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RESUMO

A infeccéo peldlrypanosoma cruzeva a uma progressiva inflamacéao no coracao
que culmina em miocardite, fiborose e mudancas qaitetura e funcionalidade desse
orgao. Sugere-se que essas alteracoes, definidas remnodelamento cardiaco, sejam
coordenadas por uma resposta inflamatéria especifimtra o parasito. O objetivo
dessa pesquisa foi avaliar os efeitos da Sinvaatainibidora da enzima HMG-CoA
redutase, na resposta inflamatéria cardiaca dueakeenca de Chagas experimental.
Camundongos C57BI6 machos foram agrupados emdinfiéctados e (ii) infectados
com 500 formas tripomastigotas de cepa Colombiank @ruzi Cada grupo (n=8) foi
tratado diariamente com Sinvastatina (20mg/Kg)3ébdias ou recebeu solucédo salina,
ambos por gavagem. Parametros morfométricos (pesacao/peso corporal e
histopatologia) e imunoldgicos (citocinas) foranaleados na fase aguda (30 dias) da
doenca de Chagas experimental. Nossos resultado® s perfil de citocinas
mostraram uma atividade antiinflamatéria da Siratast observada pela diminui¢éo
das citocinas séricas pro-inflamatérias li-M-TNF«, e estabilizacdo da sintese de IL-
10, sendo esse perfil associado a um aumento dasitpa circulantes. Corroborando
com esses dados, andlises histopatolégicas maostrqua 0s animais tratados com
Sinvastatina apresentaram um infiltrado inflamatoréduzido no 30° dia apés a
infeccdo, em comparacdo com aqueles animais n@alda Nesse trabalho, sugere-se
que doses reduzidas de Sinvastatina sejam resmisig®la resposta antiinflamatoria
observada durante a infeccdo aguda fele@ruzi e que, provavelmente, esse papel

exerca um efeito protetor no miocéardio durantesa fadnica da doenga experimental.

Palavras-chavélrypanosoma cruzmiocardite, Sinvastatina, HMG-CoA redutase
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzinfection leads to a progressive inflammation thatninates

in myocarditis, fibrosis and changes in the cardiahitecture and functionality. These
alterations, named cardiac remodeling, are posdioieed by an inflammatory response
mediated by cytokines and leukocytes activatiorreHeie seek to evaluate the effects
of simvastatin, the inhibitor of HMGCo-A redutase,the inflammatory response rate
during experimental Chagas' disease. C57BI6 miae weouped into (i) non-infected
and (ii) infected with 500 trypomastigotes of Colmian strain ofT. cruzi Each group
(n = 8) was treated daily with simvastatin (20my/ky gavage for 30 days or received
vehicle. Morphometric (heart weight and histopadgg) and immunological
(inflammatory and anti-inflammatory cytokines) pakters were evaluated in the acute
phase (30 days) of experimental Chagas disease.reGults suggest that simvastatin
exerts anti-inflammatory effects during the acutage of experimental Chagas disease,
controlling negatively the plasma levels of IFN-gammand TNF-alpha and stabilizing
the IL-10 profile. This pattern was coincident witie low detection of blood parasites
in all treated mice. In addition, simvastatin wdsoaassociated with reduced heart
inflammatory infiltration observed on 80day post-infection. In summary, our data
suggest that low doses of simvastatin are ableettuae inflammatory response
developed byl. cruziinfection and, possibly, this protective heartiguat might be also

extensive to the chronic phase of experimental @haisease.

Keywords: Trypanosoma cryznyocarditis, Simvastatin, HMG-CoA reductase
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1. Introducéo

1.1. Trypanosoma cruze doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi protozoario uniflagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, € o ageetiologico da doenca de
Chagas, uma antropozoonose freqliente na Améri¢aal.atonsiderada como um
dos principais problemas de saude publica ness@oregfetando aproximadamente
15 milhdes de pessoas em todo o continente amerisamdo que 48 milhdes de
individuos permanecem sob risco de infeccdo (WHO72

Sob condi¢des naturais, o ciclo de vidaldaruzise alterna entre hospedeiros
invertebrados, mais de 130 hemipteros da familiduRelae, e hospedeiros
vertebrados, mais de 100 espécies de mamiferoffedentes ordens (Lambrecht,
1965; Zeledon & Rabinovich, 1981).

As infeccdes de mamiferos pélo cruziadquiridas naturalmente séo iniciadas
nas camadas da derme ou na mucosa da conjuntivioqmoas tripomastigotas
metaciclicas infectivas, que sao transmitidas porvetor triatominio hematéfago
infectado (Burleigh & Woolsey, 2002) as quais sgformam, no interior das
células dos mamiferos, em amastigotas com capacidgafodutiva por divisdo
binaria simples. No homem, além do contagio pef@omminios infectados, a
transmissao do parasito pode ocorrer atraves dsfiisbes sangiineas, transplantes
de 6rgdos, transmissdo congénita (Brener & GazzinEd97), acidentes de
laboratério e por uma forma crescente ultimamente € através da ingestdo de
alimentos contaminados com tripomastigota3 deruzi(Yoshida, 2008).

A doenca de Chagas tem uma apresentacao clinita vawiavel, e € dividida
basicamente em duas formas, determinada ou sintand& indeterminada ou
assintomatica (Dutra & Gollob, 2008). Apds a infexgelo parasito, inicia-se um
periodo de fase aguda que vai de 2 a 4 meses,@talidade nesse periodo é de
aproximadamente 5%, devido basicamente a episodi®s miocardite ou
meningoencefalite em criancas (Remmteal 2006). Durante a fase aguda, a
maioria dos individuos infectados desenvolve urspasta imune humoral e celular
responsavel pela diminuicdo ou completa auséncis plrasitos no sangue

(parasitemia subpatente) com auséncia de sintoA@ss esse periodo de fase
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aguda os pacientes progridem para uma fase crénd=terminada e podem
permanecer assim por toda a vida (Prata, 2001).

Embora a maioria dos pacientes chagasicos apreseateforma clinica
classificada como assintomatica, aproximadamentetargo dos individuos que
passaram pela fase aguda manifesta os sintomagecésticos de fase cronica, a
gual pode ser silenciosa inicialmente, mas que e@qrassar dos anos pode evoluir
para quadros sintomaticos (Dutra & Gollob, 2008sds individuos sintomaticos de
fase cronica apresentam lesdes irreversiveis ed@o®rgomo coracdo, esdfago e
colon, além de sistema nervoso periférico, respaisapelas duas formas
caracteristicas de apresentacdo da doenca nessaddsrmas cardiaca e digestiva,
ou ambas simultaneamente, conhecida como formaa nfRtata, 1994). Dos
individuos chagéasicos cronicos sintomaticos, apmagiamente 2% apresentam a
forma mista, 8-10% apresentam a forma digestivde €0 a 30% apresentam a
forma cardiaca, a principal causa de morte assadatbenca de Chagas.

Como dito anteriormente, a doenca de Chagas séestarem duas fases, aguda
e cronica (Coura, 2007; Kirchhoff, 1993). A faseid@ da doenca de Chagas dura
aproximadamente 2 a 4 meses e € caracterizadatpanienero de parasitos no
sangue e nos tecidos. Uma lesao inflamatéria mgatece no sitio onde as formas
tripomastigotas penetraram e sofreram sua primedada de multiplicacéo,
recebendo o nome de Sinal de Romana, se a poeati@dela tiver sido a conjuntiva
ocular, ou Chagoma de Inoculacdo, se a porta dadentio parasito tiver sido a
pele. Com a disseminagdo do cruzi os sintomas de insuficiéncia cardiaca
desenvolvem em um pequeno numero de pacientestimddl a subjacente
miocardite severa. Demais mortes na fase agudaetzcd de Chagas séo devido a
falhas cardiacas (Larangt al, 1956). Episédios de meningoencefalite também
podem ocorrer, especialmente em pacientes imunagsdps (Hoff et al, 1978).
Claramente, as manifestagcbes mais comuns da desenglesenvolvem na fase
cronica, muitos anos apos a infeccao inicial peld oruzi(Bilate & Cunha-Neto,
2008; Kirchhoff, 1993; ). O coracao € o 6rgao ntasiumente envolvido e, devido
as disritmias cardiacas e disfuncdes autondmicamree subita pode inevitalmente
ocorrer. E freqiiente, pois, o desenvolvimento ddicmiopatia, e a falha cardiaca
congestiva € uma causa comum de morte nos pacesuetetidos por essa doenca.
Somado a isso, individuos com doenca de Chagasiacardnuitas vezes

desenvolvem trombos que embolizam e causam divecsasplicacbes nos
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pacientes (Rassi &t al, 2000; Bragat al, 1995). Por fim, a sindrome dos “megas”
relacionados ao esbfago e/ou célon também podessandolver durante a infec¢ao
cronica, causando uma série de apresentacdesasliciemo disfagia e baixa
sensibilidade a gastrina (Herbekd al, 2004), interferindo na alimentacdo do
paciente.

