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RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afeta
aproximadamente oito milhdes de pessoas em todo o mundo. Cerca de um terco dos
individuos com a infec¢do crénica desenvolve a cardiomiopatia chagasica, manifestacéo
clinica mais importante da doenca, principal responsavel pela letalidade. As drogas
tripanocidas, apesar de reduzirem a parasitemia na fase aguda, ndo possuem eficacia sobre
a fase cronica e na progressdo das lesdes no coracdo. A eritropoietina (Epo), glicoproteina
que regula a producéo de eritrdcitos, possui efeito cardioprotetor reduzindo o processo de
apoptose, inflamacdo e isquemia do miocardio. Objetivo: Investigar o possivel efeito
cardioprotetor da Epo na infeccdo murina pelo Trypanosoma cruzi. Métodos: Foram
utilizados 52 camundongos fémeas C57BL/6 uniformes quanto ao peso e idade. Os animais
foram aleatoriamente divididos em oito subgrupos experimentais separados em dois
grandes grupos: 1. Administracdo de salina ou Epo na fase aguda da infeccdo (n=28); 2.
Administracdo de salina ou Epo na fase cronica da infeccdo (n=24). Os animais infectados
receberam injecdo intraperitoneal (ip) com 10° tripomastigotas da cepa Colombiana de T.
cruzi. Os animais tratados com Epo receberam 2000 U/kg ip em dias alternados durante 30
dias apos a infeccdo, sendo eutanasiados com 180 dias poés-infeccdo. Foi realizado
hemograma no dia 0 (dO) e no dia 180 (d180). Dosagem seérica de enzimas marcadores de
danos cardiacos foi realizada em d0, d15, d90 e d180. A avaliacdo do funcionamento
cardiaco foi realizada através de ecocardiograma. Foi utilizada a PCR quantitativa (qQPCR)
para determinar a carga parasitaria no coragdo, sangue, baco e intestino grosso. Por fim,
analise histopatoldgica foi realizada para avaliacdo de alteracdo tecidual. Resultados:
Como esperado, o hematocrito foi significativamente maior logo apds o tratamento com
Epo, mas este retornou aos valores pré-tratamento em d180. A maioria dos parametros
hematoldgicos estavam dentros dos valores de referéncia, mesmo com a infeccdo e/ou
tratamento com Epo. A dosagem de enzimas bioquimicas apresentou grande variabilidade
intra-grupo, ndo sendo possivel tracar a cinética ao curso da infeccdo. De interesse, a
administracdo de Epo fez com que os niveis de creatina quinase fracdo miocardica (CK-
MB) fossem significativamente menores em comparagao aos animais que receberam salina.
A fracdo de ejecdo foi normal em 100% dos animais infectados tratados com Epo na fase
crénica. O mesmo so6 foi observado no grupo de camundongos nao infectados tratados com
Epo na fase aguda. A andlise histopatoldgica cardiaca confirmou os achados da bioquimica

e da ecografia para o grupo de animais infectados e tratados com Epo na fase cronica.



Entretanto, quando os camundongos infectados foram tratados na fase aguda, foi observado
necrose, fibrose e intenso infiltrado inflamatorio no corago. A carga parsitéria foi maior no
coragdo entretanto, 0 nUmero de parasitos tendeu a ser mais elevado nos grupos infectados
tratados com Epo. Conclusdo: Alguns dos parametros avaliados sugeriram um efeito
cardioprotetor da Epo na doenca de Chagas murina. Entretanto, mais estudos séo

necessarios para comprovar seu real interesse nas infeccdes pelo T. cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Cardiomiopatia, Tratamento,
Eritropoietina.