O porqué das diferentes evolugdes clinicas o@rer uma questéo intrigante e
ainda ndo resolvida, mas a despeito de muitastéreey, € reconhecido que a
resposta imune do hospedeiro é critica na detegdindos resultados da doenca
(Dutra & Gollob, 2008), exercendo papel importambs efeitos patologicos dessa
(Bilate & Cunha-Neto, 2008). Tendo em vista quecenda de Chagas € uma
doenca infecciosa com lesdes de carater inflanmatérientendimento da resposta
imunologica montada pelo organismo durante a idfece essencial para se

entender os efeitos patoldgicos causados pela mesma

1.2. Resposta imune na doenca de Chagas

Vérios aspectos influenciam de maneira semelhantevolucdo clinica da
doenca de Chagas humana (Dutra & Gollob, 2008; Eng&lLeon, 2002). Fatores
tais como cepa do parasito e tropismo teciduafjecparasitaria, tempo de infeccao,
natureza da resposta imune montada e o historieétige do hospedeiro exercem
importantes papéis (Dutra & Gollob, 2008). A diss&anao sistémica dd. cruzié
acompanhada por uma intensa resposta imune, @epunaite o controle do parasito,
mas também leva a uma massiva infiltracdo de lmlanonucleares nos tecidos
atingidos, especialmente no miocardio, levando adygdo local e sistémica de
citocinas, quimiocinas e outros mediadores infl@mas, tais como o 6xido nitrico
(NO) (Aliberti et al, 2001; Gazzinellet al, 1998).

Os mecanismos pelos quais o hospedeiro contralepléicacdo do parasito
durante a fase aguda da infec¢cdo pElocruzi ainda ndo estdo completamente
entendidos. Sabe-se que em modelos murinos, porpéxeum predominio de uma
resposta imune inicial do tipo Thl € importanteagarcontrole do parasito, uma vez
que nesse tipo de resposta ocorre secrecdo deaTfas células TCD4 que
estimulam a producdo de IFNpelas células NK, TCO4 TCDS§ (Oliveiraet al,
2007; Torricoet al, 1991), citocinas e células que estédo envolvidagestruicao das

células infectadas pelb cruzi
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Mas essa forte ativacdo dos componentes celularessttma imune pel®.
cruzi pode também resultar em alguns efeitos colatdixisner & Gazzinelli,
1997), uma vez que a resposta imune parece grantemesponsavel pelo dano
tecidual e destruicdo neuronal no tecido cardibdserwado na fase aguda da doenca
de Chagas (Talvaret al 2000; Machadcet al, 1998), contribuindo para uma
caracteristica marcante dessa: o processo de rammdeo inflamatério cardiaco,
cuja fase inicial apresenta-se caracterizada p@ mioncardite rica em células T e
macrofagos, auséncia virtual de parasitos, hidatmardiaca e fibrose (Cunha-
Neto et al 2006). Em humanos, por exemplo, os pacientesdgsenvolvem a
cardiopatia chagasica crbnica (CCC) apresentam afitrado inflamatorio
composto basicamente por macréfagos, células B alfjumas células NK, tendo
as células T uma predominancia sobre as célula® Bnfiltrado inflamatoério
apresenta um alto niumero de células granzima-pasi{Higuchiet al, 1993) e uma
restrita heterogeneidade de transcritos de catfei@axiaveis no receptor de célula
T (Cunha-Netoet al 1994), indicando um infiltrado inflamatério diidig
especificamente aos antigenos do parasito (Cuntmétieal 2009). Aléem disso,
episodios de auto-imunidade também sao consideradoso fatores para o
desenvolvimento de lesBes inflamatdrias, especrdgbnpelo fato de que alguns
estudos ndo conseguem correlacionar o grau detarastecidual e a intensidade
da resposta inflamatéria, o que leva alguns autigpdtese de que a CCC € uma
doenca auto-imune disparada em alguns individutss ipfeccdo com d. cruzi
(Soares & Santos, 2009).

Essa relacdo dos mecanismos imunoldgicos com dogatoe fisiologia da
doenca de Chagas tem sido fortemente evidenciadaepeddios de reacdo de
hipersensibilidade retardada, ocasionada por raditis inflamatérios compostos
principalmente por células mononucleares, juntaemeodm os achados de
imunoglobulinas e deposicdo de moléculas do sisteamplemento no tecido
miocardico (Marin-Netat al, 2007).

Além desses danos observados nos tecidos, hiegoeitcélulas endoteliais
apresentam aumentada expressao de moléculas decldsges | e I, ICAM e E-
selectina, enquanto cardiomiécitos expressam nwioieeis de HLA classe |, 0s
quais sdo marcadores encontrados normalmente ldescém resposta a produgéo

local de citocinas inflamatorias (Cunha-Netal, 2009).
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Em infeccbes agudas, pouco tempo depois do ini@iinfkccdo ocorre uma
ativacdo da imunidade inata estimulada por antgesm T. cruzi através de
receptores Toll-like, tais como 4 e 9, em macrdfag@élulas dendriticas (Bafiea
al, 2006). Com essas células ativadas, ocorre intseseecdo de citocinas e
guimiocinas pro-inflamatorias, super-regulacdo dpressdo de receptores co-
estimulatérios e aumentada endocitose e mortecelitiar de parasitos através da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e @tiog Os macrofagos e células
dendriticas que tenham endocitosado os parasithgem subsequentemente uma
forte resposta de células T e anticorpos contigembs dor. cruzi gerando células
T especificas contra ®. cruzie produtoras de IFM-que migram juntamente com
outros leucécitos sanguineos para o sitio da irft@o induzida peld. cruziem
resposta a quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, CELBXCL10, e participam
da resposta imune contra o parasito (Teixeira, 2002). Essa resposta inflamatoria
de anticorpos e células T leva ao controle do pisma® tecidual e sanguineo,
embora ndo completamente, uma vez que sdo encosfpadasitos na fase crbénica
da infeccéao.

Ja no estéagio cronico da infeccéo, provavelmenteldea uma persisténcia do
parasito, € continuada a produgdo de citocinasanrdtérias por células
mononucleares, levando a niveis aumentados no aldenTNFe e IFN+, sendo
essas citocinas detectadas em individuos infectemimsas formas indeterminadas
da doenca de Chagas (Cunha-Net@l 2009; Talvaniet al, 2004; Ferreiraet al,
2003; Abelet al, 2001; Ribeiracet al, 2000). Os pacientes que desenvolvem a CCC
exibem niveis aumentados de TMFe CCL2 quando comparados aos individuos
com a forma indeterminada da doenca de Chagas,ddé@mimeros aumentados de
células TCD8e CD4CCR5CXCR3' produtoras de IFN; em concomitancia com
uma baixa producéo de células T regulatérias FoeR8odutoras de IL-10 (Cunha-
Netoet al, 2009;Araujo et al, 2007; Gomest al, 2003; Abelet al, 2001,).

Essa forte resposta inflamatoria observada peladaeatas citocinas no sangue
periférico tem correspondéncia ao se analisar @arewd do infiltrado inflamatério
encontrado no miocardio de pacientes com a CCCh&tietoet al 2005), uma
vez que o infiltrado de células mononucleares aoslos cardiacos desses pacientes
expressam IFN; TNF-a and IL-6 e baixos niveis de IL-2, IL-4 e IL-10 (@lket al,
2001). Um estudo analisando a expressdo génica etbadores inflamatorios

através de real-time PCR observou um significanteesmto dos receptores de
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guimiocinas CCR5, CXCR3 e CCR7 no miocardio de grdges com a CCC, bem
como de seus ligantes, em comparacdo com amodraeatiores de coracéo e
pacientes com cardiomiopatias nao-inflamatériasnf@auNetoet al, 2005). Esse
mesmo estudo encontrou que genes expressos ptascéluegulatorias (TGB-e
Foxp3) ou células Th2 (IL-4 e IL-13) estavam redosi ou sua expressao nao era
detectada no tecido cardiaco dos pacientes com GQOgerindo que a intensa
resposta inflamatéria Thl no miocardio de paciectm® essa forma da doenca
ocorre na auséncia de mecanismos regulatoérios.

Varios sdo os motivos que levam os pacientes cltagéso desenvolvimento da

CCC, e no topico a seguir discutiremos alguns deles

1.2.1. Cardiopatia Chagasica Cronica

A cardiopatia chagasica crénica (CCC), que séektee durante a fase cronica
da doenca de Chagas, é a mais expressiva mandfestagsa doenca, tanto devido a
sua frequéncia quanto a sua severidade (Coura,; 2@fa, 2001). A CCC é
responsavel pelas principais causas de morbidadeortalidade associadas a
mesma, como o resultado de uma intensa agresgaoido cardiaco, causada tanto
peloT. cruziquanto pelo sistema imune do hospedeiro, na iatede combater a
infeccdo causada pelo protozoario parasito.

Apesar dos intensos estudos focando a CCC, aamaxiste um consenso entre
0s pesquisadores sobre quais sdo as reais cagsaspiecesso inflamatério e como
ele se processa (Cunha-Netal, 2009; Tarleton, 2003).