ABSTRACT

Introduction: Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affects
approximately eight million people worldwide. About one third of patients with chronic
infection in chagasic cardiomyopathy, the most important clinical manifestation of the
disease, mainly responsible for lethality. Like trypanocidal drugs, although they reduce
parasitemia in the acute phase, they cannot affect the chronic phase and the progress of
heart lesions. Erythropoietin (Epo), a glycoprotein that regulates the production of
erythrocytes, has a cardioprotective effect on the use or process of apoptosis, inflammation
and myocardial ischemia. Objective: To investigate the possible cardioprotective effect of
Epo on murine infection by Trypanosoma cruzi. Methods: Fifty-two uniform C57BL / 6
female mice were used for weight and age. The animals were randomly divided into eight
experimental subgroups separated into two large groups: 1. Administration of saline or Epo
in the acute phase of infection (n = 28); 2. Administration of saline or Epo in the chronic
phase of infection (n = 24). The infected animals received intraperitoneal (ip) injection with
105 trypomastigotes of the T. cruzi Colombian strain. Animals treated with Epo received
2000 U / kg ip every other day for 30 days after infection and were euthanized 180 days
after infection. Blood count was performed on day 0 (d0) and on day 180 (d180). Serum
dosing of cardiac damage marker enzymes was performed at dO, d15, d90 and d180.
Cardiac function was assessed by echocardiography. Quantitative PCR (gPCR) was used to
determine the parasitic load on the heart, blood, spleen and large intestine. Finally,
histopathological analysis was performed to evaluate tissue alteration. Results: As
expected, hematocrit was significantly higher soon after treatment with Epo, but it returned
to pretreatment values at d180. Most hematological parameters were within the reference
values, even with infection and / or treatment with Epo. The dosage of biochemical
enzymes showed great intra-group variability, and it was not possible to trace the kinetics
to the course of the infection. Of interest, administration of Epo caused myocardial fraction
creatine kinase (CK-MB) levels to be significantly lower compared to animals receiving
saline. Ejection fraction was normal in 100% of infected animals treated with Epo in the
chronic phase. The same was observed only in the group of uninfected mice treated with
Epo in the acute phase. Cardiac histopathological analysis confirmed the findings of
biochemistry and ultrasound for the group of animals infected and treated with Epo in the
chronic phase. However, when infected mice were treated in the acute phase, necrosis,

fibrosis and intense inflammatory infiltrate were observed in the heart. Parsitic burden was



higher in the heart; however, the number of parasites tended to be higher in infected groups
treated with Epo. Conclusion: Some of the evaluated parameters suggested a
cardioprotective effect of Epo on murine Chagas disease. However, further studies are
needed to prove their real interest in T. cruzi infections.

Keys words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Cardiomyopathy, Treatment,
Erythropoietin.
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I. INTRODUCAO

1. Doenga de Chagas

1.1 Aspectos epidemioldgicos

A doenga de Chagas (DC) foi descoberta por Carlos Justiniano Ribeiro Chagas em abril
de 1909, na cidade Lassance, interior de Minas Gerais. Conhecida também como
Tripanossomiase Americana, é uma infeccdo causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). E uma doenca tropical negligenciada, constituindo um
grande problema de salde publica, com alta morbidade e mortalidade em regides
endémicas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estima-se que cerca de 0ito
milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo, com mais de 10 mil mortes por ano
(OMS, 2018).

Durante muito tempo a DC foi considerada uma patologia de prevaléncia restrita a
paises latino-americanos. No entanto, devido a migracdo populacional ela tem sido
encontrada em regides ndo endémicas, estando presente em mais de 21 paises como nos
Estados Unidos da América (EUA), no Canadd e em diversos paises da Europa e do
Pacifico Ocidental (OMS, 2017) (Figura 1).
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Distribucién global de casos de Chagas, segin estimaciones oficiales y
situacién de la transmisién vectorial, 2006-2010.

N* estimado de casos
infectados por el
Trypanosoma cruzi.

« <200
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Fuente: Organizacion Mundial de la Salud f

Figura 1. Distribuicao global da doenca de Chagas entre os anos de 2006 a 2010. Este
mapa evidencia a distribuicdo da doenca de Chagas na América Latina e mostra sua
distribuicdo em outros locais do mundo devido aos processos migratorios em crescente
processo. Os circulos de cor vermelha apresentam os locais com numeros significativos da
doenca. Quanto maior o circulo, mais casos sdo relatados no local. Os locais em branco séo

os lugares em que ndo existem dados disponiveis (adaptado de OMS, 2013).