Estudos em modelos animais e em seres humanosaapanocorréncia de 4
mecanismos patogenéticos principais que em conjuetam o0s pacientes
chagéasicos ao desenvolvimento da CCC (Marin-Nsttoal, 2007), sédo eles:
disautonomia cardiaca, disturbios microvasculdes$io miocardica dependente do

parasito e lesdo miocéardica mediada pelo sisteraagm

- Disautonomia cardiacavidéncias desse processo comecaram a ser apentad

desde os anos 50, quando o patologista além@oKoberle, comecou a estudar o
sistema nervoso intrinseco em 6rgados que exibiamalt@sacbes patoldgicas
causadas pela doenca de Chagas ( Kdberle, 1968 stOdos desse e de outros

pesquisadores foram consensuais em concluir qoegéss alterados em pacientes
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chagasicos apresentavam dano ganglibnico e andadab degenerativas nas
células de Schwann e fibras nervosas (De Setizal, 1996). Outra importante
conclusdo desses trabalhos € que a reducdo newomak predominantemente
durante a fase aguda da doenca, ocasionada pdpor@sfgrincipais, a saber o
parasitismo neuronal, a degeneracdo causada pamatgao periganglibnica e
reacfes autoimunes antineuronais (Santos & Hud<€i8i). Além desses estudos
patolégicos, outros estudos, fisioldgicos e farn@gioos, também foram hébeis em
demonstrar uma prejudicada regulacdo da funcéoiacard onde através da
aplicacdo de estimulos aos nervos parassimpaéisses nao provocavam alteracdes

no ténus cardiaco consistentes com suas funcéem(Matoet al,2007).

- Disturbios microvascularessses distlrbios consistem nos primeiros registro

patolégicos da fase aguda da cardiopatia chag&sodp causados por inflamacao
perivascular, um dos mecanismos para degenerac@camica. Necropsias de
pacientes crénicos mostraram colapso difuso dei@ee intramiocardicas, onde
proliferacdo intima causou constricdo do lumen. r@mrando com essas
evidéncias, outros autores sugerem que vasoditaggé@soconstricdo anormal ao
nivel microcirculatério sdo causadores de dano andico em pacientes chagasicos
(Higuchi et al, 1998), o que leva a hipétese de que disturbiomipos de baixa
intensidade e curta duracdo sao importantes mecasisde cardiomiopatia
chagasica. Em suma, anormalidades estruturaisceofimis microvasculares, que de
certa forma séo o resultado de processos inflamai@mplificam e potencializam
os efeitos das agressofes inflamatérios ao tecidoardico (Marin-Netet al, 1992;
Hagar & Rahintoola, 1991; Vianna, 1911).

- Lesd@o miocardica dependente do parasitobora alguns estudos apontem a

guase auséncia de parasitos em tecidos cardiacesasente inflamados, a
presenca dos antigenos e do DNA do parasito, mgamescassos, sdo importantes
fontes de manutencdo da resposta imune especdidespedeiro durante a fase
cronica da doenca de Chagas (Bilate & Cunha-Neé68R De acordo com esse
raciocinio, células T CD8H. cruziespecificas tém sido isoladas de pacientes
apresentando CCC, o que prové evidéncias do receata e expansdo dessas
células no miocardio, provavelmente relacionadopresenca de antigenos do

parasito (Fonsecet al, 2005). De fato, estudos experimentais utilizasela@e um
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alto in6culo ou com alta reproducédo parasitaridase aguda, apresentaram uma
maior agressao ao tecido cardiaco dos animaistawnfes, sugerindo uma relagéo
entre carga parasitaria e severidade da doenca edelos animais (Bilate &
Cunha-Neto, 2008); o que é reforcado por Coura 200& diz que a maioria dos
casos de forma aguda da doenca de Chagas no &vesslenta pouco ou nenhum
sintoma, possivelmente devido a um indculo pequeno.

Além desses fatores ligados a resposta imuneacorgarasito, as caracteristicas
biologicas das cepas utilizadas nos experimentoserauinfec¢cdes naturais e
particularmente seu tropismo, como citado aqui reorteente, tém importante

funcdo como determinantes da doencga e de suassfatineas (Coura, 2007).

- Lesdao miocardica mediada por resposta auto-imAnecorréncia de forte

resposta inflamatoria em lesGes cardiacas com seca® parasitos sugere uma
possivel ocorréncia de resposta auto-imune na doee¢ Chagas (Hyland &
Engman, 2006; Tarleton, 2003; Engman & leon, 208pgsar de a resposta auto-
imune ainda ndo estar bem esclarecida entre osiipadqres, € consenso geral que
processos como mimetismo molecular, (ocorréncia nu@éculas do agente
infeccioso semelhantes as do hospedeiro) e ativag&tander(continua producao
de células T citotoxicas mediada por citocina) poam resposta inflamatoria a
antigenos proéprios (Gironés al, 2007).

Em estudos experimentais de fase aguda e crocacaindongos infectados
com o T. cruzi mostraram auto-anticorpos especificos contra antigenos
contidos em tecidos cardiacos, nervosos e outeglosque proteinas estruturais
como a miosina cardiaca, desmina e actina sao atwosins (Leoret al, 2001;
Rizzo et al, 1989); além disso, no soro de pacientes chagasig@mnicos foram
encontrados auto-anticorpos com reatividade cruzadta proteinas humanas e do
T. cruzi(Marin-Netoet al,2007).

A falta de correlacdo entre a presenca do parasat@CC em humanos leva os
pesquisadores a suspeita de que outros fatoreanop®y desenvolvimento dessa
doenca inflamatéria. Nesse sentido, a hipotese b&ais aceita € a de que ocorre
uma quebra na tolerdncia imunoldégica com dano aoidde cardiaco
secundariamente a uma resposta originalmente pratéirigida aos antigenos @o
cruzi que sao estruturalmente semelhantes a componespegificos do tecido

cardiaco do hospedeiro (Bilate & Cunha-Neto, 20@. estudos sugerem que
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respostas autoimunes e especificad aoruzi ocorram em sinergia na doenca de
Chagas secundariamente a infeccdo, e provavelmesda combinacdo esta
envolvida no estabelecimento das lesdes do teeiabaco.

Os eventos inflamatérios no tecido cardiaco e smsequéncias clinicas
induzem uma readaptacdo do coracdo aos novos padeduncionamento e
ativam, concomitantemente ao processo inflamatarina série de mediadores
como neurohormoénios (endotelina, angiotensinaldlpsierona, BNP) e citocinas
regulatorias, pro- e anti-inflamatoérias (TNF-TGF$, IL-10, IL-17), além de
quimiocinas (Zhanget al, 2007, Morimotoet al, 2007, Yinet al, 2008). Em
conjunto, esses mediadores potencializam alterag@dsculares e celulares nas
células miocardicas conduzindo-as as alteragcéefhorcionais conhecidas como

remodelamento cardiaco (RC).

1.3. Remodelamento Cardiaco

Remodelamento cardiaco € um termo designado paweder o conjunto de
alteracOes genéticas, moleculares, neurohumosdidares e intersticiais cardiacas
que se manifestam, conjuntamente, a uma sérieatgasvclinicos como alteracdes
no tamanho, massa, geometria e funcdo cardiacedmgate em resposta a um
episodio de injaria ou sobrecarga no coracéo (Rdateedes, 2004).

As mudancas ocorridas com o processo de remoddiamepiciam ao coracao
se adaptar a um novo modo de funcionamento, ativamediadores importantes
como neurohormoénios e citocinas, 0s quais se palezatn mutuamente, de
maneira inter-relacionada. Esse novo padrédo deidoamento leva o tecido
cardiaco a sofrer algumas modificacbes molecukesulares, como hipertrofia do
miocito, necrose e apoptose, fibrose interstidigeneracdo e deslizamento de
fibras de colageno, sendo essa ultima um processbecido como Slippagé
(Pontes & Ledes, 2004). Em conjunto, essas modde&s buscam compensar a
demanda aumentada hipertrofiando os midcitos airdleis e aumentando a massa
ventricular, o que permite uma normalizagao inidmfuncionamento cardiaco apos
um episodio de injaria.

Porém, quando o remodelamento tornar-se insufeiemt a sobrecarga
ultrapassar a capacidade do coracdo em hipertsdiarocorre um evidente

descontrole pds-carga. Assim, a hipertrofia tomaasuficiente para normalizar o
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estresse parietal, criando-se um circulo viciose gonduz a uma dilatacdo do
coracao, alteracdes em sua geometria e contrdelicdaxamento, além de afetar os
volumes sistélicos e diastélicos do érgéo.

Em suma, estas alteracdes tornam-se progressoestérias, apresentando um
prognoéstico favoravel ao desenvolvimento de ingridas cardiacas (Remme,
2003; Zornoffet al, 2002).

Como dito anteriormente, embora o remodelamentoainpossa ser adaptativo
e permita manter a funcdo miocardica, o remodeltompatolégico progressivo,
inevitavelmente, conduzirA a uma piora das funcOesocardicas e,
consequentemente, ao pior prognaostico clinico.

Nesse cenario, alguns pesquisadores tém concenésfdocos para melhor
entenderem como ocorrem 0s mecanismos inflamatévisando encontrar
possiveis inibidores desses mecanismos, e condegiemte, de seus efeitos
prejudiciais aos 6rgdos acometidos. Com isso, umalo de evidéncias, provindas
especialmente dos avangos em biologia molecularptestrado o envolvimento de
vias de sinalizacdo celular mediadas por prote(dasis como as proteinas da
familia Rho, em uma série de funcdes celulares, e desde a contracdo de
células do musculo liso, como também organizacaaitiesqueleto de actina,
adesao celular e motilidade, citocinese e expregddica; funcdes essas que podem
estar envolvidas em processos patogénicos de doeaigiiovasculares.

E importante, pois, a descoberta de farmacos capdeeinibir essas vias
responsaveis por potencializarem os efeitos inflaris. Nesse sentido, a
Sinvastatina, uma droga do grupo das estatinastepapresentado varios efeitos
pleiotrépicos especialmente aqueles relacionaddsniuicdo da resposta imune

inflamatoria, se apresenta como possivel candidato.

1.4. Estatinas

As estatinas, que tem como caracteristica comuapacwade de inibir a HMG-
CoA redutase, sdo os farmacos mais prescritos nwopuada sua importancia
sobre o efeito redutor do colesterol, e consequ®smiee, por atuarem na prevencao
e controle de doencgas cardiovasculares (Spesied 2007). A administracéo das
estatinas alcanca melhores resultados no periotimnog uma vez que a enzima
redutase do colesterol acompanha o ritmo funciocinghdiano, provavelmente pelo

mecanismo de acdo dessa enzima ser dependentertiogides adrenais (Jones &
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Schoeller, 1990), ou seja, sua maior atividade recarnoite. A primeira estatina
natural foi descoberta ainda na década de 70, mgvasquisador japonés chamado
Akira Endo, o qual pesquisando antibioticos de esrigmicrobiana encontrou em
uma cepa do fung®enicillium citrinum um componente ativo denominando-o
mevastatina, o qual mais tarde se mostrou forteemeditiente na inibicdo da via de
biossintese do colesterol, por blogquear a proddgamevalonato, primeiro produto
dessa via.

Posteriormente outros pesquisadores descobriramasogstatinas naturais, as
quais através de modificacdes estruturais deragerargs estatinas sintéticas, como

€ 0 caso da Atorvastatina e da Sinvastatina.

- Estrutura quimica das estatinds estatinas sdo compreendidas por um grupo

de anéis de hexaidronaftaleno apresentando doosneendo um formado por
éster de metilbutirato e o outro por um hidroxidéci os quais possuem a
propriedade de formar um anel lacténico (figuraElLjustamente esse hidroxi-acido
o analogo estrutural da HMG-Co0A redutase, o qualpaie com essa enzima pelo

mevalonato, reduzindo assim a acdo da mesma.
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Figura 1: Estrutura quimica de algumas estatinas naturais e sintéticas indoras

da enzima HMG-CoA redutase. A figura apresenta estatinas classicas como a
Mevastatina, além da semi-sintética Sinvastatida primeira totalmente sintética, a
Fluvastatina. Atorvastatina e Rosuvastatina reptase a nova geragao de estatinas
sintéticas. (modificado de Campo & Carvalho, 2006).

- Mecanismo de acdo das estatinAs: estatinas agem através da inibicdo

competitiva da ligacéo entre a enzima b-hidroxi-tilglutaril-CoA (HMG-CoA) a
sua enzima alvo, a HMG-CoA redutase, bloqueandiombea eficiente a producao
do mevalonato e demais produtos da via de biossirde colesterol (Endet al,
2004).

Com uma sintese de colesterol reduzida nos hefmpacorre uma supra-
regulacdo de receptores de lipoproteina de baixsidkde (Radeet al, 2007),
ocasionando maior captacao de particulas de LDdyziedo assim os niveis de

colesterol sérico.
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Claramente, a reducdo nos niveis de colesteralospar si so ja representa uma
importante contribuicdo das estatinas na prevewgidoencas cardiovasculares,
como por exemplo, reduzindo o risco de formacéo pthcas de ateroma,
ocasionadas especialmente pela alta de colesérob sMas nos ultimos anos, tém-
se verificado através de alguns trabalhos quetasres, além do efeito redutor do
colesterol, apresentam alguns outros efeitos pgimos, a saber: diminuicdo da
ativacdo imune e da inflamacéo, alteracdo da atMidde metaloproteinases,
diminuicdo do estresse oxidativo, diminuicdo dentvos, dentre outros (Casted
al, 2008;Schonbeck & Libby, 2008 hanest al, 2007).

Nesses trabalhos, realizadasvitro e in vivo, tém-se observado que os efeitos
pleiotropicos associados ao uso das estatinasciabpente os antiinflamatorios,
nao estdo associados a diminuicdo do colesteiobg@Veitz-Schmidt, 2002), o que
indica uma acao direta das estatinas na regulag&esposta imune, embora tais

mecanismos ainda ndo estejam totalmente esclasecido

1.4.1. Interferéncia das estatinas na resposta lamatoéria

Como dito anteriormente, além de sua acdo prieaeng hipercolesterolemia,
as estatinas tém apresentado, nos ultimos anodgéneid@s de sua funcao
antiinflamatoéria relatada através da (i) reducéds diveis de proteinas C reativas
(Ridkeret al, 2001), (ii) reducdo de niveis séricos de TayR:-6, IL-1, IL-8, IL-12
(Ascer et al. 2004, Naoumows al. 2003) e quimiocinas (Waeheg al, 2003), (iii)
inibicdo da expresséo de receptores de quimioantiazidas por citocinas (Veillard
et al, 2006, Hanet al, 2005), (iv) blogueio de proteinas ancoradas a lnana
como as proteinas Rho-A, relacionadas aos procedsomigracdo celular e
sinalizacédo leucocitaria (Zhang & Casey, 1996)réeoutras.

Nesse sentido, as estatinas agem no sistema imiggendente de seus efeitos
inibitérios da HMG-CoA redutase. Algumas evidénaagsroboram com iSso, como
um estudo mostrando que as estatinas inibem ass§welo MHC de classe I
induzida por IFNy, além de bloquear a estimulacdo das células Tndepees de
LFA-1 (lymphocyte function-associated antigenflakamada-Tagucleit al, 2003),

0 que pode resultar na supressao da ativacdoulaséhl pré-inflamatérias, ja que
a ligacdo da estatina ao sitio de ligacdo do LF&sthbiliza o receptor do ICAM-1

numa conformacéo inativa, impedindo a adesdo elmlote a migracao
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transendotelial dos leucdcitos no sitio da infecc@o por conseqUéncia, a
apresentacao de antigenos e ativagéo de linfocitos.

Em outro estudo analisando a polarizacdo Th ene@s tratados com a droga
Atorvastatina (um tipo de estatina sintética praodiupelo laboratério Pfizer), apds
terem sofrido infarto agudo do miocardio, foi ols&lo que no soro desses
pacientes, em test@s vitro, ocorreu menor producao de IRNpelas células T, em
comparacdo com 0s pacientes que também sofreraamoinfmas que nao se
submeteram ao tratamento com estatina (Cbeat) 2005).

Apesar do modo de acdo das estatinas atuaremuilina resposta imune
inflamatéria ndo ser ainda bem compreendido, algud® suas vias de acao
comecam a ser bem estabelecidas. Inibindo a HMG+@dAtase, as estatinas além
de reduzirem o colesterol, reduzem também os néleisoprendides intracelulares,
tais como farnesil pirofosfato e geranilgeranilofosfato (figura 2), os quais séo
necessarios para a modificacdo lipidica poOs-tradati (prenilacdo) de uma
variedade de proteinas e ancoragem dessas na mentedalar (Zhang & Casey,
1996; Weitz-Schmidt, 2002).

Acetyl-CoA + Acetoacelyl-CoA

}

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
HMG-Cos Reductase ; i p— STAn'NS

Mevalonate

}

|sopentenyl-PP

!

Geranyl-PP

|

Farnesyl-PP — Famesylated proteins 1.¢. Ras

RN

Squalene Geranylgeranyl-PP
Geranylgeranylated proteins
CHOLESTEROL Le. RhoA, Racl, Cded2

Figura 2: Via de prenilacdo dos isoprendides geralgieranil pirofosfato e farnesil
pirofosfato. As estatinas exercem sua fungcéo competindo csabstrato 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA pelo sitio funcional da enzima HBVCOA redutase, inibindo a
producdo do mevalonato, primeiro produto na via bilessintese do colesterol.
(Modificado de Weitz-Schmidt, 2002).
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Dentre as proteinas que estdo incluidas nesseessmcestdo presentes as
proteinas ligadas ao GTP, e que exercem imporpapel nas vias de transducéo de
sinais, como é o caso das proteinas da familia Rho.