Na Europa, a maior parte dos imigrantes de areas endémicas de DC esta na Italia, no
Reino Unido, na Espanha, na Franca e na Suica. Acredita-se que neste continente a DC
apresenta uma prevaléncia geral de 4,2%. Foram verificadas elevadas taxas de infeccao
principalmente em individuos imigrantes da Bolivia. Em grande parte dos paises europeus é
observada a escassez de programas de rastreamento e a dificuldade ao acesso ao

diagndstico e ao tratamento (Antinori et al., 2017).

Nos EUA, o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) classificou a DC como
uma das cinco infeccBes parasitarias negligenciadas, incluindo-a no grupo de patologias
que devem ser alvo de acdes de salde publica. Segundo estimativas preliminares, os EUA
ocupam o sétimo lugar no Hemisfério Ocidental em ndmero de individuos infectados pelo
T. cruzi (Bern; Montgomery,2009; Malik et al., 2015).

No Brasil, aproximadamente 1,2 a 4,6 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo T. cruzi
(Martins-Melo et al., 2014) e 21,8 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco em areas

endémicas (OMS, 2015), causando aproximadamente 6000 mortes anuais, a maioria delas
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devido as formas cardiacas da doenca (Martins-Melo et al., 2012a, 2012c). Para o ano de
2020, estima-se em 3,2 milhdes de pessoas infectadas.

Entretanto, o nimero de casos vem sendo reduzido nos Gltimos anos, principalmente
devido a diminuicdo da transmissdo vetorial intradomiciliar e ao controle da transmissao
via transfusdo de sangue (Martins-Melo et al., 2014; Dias et al., 2016). Contudo, varios
surtos causados por esse parasita tém sido notificados, especialmente na regido Norte do
pais. A maioria deles se refere a infec¢do por via oral através de alimentos contaminados.
Em 2016, por exemplo, o nimero de casos comprovados de DC no Acre aumentou mais de
200% em sete meses em relacdo ao registrado durante todo o ano de 2015 (Inst. Bio.
Fiocruz, 2016).

1.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, apresentando flagelo Unico e uma grande mitocondria diferenciada
denominada cinetoplasto, que contém DNA circular (kDNA) (Brener, 1997). O parasito
apresenta um ciclo de vida complexo que envolve hospedeiros invertebrados e vertebrados,
desenvolvendo diferentes formas evolutivas de acordo com a fase do ciclo e do hospedeiro
(Walker et al., 2014).

As variagdes morfologicas e evolutivas do parasito sdo definidas pelos seguintes
aspectos: forma da célula, local de fixacdo do flagelo e posicionamento do corpo basal e do
cinetoplasto em relacdo ao nucleo (Brener, 1997). Nos mamiferos sdo encontradas as
formas tripomastigota (infectiva) e amastigota intracelular que é a forma multiplicativa (por
divisdo binaria). No triatomineo é encontrado epimastigota que é a forma multiplicativa
localizada no intestino do vetor e também tripomastigota metaciclico que é a forma

infectante para o hospedeiro vertebrado (Teixeira et al., 2006).

A Figura 2 apresenta as trés principais formas morfolédgicas. O tripomastigota é uma
forma alongada e levemente achatada, com o cinetoplasto afastado e posterior ao nucleo, o
qual é centralizado e ovalado. O flagelo emerge da bolsa flagelar, percorre toda a extensao
lateral do parasito formando uma membrana ondulante tornando-se livre na porcéao anterior.
As amastigotas sdo ovoides, com nlcleo centralizado e arredondado. De sua bolsa flagelar

emerge um reduzido flagelo; entre o nlcleo e o flagelo encontra-se o cinetoplasto. A forma
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epimastigota e alongada e fusiforme. Proximo a saida do flagelo, encontra-se o cinetoplasto

em forma de bastdo, localizado posterior e proximo ao nucleo (Teixeira et al., 2012).

Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 2. Representacdo esquematica de formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
(adaptado de Vargas-Parada, 2010).

1.3 Ciclo biolégico

O ciclo de vida do T. cruzi envolve um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro
vertebrado (Figura 3). Em geral, o ciclo biolégico do parasito se inicia quando formas
tripomastigotas sanguineas sdo ingeridas pelo triatomineo (inseto vetor) no momento do
repasto sanguineo em mamiferos infectados. Uma vez ingeridos, os tripomastigotas se
diferenciam em epimastigotas. Esses epimastigotas migram para o intestino, onde se
dividem intensamente por divisdo binaria longitudinal e se aderem a membrana
perimicrovilar. Esta etapa de adesdo é essencial para desencadear o processo de
transformacéo dos epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos na parte final do intestino

do vetor, que sdo as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (Souza et al., 2010).