Trabalhos em modelos experimentais tém mostrado dpses moderadas de
estatinas propiciam uma melhora na funcdo vengicesquerda em animais com
infarto agudo do miocéardio, além de promover unmaesgda maior nesses animais
(Greeret al, 2006, Linthoutet al, 2007). Parte desses multiplos efeitos das eagatin
parece estar associado a uma dependéncia diratavalgdo da 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e, reforcado pela inibicdo dirdes proteinas Rho e Rho-
quinases nas doencas cardiovasculares de origamaibria e de outras etiologias
(Shimokawa & Takeshita, 2005). Torna-se importaebeplicitar que estes
beneficios cardiovasculares foram observados deafandependente a reducao do
colesterol, funcdo primaria deste grupo farmacacligi

Em consonéancia com os dados acima, as analises @studo retrospectivo em
pacientes com infarto agudo do miocardio com usoiaio ou continuo de
estatinas, dentro das primeiras 24 horas poOs-eventstraram uma reducao
significativa da morbidade e mortalidade nessewiitidos (Fonarowet al, 2005).
Além disso, as estatinas tém mostrado, em modeloga#s, uma melhora da fungéo
endotelial, aumento da biodisponibilidade sisténtieadxido nitrico e inibicdo da
ativacdo de plaquetas, bem como propiciado um atEnuremodelamento
ventricular nos periodos iniciais apds IAM (Hayalsimiet al, 2002).

Face ao exposto até aqui, e analisando a doenChatgas como uma doencga
com caracteristicas inflamatérias, o nosso trabakhqustifica pelas propriedades
das estatinas (ex. Sinvastatina) atuando como egatiinflamatorio em doencas
cardiacas de diferentes etiologias. Além diss®,capresente momento, ndo ha
registro de trabalhos cientificos publicados apreselo tais efeitos da Sinvastatina
no modelo experimental da doenca de Chagas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a acdo do uso diario de Sinvastatina roxgsso inflamatdrio cardiaco

durante a fase aguda da doenca de Chagas expalment

2.2. Objetivos especificos

1. Padronizar a dose-resposta do farmaco a ser dbtlim@ modelo murino,
utilizando-se doses previamente estabelecidasematiira;

2. Avaliar os efeitos do uso diario de Sinvastatinasms parasitos sanguineos
e a sobrevivéncia dos animais;

3. Avaliar o teor de colesterol sérico dos animais gagos tratados com a
Sinvastatina;

4. Quantificar a produgéo das citocinas IL-10, IifN- TNFa no soro dos
diversos grupos de camundongos;

5. Determinar, no tecido cardiaco dos grupos infedado infiltrado
inflamatorio e a presenca de ninhos de amastigd¢a$. cruzi apos o
tratamento com Sinvastatina;

6. Avaliar o tamanho relativo dos coracdes (relaca@e®o do coracao/peso
corporal) dos camundongos infectados pdlo cruzi sob acédo da

Sinvastatina;
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3. Animais, material e métodos

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos da lemaG57Bl/6 machos com
idades entre 6-8 semanas, provenientes de uma masrthada e pesando
aproximadamente 30g. Todos esses animais foramiosla mantidos no biotério da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Essesasforam alimentados com
racdo comercial para camundongos e aglkbitum

Todos os procedimentos realizados nesse expeonastdo de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal, prébettcidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendmo aprovados pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), com orgtocolo n°
2009/20.

3.2. Parasitos

Foram utilizados parasitos da cepa Colombian@rgipanosoma cruzgendo 0s
mesmos mantidos por passagens sucessivas em cargaaddwiss no biotério da

Universidade Federal de Ouro Preto.

3.3. Infeccéo peldr. cruzi

Camundongos C57BI6 foram infectados com uma doseb5@®& formas
tripomastigotas sanguineas por via intraperitoreea,confirmacao da infeccao foi
feita a partir do 3° dia ap0Os a infec¢cdo, atravesaleta diaria de sangue da veia
marginal da cauda dos animais, e observacdo do en@smmicroscopio entre
lamina e laminula. Apos a confirmacédo, a parasdefoi avaliada diariamente,
contando-se 0 numero de parasitos pdr Be sangue, de acordo com a técnica

descrita por Brener (1962).
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3.4. Tratamento

Primeiramente, a fim de obtermos a dose ideal dndéo (capacidade efetora e
nao toéxica), foi realizado um esquema de tratameato 5 grupos, sendo 1 néo
tratado e 4 tratados com diferentes doses de Satwves obtidas a partir de
trabalhos da literatura com estatinas (Hakamadachagt al, 2003; Rezaie-Majd
et al, 2002). Assim, grupos de 8 animais foram tratados 2, 20, 40 e 80mg/Kg de
peso corporal por um periodo de 30 dias. Optamlasduese de 20mg/kg de peso
corporal, tanto pelos resultados obtidos em nossgerimentos quanto pelos
resultados apresentados por essa dose em outbzhts experimentais e em
humanos (Zhaet al, 2010; Castret al, 2008; Mora & Ridker, 2006)

Feito isso, realizamos um novo esquema de tratanoem 4 grupos, contendo
8 animais cada, a saber: Infectado Tratado (I'fgctado Nao-tratado (INT), Nao-
infectado Tratado (NIT) e Nao-infectado N&o-tratdtldNT). Os grupos tratados,
IT e NIT, receberam 20mg/Kg de peso de Sinvastatioavia oral pelo método de
gavagem, a partir do 3° dia de infeccdo. Os grundms tratados receberam uma
quantidade de agua semelhante ao volume de ligedeédido pelos grupos tratados,
como forma de induzir nesses animais, 0 mesmossestreausado Nos grupos
tratados.

O tratamento com a Sinvastatina, feito por vid petgo método de gavagem, foi
realizado sempre no final da tarde, por volta dés, Aproximando-se do horario
recomendado para a administracdo das estatinas) desctrito no item 1.4 da

introdugéo.

3.5.Ensaio para medida sérica do colesterol total

Como forma de determinar a atividade hipocoles&arica da droga utilizada
foi realizada uma medida do colesterol total presem sangue dos animais. A
medida do colesterol foi realizada utilizando-se kit disponibilizado
comercialmente denominad¢it de ColesterolEnzimatico LiquidoDoles (Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltdaan@p Brasil), para a
determinacdo enzimética do colesterol total no sarplasma.

O kit usado tem como principio a quantificacaadkesterol no soro através das

seguintes reacdes quimicas:
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| Col. esteras _ o
1- Esteres de colesterol v® » Colesterol livre + Acidos graxos

. Col. oxidas
2- Colesterol livre + @ » colesterona +4@,

3- 2 KO, + 4 aminoantipirina + Fen_Peroxidas ,  antipirilquinonim  + 4
H>O

O produto formado pela oxidacdo da 4-aminoantigif@-antipirilqguinonimina)
€ de coloracdo avermelhada e sua intensidade rdeate proporcional a
concentracdo de colesterol no soro. A cor vermétitmada pela reacdo, € medida
em espectrofotdbmetro ou fotocolorimetro com absongdxima em 510nm ou filtro

verde.

3.6. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para citocinaséricas

No momento da necropsia, foram coletados apraamante 2mL de sangue
dos camundongos, através do plexo retro orbitatagEsamostras foram entdo
centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos a umapdsatura de €. O
sobrenadante foi entdo coletado e armazenado eos éppendorfde 0,5mL a -
80°C, para analises posteriores.

Foram realizados testes imunoenzimaticos para@snas IFNy, TNF-a e IL-

10 utilizando-se o soro de todos os grupos de asirgélizando-se de placas de 96
pocos, foram adicionados 100uL de anticorpo momatlacontra a proteina
(citocina) a ser dosada, diluidos em PBS conterith @e albumina de soro bovino
— BSA (SIGMA). ApoOs incubacdo por 12 horas a terapga ambiente, o0s
anticorpos nao adsorvidos foram descartados e asa®lblogueadas com
300uL/pogo de uma solugcéo contendo PBS-BSA 1%,ntlirh hora a 37°C. As
amostras de soro, previamente padronizadas poo mgpapo, foram aplicadas em
um volume de 100uL para cada poco. Paralelamenpgptaina investigada foi
diluida em vérias concentracdes para o estabeletonga curva padréo e, a seguir,
realizada a incubacdo por 12 horas a temperatutdeata. Posteriormente, 0s
anticorpos secundarios foram diluidos em PBS-B3A00s incubados por 2 horas a

temperatura ambiente. Finalmente, 100uL de estepliona ligada a peroxidase na
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diluicdo de 1:4000 em PBS-BSA 0,1% foram adiciosadglaca e a mesma foi
mantida a sob agitacdo por 30 minutos. O cromogenolhido para revelacéo foi o
OPD @-phenylenediamine — SIGMA), diluido em tampé&o titrde acordo com
recomendacéao do fabricante. No momento da aplicadgd®OulL desta solu¢cdo nos
pocos, foi ainda adicionado 2ul/placa dgOk 30 volumes, como catalisador da
reacdo. Apos 20 minutos de incubagdo em auséndida reacao foi bloqueada
adicionando-se 50uL de,HO, 3M por poco. A leitura da intensidade de marcacgao
foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se awqwimento de onda de 490nM.
Para a realizacdo desses testes foram utilizadds Hisponibilizados

comercialmente.

3.7. Andlise das lesdes cardiacas

3.7.1. Processamento histolégico

Os coracgOes foram fixados em solucdo de formol% &t PBS, desidratados
em alcoois de concentracbes crescentes (70%, 8@, B5% e 100%),
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. @eds de parafina foram cortados
em microtomo, corados pela técnica de hematoxdirasina (HE), descrita abaixo,

e montados em laminas.