A infeccdo nos mamiferos ocorre quando o triatomineo libera fezes e urina
contaminadas com tripomastigotas metaciclicas, logo apds a hematofagia. Assim, no
momento em que o hospedeiro coca a ecoriacdo, a forma infectante pode penetrar em seu
organismo. Além disso, outra forma de entrada é através das mucosas ou lesGes pré-

existentes. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os parasitos circulantes invadem as células
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reticulo-endoteliais e do tecido conjuntivo, se diferenciam em amastigotas e comecam a se
multiplicar por divisdo binaria. Entdo, quando as células estdo abarrotadas de amastigotas,
0s protozoérios se diferenciam em tripomastigotas. Os tripomastigotas lisam as células,
invadem tecidos adjacentes e se espalham através dos vasos linfaticos e pela corrente
sanguinea, migrando para outros locais. O ciclo se reinicia quando formas sanguineas séo
ingeridas pelo vetor, como podemos observar na Figura 3 (Rassi Jr et al., 2012). Vale

ressaltar, que além da transmissdo vetorial, h4 outras formas do homem adquirir o parasito.

O triatomineo ingere tripomastigotas

. Os tripomastigotas se diferenciam
durante o repasto sanguineo

em epimastigotas no estomago

Tripomastigotas S ol ‘—__’?Aﬁ.

4 penetram no sangue

Vetor

. Os epimastigotas J\/
B\ A se diferenciam
S Pl em e o
@ b <o Tripomastigotas tripomastigotas dj‘; /
| Amastigotas intracelulares se invadem outras células metaciclicos no s

diferenciam em intestino posterior
tripomastigotas, que sao do vetor
liberados no sangue apos
ruptura da membrana celular Hospedeiro
vertebrado
Os - .
tripomastigotas o, ” {) y. - Os trypo'mastlgotas
se diferenciam s | > g metaciclicos sdo
em amastigotas 7 ’4} 5y P liberados nas fezes
ese % p d'?’ AR ’ e urina apos o
multiplicam e \ A : repasto sanguineo
é . "'/f V penetrando no
I y o hospedeiro
Os tripomastigotas vertebrado por uma
invadem células ferida na pele ou
nucleadas pelas mucosas.

Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (adaptado de Bern, 2015).

1.4 Vias de transmissao

Diferentemente de varias doencas que sdo transmitidas por insetos hemat6fagos, a
infeccdo pelo T. cruzi ndo acontece pela inoculagdo direta do agente pela saliva do
triatomineo. No ser humano, ela ocorre principalmente por meio da eliminagdo de

tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do inseto vetor infectado, no momento ou
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logo apds a succdo sanguinea. Estas penetram no orificio causado pela picada ou em outros
locais em que a pele ndo esteja integra (Roque; Jansen, 2014).

Existem mais de 100 espécies de mamiferos que servem de reservatorio para o T.
cruzi e cerca de 152 espécies de triatomineos identificadas como vetores potenciais para o
parasita na natureza. Estas estdo distribuidas em 18 géneros como Panstrongylus (15
espécies), Triatoma (73 espécies) e Rhodnius (21 espécies), que sdo consideradas
epidemiologicamente importantes na transmissdo do T. cruzi, embora outros 15 géneros de
43 espécies também sejam capazes de transmitir o agente etiologico da doenca de Chagas
(Poinar, 2013; Galvéo, 2014; Mendonga et al., 2016; Souza et al., 2016; Rosa et al., 2017).
O controle de triatomineos é a principal estratégia utilizada para prevenir a transmissao
vetorial. A identificagdo de &reas com maior vulnerabilidade de ocorréncia da DC
transmitidas por vetores é essencial para prevengdo, controle e vigilancia (Vinhaes et al.,
2014).