3.7.2. Coloragéo por Hematoxilina-Eosina

Essa coloracdo foi realizada com a finalidade dalisar o infiltrado
inflamatorio nos cortes do tecido cardiaco dos arsnsupracitados. Para isso,
foram realizados cortes seccionais com 4um de ss@esio atrio e ventriculo
esquerdos, os quais foram desparafinizados embadmisos de xilol, 15 minutos
cada, hidratados em solucbes alcoodlicas de comg@es decrescentes de alcool
(100%, 90%, 80% e 70%), 10 minutos em cada, lavadosgua corrente por 10
minutos e em tampéao fosfato (PBS) pH 7,2 por 5 toBWUEM seguida, os cortes
foram corados pela Hematoxilina por 10 minutosadis em agua corrente e
diferenciados rapidamente em alcool aciduladoge Epds lavados novamente em
agua corrente. Depois, foram corados pela Eosirentki1l minuto. Apds o ultimo

processo de lavagem em agua corrente, as laminassoortes foram colocadas na
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estufa a 56° C para secagem. Ao final, as lamorasnf montadas com laminulas e

Etellane submetidas a analise em microscopia éptica.

3.7.3. Anélise morfoldgica qualitativa e quantitatra dos tecidos

Aspectos qualitativos dos miocardios dos animais diwersos grupos foram
analisados e documentados. Para quantificacaeldrdade do miocardio, 15
imagens de cada coracao foram obtidas com a cj@éviO X através do programa
de captura de imagerisica Application Suitedo Laborat6rio multiusuario do
NUPEB/UFOP. As imagens obtidas foram entdo arddsautomaticamente pelo
programa Leica Qwin, no mesmo laboratoério, atradésselecdo de pixels com
coloracéo caracteristica para nucleos celulareglosrpor hematoxilina. O nimero
de células quantificadas por imagem do mesmo corfgdsomado e a média do

namero de células para cada grupo foi obtida.
3.8. Avaliagéo do tamanho relativo dos coragdes

Os coracfes foram removidos para as analises neaon@roscopica apos o
sacrificio dos animais. Para isso, o peso do oOfgédeterminado e relacionado
com o peso de cada animal, obtendo-se um indipest (IP) [(IP=Peso do érgdo
(mg)+Peso do camundongos(mg)].

3.9. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como uma médiaBEWt. s analises foram
realizadas através do programa PRISMA 4.0, usandov# simples (teste de
Tukey). Valores p<0.05 foram considerados signifies.
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5. Resultados
5.1. Determinagéo da dose de Sinvastatina

Para o estabelecimento da curva dose-respostandasgitina, optou-se por
utilizar doses previamente descritas na literatpgaa modelos experimentais
(20mg/Kg de peso corporal), uma vez que essa dosbém foi descrita em
avaliacdo clinica em humanos apresentando efedodioprotetores desejaveis.
Assim, testou-se uma dose inferior (2mg) a 20myaes @utras doses superiores (40

e 80mg), para que fossem avaliados critérios desfgamia e mortalidade.

1009«

754 %

O  Nao Tratado
Tratado com 2mg

—¥— Tratado com 20mg
¢ Tratado com 40mg

® Tratado com 80mg

% Sobrevivéncia
(o)
<

25+

15 20 25 30 35 40

Dias apo6s a infeccao

Grafico 1: Teste de toxicidade para diferentes doses de Sintatgha em animais
C57BL/6 infectados comT. cruzi. Os animais foram divididos em 5 grupos com 8
animais cada, sendo que 1 grupo nado recebeu tmai@me os outros 4 grupos
receberam diferentes doses, a saber, 2, 20, 40ng/Rf de peso corporal. Os
animais foram infectados com uma dose de 500 fotn@smastigotas dé&. cruzi
por via intraperitoneal.

Observando o grafico 1, podemos notar que as diesd® e 80mg/kg de peso
corporal mostraram-se toxicas aos animais, umajuemo 25° dia jA ndo existiam
mais animais vivos nos grupos submetidos a esssesdBara os grupos tratados
com 2 e 20mg/kg de peso corporal, as taxas de\se@neia foram similares e

maiores do que as exibidas pelos dois grupos argeri O grupo nao tratado
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apresentou uma curva de sobrevivéncia rigorosamegnét ao grupo tratado com

20mg/kg de peso corporal, como também pode sdicaeld no grafico 1.

30004 O N&o tratado
2mg
20mg
2000+ e 40mg
80mg

1000+

Parasitos/0.1mL de sangue

Dias ap0s a infeccéo

Grafico 2: Efeitos de diferentes doses de Sinvastatina sobres aurvas de
parasitemia de animais C57BL/6 infectados conT. cruzi. Os animais foram
infectados com uma dose de 500 formas tripomaasSgate T. cruzi por via
intraperitoneal e tratados, diariamente com 2,420¢ 80mg/Kg de Sinvastatina/peso
corporal.

Analisando o grafico 2, notamos que 0 grupo quesgmtou 0 mais alto pico de
parasitemia, por volta do 20° dia, foi o grupoatdat com 40mg/kg de peso corporal,
uma dose relativamente alta de Sinvastatina. Oogmgado com 2mg/kg de peso
corporal retardou o pico de parasitemia, que ougoa volta do 24° dia, mas por
outro lado manteve a parasitemia num nivel corswddmente alto até o 30° dia
pés-infeccdo. O grupo tratado com 20mg/kg de pespocal ndo apresentou um
pico de parasitemia definido, uma vez que apresepicos em dias alternados
desde o0 21° dpi até o momento do sacrificio, queenocno 30° dpi. Ja o grupo
tratado com 80mg/kg de peso corporal apresentou ais mapido pico de
parasitemia, mas um nivel de parasitos menor dcagueioria dos outros grupos,
embora os animais desse grupo ndo tenham sobrewdwin periodo superior a 25
dpi. O grupo nao tratado eliminou os parasitosvoita do 30° dia pds-infeccéo e
apresentou uma parasitemia semelhante aos gruiggaddas com 2 e 20mg/kg de

peso corporal.
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Apoés essa triagem inicial, optamos por continuasso trabalho utilizando a
dose de 20mg/kg de peso corporal, tanto pelostagimd satisfatorios obtidos com
essa dosagem nesses experimentos iniciais, quantepessa dose a usualmente
utilizada em trabalhos na literatura; aléem dessa d@mbém ja ter sido utilizada em
outro trabalho de nosso laboratorio em modelo caninque facilitaria futuras

comparacoes.

5.2. Determinacao da parasitemia e mortalidade damnimais

Analisando as curvas de parasitemia dos dois grupestados de nosso
experimento (IT e INT) no grafico 3, percebemos qaedois grupos em questdo
apresentaram uma curva semelhante. Os parasitasangue comecaram a ser
detectados no 10° dia de infeccdo e o0s picos desif@mia ocorreram n0S Mesmos
dias (23° e 26° dpi); esses dados mostram que o Idiferencas entre os dois
grupos infectados, tratados ou ndo com Sinvastatina

200
—&— Infectado + Sinvastatina (20mg)

5 —&— Infectado + veiculo
= 150+
[SR)
- O
S 2
S o 100+
o >
@ 50
<
o

5 10 15 20 25 30

Tempo poés-infeccao

Grafico 3: Curvas de parasitemia de animais C57BL/@nhfectados comT. cruzi,
tratados ou ndo com SinvastatinaOs animais (n=8) foram infectados com uma
dose de 500 formas tripomastigotasTdesruzipor via intraperitoneal. O grupo IT
recebeu uma dose diaria de 20mg/Kg de peso corpamgbianto o grupo INT
recebeu o veiculo.
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No grafico 4 sdo apresentadas as curvas de madalidos 4 grupos avaliados

nesse experimento.
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Grafico 4: Efeitos do tratamento com Sinvastatina abre as curvas de
mortalidade de animais C57BL/6 infectados conil. cruzi. Os animais foram
infectados com uma dose de 500 formas tripomaasgale T. cruzi por via
intraperitoneal, e tratados diariamente com Siagst com uma dose de 20mg/Kg

de peso corpor:

Podemos observar no grafico 4 que como esperadaupo gNINT néo
apresentou nenhuma morte durante o periodo doimgrgo, que foi de 30 dias,
reforcando a auséncia de possiveis interferéngi@snas como patdégenos que néo
o T. cruzi Outra confirmacéo é a de que a droga nao foc#aps camundongos,
uma vez que o grupo NIT apresentou curva de mdaiddi semelhante ao grupo
NINT, ou seja, ndo houve morte de camundongos thiran periodo do
experimento; esses dois grupos anteriores apresentas curvas de sobrevivéncia
sobrepostas no gréafico. O grupo INT apresentouxapemlamente 40% de seus
animais vivos até o 30° dia de infeccao (dia dadpsia), e justamente o grupo IT
foi 0 que apresentou o menor numero de animaisireal fle 30 dias, com

aproximadamente 20% de sobrevivéncia ao final doge de 30 dias.
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5.3. Avaliacdo da atividade anti-colesterolémica d&invastatina

Os animais dos grupos tratados apresentaram urorneor de colesterol no
SOro em comparagao com 0s respectivos grupos atalds, grafico 5. O teor de
colesterol no grupo NIT foi um pouco menor do qoegrupo NINT, embora essa
diferenca ndo tenha sido significativa. Da mesmanema, dentre 0S grupos
infectados, o grupo IT teve menos colesterol do qugrupo INT, mas essa
diferenca também nao foi significativa. Resultasigsificativos foram encontrados
guando comparados os grupos NINT com IT (com uraryat 0,001) e INT (com
um valor p<0,05). Em suma, a droga foi eficaz rdugéo do colesterol total no
sSoro, uma vez que em todos 0s grupos tratados rodeeaolesterol foi menor
quando comparados aos grupos nao tratados. Esséerte observar que dentre os
animais que foram tratados com Sinvastatina, osequ® infectados apresentaram

uma maior reducao no colesterol sérico do que aguple ndo eram infectados.