Além da transmissdo vetorial, as infeccGes pelo T. cruzi podem ser adquiridas por
via oral, transfusional, congénita, transplante de Orgdos e acidentalmente. A transmissdo
por via oral, através da ingestdo de alimentos contaminados pelo T. cruzi, vem
demonstrando um papel importante na epidemiologia da DC. Desde 1920, modelos
experimentais no Brasil mostram a existéncia da transmissao por via oral. O primeiro caso
em humanos no Brasil foi descrito no Rio Grande do Sul em 1960. Em seguida, foram
relatados surtos na Bahia, na Paraiba, no Cear4, no Rio Grande do Norte, Amazonas, Paré e
em Santa Catarina (Dias; Neto, 2011; Noya et al., 2015; Vargas et al., 2018; Santos et al.,
2018; Santana et al., 2019).

Ja a transmissdo vertical ou congénita ocorre através da placenta, da mée infectada
para o feto. Tém sido notificados anualmente mais de 14 mil casos da infeccao por essa via
na América do Sul e Central, especialmente no Chile, Uruguai, Paraguai, Argentina e
Bolivia (Sanchez; Ramirez, 2013; Howard et al., 2014). Diante desses fatores, eleva-se a
importancia do acompanhamento das maes infectadas, com diagndstico precoce e
tratamento, se necessario, dos recém-nascidos. Desta forma, a via congénita passou a ser
considerada uma das principais formas de infeccdo pelo T. cruzi contribuindo para a
instalacdo da DC em areas ndo endémicas (Gontijo et al., 2009; Bisio et al., 2011).

Em menor frequéncia, a transmissdo pode ocorrer através de acidentes de
laboratério, manejo de animais infectados, aleitamento materno (pelo leite, colostro e
fissura mamaria) e durante a captura do vetor em areas endémicas (Rotta et al., 2013; Dias;

Neto, 2011). Estudos anteriores sugeriram que a transmissao sexual poderia ser mais uma
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via de aquisicad do T. cruzi (Chagas, 1909; Vianna, 1911). Recentemente, estudos
laboratoriais observaram a transmissdo sexual em murinos, tanto na fase aguda quanto na

fase cronica da doenga (Silva, 2013; Ribeiro et al., 2016).

2. Manifestacdes Clinicas

2.1 Fase aguda

A infeccdo pelo T. cruzi causa manifestacGes clinicas varidveis, sendo a fase inicial
da infeccdo denominada de fase aguda. Ela se inicia entre seis a dez dias apds o contato
com o T. cruzi e dura aproximadamente dois meses. Esta fase é caracterizada por grande
namero de parasitos circulantes no sangue periférico. Também € observado ninhos de
amastigotas em diferentes tecidos. Alguns individuos apresentam o chagoma de inoculagéo
ou sinal de Romand, sinalizando a porta de entrada do protozoario, mas na maioria das
vezes esta fase é assintomatica e passa despercebida (Figura 4). Eventualmente alguns
sintomas podem aparecer. Eles sdo geralmente moderados ou atipicos, como dores no
corpo, febre e mal-estar. As vezes pode ser visto hepatomegalia, esplenomegalia e
insuficiéncia cardiaca (Shikanai-Yasuda; Carvalho, 2012; Andrade et al., 2011; Junqueira
et al., 2010). A menigoencefalite, apesar de ser pouco descrita, foi bem documentada pelo
proprio Carlos Chagas. As principais manifestacdes descritas por ele incluiam cefaléia,
vomitos, convulsdes e rigidez de nuca em quatro (36,4%) dentre onze das criancas de sua

casuistica que faleceram (Chagas, 1916).
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Fase aguda Fase cronica

Forma cardiaca e/ou
digestiva

Forma
assintomatica

Parasitemia e parasitos teciduais

Ativagio do Controle imunolégico
sistema imune da replicagio do Patologia
parasito

Figura 4. Curso natural da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. A figura ilustra as duas
fases da doenca de Chagas. Primeiramente ocorre a fase aguda, geralmente assintomatica,
associada com alta parasitemia sanguinea, presenca de parasitos nos tecidos e ativacdo do
sistema imunitario. Ilustrada no canto superior esquerdo por uma crian¢a com o sinal de
Romaria, pelo tripomastigota no sangue periferico e pelas formas amastigotas nos tecidos.
Na fase cronica a parasitemia sanguinea € baixa, a maioria dos pacientes sdo
assintomaticos, apresentam inflamacao local e escasso parasitismo nos tecidos afetados.
Porém, 20 a 30% podem desenvolver os sintomas. A fase crbnica sintomatica esta
representada no canto superior direito, mostrando as formas cardiacas e digestivas

(adaptado de Jungueira et al., 2010).

As manifestacdes de comprometimento cardiaco na fase aguda sdo principalmente
representadas pela miocardite difusa, de maior intensidade quando comparada aquela de
outras etiologias. Ela é geralmente acompanhada de pericardite serosa e, raramente,
endocardite (Souza et al., 1990). Além disso, ha relatos de manifestaces de cardite aguda,
com dispnéia aos pequenos e médios esforcos, palpitacdes, taquicardia e edema de
membros inferiores. Estes quadros variam desde acometimentos leves até formas graves,
com relato de 6bitos por insuficiéncia cardiaca refrataria (Crescente et al., 1992; Pinto et
al., 1993; Viana et al., 1994). Em alguns casos é possivel observar em exames de raio-X
um aumento variavel no tamanho do coragdo. Esse achado é tipico ap6s a morte de

individuo com DC aguda (Teixeira et al., 2006).
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Em um estudo com cinco individuos na fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi foi
observado aumento do tamanho do coragdo em todos eles, além de eletrocardiograma
anormal. O ecocardiograma mostrou derrame pericardico em trés dos cinco pacientes (Dias
et al., 2008). Em outra investigacdo com 30 pessoas com DC aguda, Diaz et al. (2015),
observaram ninhos de amastigotas no coragdo e a presenca de infiltrado inflamatério no
intersticio. Além disso, os autores identificaram que 75% dos pacientes apresentavam
taquicardia, 66,6% insuficiéncia cardiaca e 41,6% derrame pericardico. Ademais, foi
realizado transplante cardiaco em um dos pacientes. Pinto et al. em 2001 e 2008
evidenciaram o comprometimento cardiaco resultante da infeccdo aguda pelo T. cruzi
mostrando quadros de cardiomiopatia e alteragdes na conducdo elétrica do coragdo. Todos
esses resultados confirmam que o acometimento cardiaco esta presente também na fase

aguda da infeccéo pelo T. cruzi.

2.2 Fase crbnica

Apos a fase aguda, os pacientes evoluem para fase crbénica da doenca.
Aproximadamente 70% dos pacientes apresentam a forma assintomatica durante toda a
vida. No entanto, um terco dos individuos podem desenvolver sinais clinicos décadas apos
a infeccdo (Pereira-Nunes, et al., 2013). Assim, cerca de 20 a 30 anos apés a infecgédo
inicial, aproximadamente 30% dos pacientes apresentam sinais clinicos caracteristicos da
fase cronica sintomatica, como cardiomiopatia ou cardiomegalia, danos no sistema nervoso
periférico ou disfuncdo no trato digestorio, podendo levar ao desenvolvimento de
megacolon e/ou megaes6fago (OMS, 2017; Duarte et al., 2014). Na fase crbnica a

parasitemia sanguinea é muito baixa, como ilustrado pela linha roxa na Figura 4.

O acometimento cardiaco na fase cronica estd associado a uma importante
morbidade e mortalidade, sendo a principal causa de cardiomiopatia ndo-isquémica na
América Latina. Tem sido sugerido que o processo de miocardite focal de baixa intensidade
se inicia durante a forma indeterminada da DC, levando a destruicdo das fibras cardiacas e
a fibrose progressiva. 1sso provoca lesdes no coracao cumulativas, resultando, com o passar
do tempo, no quadro de cardiomiopatia dilatada (Simdes et al., 2018). A cardiomiopatia
chagasica crénica (CCC) é bastante complexa e se manifesta de diferentes formas. Ela esta
associada a insuficiéncia cardiaca, arritmias graves, complicacdes tromboembolicas e
manifestacdes anginosas (Pinto, 1985; Simdes et al., 2018). No entanto, muitas vezes a
primeira manifestacdo da cardiomiopatia chagasica ¢ a morte subita (Schmunis, 1991;

Mady, 1994). A manifestacdo clinica da CCC varia bastante de acordo com o grau de leséo
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do coracdo (Prata, 2001). Nos estdgios mais avangcados da CCC a cardiomegalia esta
presente, sendo a mais importante manifestacdo da DC crénica (Ribeiro et al., 2012). Ha
aumento progressivo ndo s6 do ventriculo esquerdo, com consequente deterioracdo da
funcéo sistolica geral, mas também do ventriculo direito e de ambos os atrios (Sim@es et
al., 2018).