B Sinvastatina (20mg)

I \/eiculo

Colesterol sérico (mg/dL)

Nao Infectado Infectado com T. cruzi

Grafico 5: Determinacdo enzimatica do colesterol total no sorem mg/dL. O
colesterol total no soro dos animais foi quantdwaeguindo o protocolo deit de
Colesterol Enzimatico LiquidoDoles (Doles Reagentes e Equipamentos para
Laboratérios Ltda, Goiania, Brasil). Os animaisafuor tratados diariamente com
Sinvastatina com uma dose de 20mg/Kg de peso @rp@r p< 0.001, quando
comparado ao grupo IT; # p< 0.05, quando compaaadgupo INT).

41



5.4. Determinacao da producéo de citocinas pro e tinflamatorias

O gréafico 6A mostra que no grupo IT a producdo itlecina pro-inflamatéria
TNF-a foi significativamente menor do que no grupo INOa mesma maneira,
podemos observar no grafico 6B que a producao Meylfima outra citocina proé-
inflamatoria, também é significativamente menognapo IT do que no grupo INT.
Ja no gréafico 6C, em que temos os resultados peitacna regulatéria IL-10, ndo
foram observadas diferencas significativas entrgrogos infectados tratados e nao
tratados.

Quanto aos grupos nao infectados nesses expeoshenipossivel notar pelos
gréficos 6A, 6B e 6C que 0s mesmos ndo apresentdifemencas significativas

guando tratados ou nao.
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Grafico 6: Producéo sérica de¢ citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IFN-y, e
regulatoria IL-10. Os animais foram infectados ou néo pelo T. cruzisero coletado,
apos 30 dias, da terapia com Sinvastatina (20m@) @eaaliacdo das citocinas TNF-
(A), IFN-y (B) e IL-10 (C). Os resultados sdo apresentadomaama média +/- SEM.
(* p< 0.05, quando comparado ao grupo infectadadi® tanto para o grafico A quanto
para o grafico B).

42



5.5. Andlises histopatologicas

5.5.1. Andlise histopatolégica qualitativa

A analise histopatolégica do miocéardio dos anim#® infectados, tratados
(NIT) ou ndo (NINT), aos 30 dias pos-infecc¢do, lemeim miocardio relativamente
preservado com cardiomiécitos ramificados e anastadps com nucleo central
(Figura 3, A e B). Os miocardios dos animais itddos peldl.cruzie nao tratados
(INT) apresentaram um intenso infiltrado inflama&igcom predominio de células
mononucleares e ninhos de amastigotas (Figura @€)animais infectados por
T.cruzie tratados (IT) apresentaram infiltrado inflam@t@&m seu miocardio, porém

em menor intensidade que nos animais infectad@® ¢ratados (INT) (Figura 3D).
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes histolégicos d® tecidos cardiacos. Os
camundongos dos grupos néo infectados e ndo tefAflee ndo infectados tratadoB)(
aos 30 dias pos-infeccdo, na fase aguda da infeualad. cruzi apresentaramiocardio
relativamente preservado com cardiomiocitos ramaufis e anastomosados com nucleo
central (setas). Camundongos infectados e ndatsi@) e infectados tratadoB}, aos 30
dias pos-infeccdo, na fase aguda da infeccdo petwuzi Miocardite com presenca de
infiltrado inflamatdrio predominantemente mononaclésetas), apresentando-se de maior
intensidade nos animais infectados e nao trata@se( comparacdo aos animais
infectados tratadod. Presenca de ninhos de amastigofasc@beca de seta). Obijetiva:
40X, HE.
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5.5.2. Andlise histopatologica quantitativa

A analise morfométrica da celularidade do miocardas animais C57/BL6
revelou que o tratamento por 30 dias com Sinvastatoi capaz de reduzir
significativamente o numero de células inflama®na grupo de animais infectados
peloT. cruziem comparacdo aqueles que néo receberam o farMaleoressaltar
gue o grafico 7 representa o numero total de &lwdaglobando tanto células
miocardicas quanto células inflamatorias. Nessedero efeito antiinflamatorio da
Sinvastatina pode ser melhor visualizado comparasdgrupos infectados com
aquele nao infectado e néo tratado. De formadssante, o tratamento com a
Sinvastatina também foi capaz de reduzir o numercétllas miocéardicas de forma

representativa.

B Sinvastatina (20mg)
*
8- B Veiculo

Média de nlcleos celulares
no coracao/l5 campos

Infectado com T. cruzi Nao Infectado

Gréfico 7: Efeitos do tratamento com Sinvastatina abre o infiltrado
inflamatdrio nos tecidos cardiacos de animais C57B& infectados comT. cruzi.
Os animais foram infectados com uma dose de 5@@a®tripomastigotas de cruzi
por via intraperitoneal e tratados diariamente &invastatina 20mg/Kg. Os nudcleos
celulares foram usados como parametros de anaflaeatdria (15 campos em cada
amostra de coracdo analisados no progrdmeeca QWin. Os dados foram
apresentados como uma meédia +/- SEM usando Anovales (teste de Tukey). (*
p<0.05, quando comparado aos demais grupos; #Rp<fyando comparado ao grupo
nao infectado tratado).
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5.6. Avaliacdo relativa dos pesos dos coracdes/pesaorporais dos

camundongos

Conforme mostrado no grafico 8, os animais infidasgpeloTrypanosoma cruzi
apresentaram aumento da relacdo peso coracaomogmrcomparado com 0S
animais nao infectados pelo parasito, independatde®rapéutica farmacolégica.
Por outro lado, ndo houve diferencas entre aqualesindongos infectados pélo

cruzitratados ou ndo com baixas doses diarias de $atvas

0.0075+ . .
B Sinvastatina

I \/eiculo

Relacéo entre peso
cardiaco/peso corporal (mg)

Infectado pelo T. cruz N&o infectado

Grafico 8: Efeitos do tratamento com Sinvastatina a relacdo peso cardiaco/peso
corporal. Camundongos C57BL6 infectados pé&locruziforam tratados diariamente
com Sinvastatina com uma dose de 20mg/Kg por 3G dia sacrificados,
posteriormente. O animal foi pesado, juntamente cseu Orgdo cardiaco
(isoladamente) e a relacdo entre ambos estabelg@idacada grupo. Os dados foram
mostrados como média do grupo +/- SEM sendo (*@Bs0gquando comparado aos
demais grupos; # p-,05, quando comparado ao grupo nao infectado trp
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6. Discussao

As estatinas tém ganhado destaque na Gftéoada ndo apenas por suas acdes
anti-colesterolémicas, mas também pelos efeitosiotpdpicos observados
principalmente na regulacdo da resposta imune (@ast2003; Weitz-Schmidt,
2002). Nenhum trabalho foi publicado avaliando-seeeitos pleiotropicos das
estatinas sobre a resposta inflamatéria cardiasstémica desencadeadas pela
presenca ddrypanosoma cruzu de seus antigenos, em modelos experimentais da
doenca de Chagas.

Os efeitos moduladores ou antiinflamatorios dasatiests em doencas
inflamatdrias cardiacas de diferentes etiologias #do testados em diferentes
dosagens, tendo as doses reduzidas (10 a 40mgd@sentado resultados
satisfatérios em humanos (Castitoal, 2008; Chengpt al, 2005; Asceet al, 2004).
Nesse sentido, em nosso trabalho a dose de 20rdg/kgso corporal foi a dose
escolhida, tanto pelos resultados apresentadositduea padronizacdo de nossos
experimentos, quanto por aqueles demonstradogemnatlira para seres humanos e
animais experimentais (Fooddt al, 2010; Oseet al, 2009). Ainda no que diz
respeito a dosagem, altas doses de Sinvastatirarpser toxicas aos animais, uma
Vez que em nossos experimentos 0s camundongos tididenas doses de 40 e
80mg/kg de peso corporal foram aqueles que maislaente sucumbiram a
infeccdo peloT. cruzi Esse possivel efeito toxico ja foi demonstrado wma
recente revisdo indicando que a Sinvastatina pmdenn altas doses, causar
miotoxicidade em humanos (Backes al 2009); além de outro trabalho que
concluiu que as estatinas deveriam ter suas dasaketecidas de acordo com o
perfil genético do paciente (Niemi, 2010), ou sajases ajustadas para cada
paciente.

Pelo fato das estatinas interferirem com a respogtae, mudando um perfil de
resposta do tipo Thl para o tipo Th2 (Chenhgl 2005), um efeito hipotético para
altas doses desse farmaco no modelo experimentidateca de Chagas seria uma
exacerbada supressao do sistema imune. Dessa focasgnaria uma morte mais
rapida dos animais devido ao alto nUmero de pamssit que poderia inviabilizar
sua utilizacdo em nosso modelo.

Em relacdo a doenca de Chagas, existe apenas hathtranostrando o uso de

estatinas (lovastatina) como agente antiprolifeoatiio T. cruzi na associacao
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quimioterapica entre cetoconazol e terbinafina {furbt al, 1993). Esses resultados
confirmaram a agéo sinérgica dessa associacdo aripgastatina e os demais
agentes quimioterapicos contra os estagios pralifers doT. cruziin vivo e in
vitro. Em nossos experimentos ndo observamos uma ac&dingastatina na
capacidade replicativa dd. cruzi ao contrario disso, os camundongos tratados
apresentaram maior carga parasitaria em compatagams animais nao tratados.
Esse fato poderia ser explicado pela diminuicdcedposta inflamatdria ocasionada
pelos efeitos pleiotropicos da Sinvastatina, o egtaria facilitando a sobrevivéncia
dos parasitos nos animais submetidos ao tratamento.

Dados recentes de nosso grupo, desenvolvidos erelonodnino, comprovam
essa relacdo direta entre estatinas e o favoretondencapacidade replicativa @o
cruzi (Melo, 2009). Uma possivel hipotese para essesdashde nosso grupo seria
a acdo imunossupressora desse farmaco que, noanesteldado, promoveria a
sobrevivéncia dos parasitos pela reducdo direiedtiadda resposta inflamatoria
inicial — essencial para o controle parasitarioguiils trabalhos tém também
apontado para esse efeito imunossupressor em:afgiopatias de diferentes
etiologias, como a diminuicdo do estresse oxidatimlamacdo e melhoria da
funcéo endotelial (Castret al, 2008) em pacientes com falha cardiaca créniga, (i
pacientes hipercolesterolémicos apresentando redigdnarcadores inflamatoérios
como TNF, IL-1, IL-6 e ICAM-1 (Asceet al, 2004) ou ainda em (iii) pacientes com
infarto agudo do miocardio apresentando reducdeedd Thl (Chenget al, 2005).

Com base nesses varios trabalhos, e tendo emquista doenca de Chagas é
uma doenca altamente inflamatéria, propusemos restedo avaliar a eficicia da
Sinvastatina na reducdo dos efeitos inflamatérias/qrados por essa doenca.
Nesse sentido, avaliamos a producao de 3 citoenaslvidas na infeccdo pelb
cruzi, IFN-y, TNF- e IL-10, tendo as mesmas sido citadas em diverabalhos
experimentais (Cunha-Ne&t al 2005;Talvani et al, 2004) e em seres humanos
(Moretti et al, 2002; Abelet al 2001), cujas funcdes estdo relacionadas aos
processos de controle parasitario inicial e aordedeimento das lesdes cardiacas.
Apesar de importantes para conter a proliferacdo pdmsitismo tecidual e
sanguineo, as citocinas pré-inflamatérias B-TNFa estdo intimamente ligadas
ao desenvolvimento de lesdes cardiacas, tanto agienpes com CCC apresentam
uma elevada producéo periférica dessas citocinasdgucomparados aos pacientes

com as formas indeterminada e/ou assintomaticadaga de Chagas (Cunha-Neto
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et al, 2009). Por outro lado, uma resposta mediadalp@flleva a um controle do
processo inflamatério a longo prazo (Hurgemnl, 1997). Possivelmente isso ocorre
naqueles pacientes portadores de CCC apresentaixio fiimero de células T
regulatorias produtoras de IL-10 (Aragbal, 2007) e baixos niveis plasmaticos de
IL-10, em contrapartida aos altos niveis de F&ITNFa (Abel et al, 2001).

Nossos resultados mostraram que a Sinvastatinaeficaz na reducao da
producdo das citocinas pro-inflamatorias li-N- TNFo no modelo murino, sem
alterar a producédo da citocina regulatoria IL-10gue sugere ser favoravel ao
miocardio, uma vez que a resposta inflamatoria endssido se apresentaria
diminuida. Essa hipGtese é corroborada por alguabalhos em humanos
demonstrando que o uso de estatinas diminui a dexbie a mortalidade e melhora
a funcdo ventricular em pacientes com falha caadi@®nica independente da
etiologia da doenca (Folkeringd al 2006; Wojniczet al, 2006). Num trabalho
recente de nosso grupo, demonstrou-se em modeiloocgne esse mesmo grupo
farmacoldgico foi essencial na reducdo do perfil citecinas inflamatérias, na
reducdo do infiltrado inflamatorio e na melhora diemal cardiaca de animais
infectados peldl. cruzi principalmente em fase crénica da doenca (Mel@9}
Essa diferenga observada nos caes durante a fasieacrecente da doenca foi
essencial para a perspectiva desse nosso tralpfso g sabido que as maiores
lesdes e/ou alteracBes funcionais cardiacas oc@xatamente na fase crbnica da
doenca. Por outro lado, também é descrito que est@w iniciais da fase aguda
definem o curso da doenca tanto em seres humanastogitem modelos
experimentais (Dutra & Gollob, 2008). Dessa formassos dados de fase aguda
abrem perspectivas para uma proxima investigac8oetitos da Sinvastatina na
fase cronica da doenca de Chagas no modelo murino.

Ainda associado a resposta inicial (fase agudapéaca de Chagas, vale a pena
reforcar que a resposta imune Thl é um dos priiscipsores responsaveis pelas
lesbes secundarias observadas em infeccOes paassittbhmo as que ocorrem no
curso da infeccdo pelol. cruzi originando posteriormente 0S processos
relacionados ao aparecimento de remodelamentoacatdEm nosso trabalho,
esperdvamos que com a diminui¢do das citocinagflainatorias ocasionada pelo
tratamento com a Sinvastatina diminuisse o infltiranflamatério presente nos
tecidos cardiacos. Esse menor infiltrado inflamatdécarretaria entdo em menor

dano nesses tecidos, em comparacdo com os teadbaaos de animais infectados

50



nao submetidos ao tratamento. Essa hipotese ftardada por Diomedet al, que
demonstrou que a pravastatina previniu o desemaehlvio de vasculopatia
corondria em ratos submetidos a transplante cardidevido a inibicdo da
infiltracdo de macréfagos ao coracdo enxertadonideet al, 2001). Condizente
com essa linha de pensamento, em nosso trabalhavasttina foi eficaz na
diminuicdo do infiltrado inflamatério nos tecidosrdiacos dos camundongos
infectados, como pode ser extraido de nossa ampladgativa. Os resultados dessa
analise inclusive foram corroborados pelos resafiath analise quantitativa, a qual
apontou diferencas significativas quanto ao nunderaucleos celulares presentes
nos tecidos dos 4 grupos experimentais.

A importancia dada aqui a diminuicdo do infiltradéamatorio no coracao se
deve ao fato de que quanto maior € a inflamac&siyeEmente maior sera também
a substituicdo de tecido muscular por tecido fibyoevando ao processo de
remodelamento cardiaco, um importante definido€@«€. Nesse sentido, embora
esperdssemos um aumento na relacdo peso card&capgoral nos animais
infectados néo tratados em relacéo aos tratadososeso trabalho néo foi possivel
comprovar essa hipotese, o que pode estar relacicaa fato de que analisamos
apenas camundongos em fase aguda, os quais amdanedentavam fibrose, como
de fato ndo fora constatado em nossas analisesdgisas.

Frente aos dados obtidos em nosso trabalho, o aiSindastatina poderia, no
futuro, apresentar-se como uma terapia alterngtwva o tratamento da cardiopatia
chagasica, principalmente por sua caracteristica(igrmodificar a resposta imune
do hospedeiro, (ii) reduzir a resposta inflamatéghular e, como demonstrado em
outros experimentos de nosso proprio grupo, (iielharar a funcédo ventricular

cardiaca.
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7. Conclusao

Nossos dados mostram que o tratamento diario cosesdoeduzidas de
Sinvastatina (20mg) durante a fase aguda da dodmg@hagas experimental foi

capaz de:

(1) Reduzir os niveis séricos de colesterol nos anjmais

(i) Reduzir os niveis séricos de citocinas pro-inflamas (IFNy e TNF)
e, a0 mesmo tempo, ndo alterar o nivel de prodbedal da citocina
regulatéria IL-10;

(i)  Diminuir a intensidade do infiltrado inflamatdrioo ntecido cardiaco

daqueles animais infectados.

Sendo esse o primeiro trabalho a estudar os ef@lBi®tropicos da
Sinvastatina na infeccdo murina pdloypanosoma cruziconcluimos que 0 uso
diario de Sinvastina contribui para um efeito patecardiaco em animais
infectados peloT. cruzi possivelmente através da alteracdo da resposta
inflamatodria. Essa hipotese seria melhor avaliattavés de um tratamento
prolongado (superior a 30 dias) e, principalmeumtiézando um modelo crénico da
doenca devido a alta incidéncia das lesbes casl{fibrose, desarranjo de fibras

cardiacas, perda funcional).
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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