Os quadros de insuficiéncia cardiaca apresentam dilatacdo biventricular,
adelgacamento das paredes e lesdo vorticilar ou aneurisma apical, além de éareas de
endocardite mural e trombos cavitarios (Kdberle, 1968). Com frequéncia, a maior
repercussdo clinica se encontra no lado direito do coracdo (Simdes et al., 2000; Marin-Neto
et al., 1998). Em exames histoldgicos é visto miocardite linfocitaria difusa, escassos ninhos
de amastigotas, fibrose intersticial difusa e atrofia dos miécitos (Rossi, 1991).

AlteracOes estruturais e funcionais no leito microvascular cardiaco também s&o
observadas, resultando em diminuig¢do do fluxo sanguineo, rarefagéo capilar e vasoespasmo
coronariano. As alteracdes microvasculares conduzem a isquemia do miocardio, podendo
agravar a miocardite e contribuindo para a patogénese da doenca de Chagas (Rossi;
Carobez, 1985; Rossi, 1990; Marin-Neto et al., 2007).

3. Diagnostico

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a OMS, o
diagnostico da DC deve ser apoiado em dados clinicos, epidemioldgicos e confirmado pelo
diagnostico laboratorial. Os exames laboratoriais indicados dependem da fase da doenca em
que o paciente se encontra e podem ser divididos em duas categorias: parasitologicos e
sorolégicos (OPAS, 2009; OMS, 2018).

O diagnostico parasitoldgico da doenca de Chagas € baseado na demonstracdo de
parasitos em tecidos e no sangue de individuos infectados. Esse tipo de diagnostico é
interessante durante a fase aguda, devido ao grande nimero de parasitas no sangue
periférico, onde € possivel detecta-los através da observacdo em microscopio éptico. As
técnicas parasitologicas diretas mais utilizadas sdo o exame a fresco do sangue, a gota
espessa e 0s métodos de concentracdo do parasito. Existem também métodos
parasitologicos indiretos classicos como o xenodiagnostico (utilizacdo de triatomineos nao
infectados para se alimentarem do sangue do paciente) e hemocultura (Brener et al., 2000;
Teixeira et al., 2018).
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Para o diagndstico sorolégico séo utilizados testes imunoldgicos, uma vez que quase
todos os individuos infectados pelo T. cruzi desenvolvem anticorpos contra a complexa
mistura antigénica do parasito. A fase aguda é caracterizada por apresentar altas taxas de
anticorpos IgM anti-T. cruzi, enquanto na fase cronica 0s anticorpos s&o
predominantemente da classe 1gG (Dias; Coura, 1997; OMS, 2002).

Os trés testes soroldgicos amplamente utilizados na fase crénica da DC sdo:
hemaglutinagdo indireta (IHA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay). E
necessario resultado positivo em pelo menos dois testes para estabelecimento do
diagndstico (MS, 2010; OMS, 2002). Esses testes possuem alta sensibilidade, mas podem
apresentar baixa especificidade, com um consideravel ndmero de diagnosticos
inconclusivos. Quando testes sorologicos sdo persistentemente inconclusivos, algumas
diretrizes recomendam o uso de testes moleculares (Brasil et al., 2010).

Emprega-se a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) como diagndstico
laboratorial complementar. A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade quando
respeitados os parametros de padronizacgéo e controle de qualidade dos reagentes utilizados
(Mayta et al., 2019). Assim, através das tecnicas de PCR (convencional ou em tempo real)
é possivel a identificacdo do parasito em material biologico do paciente, pois 0s metodos de
amplificacdo de acido nucléico buscam assinaturas especificas do DNA do T. cruzi.
Ademais, a carga parasitaria pode ser determinada através da PCR quantitativa em tempo
real (JPCR) (Hagstrom et al., 2019).

4. Tratamento

4.1 Drogas tripanocidas

Na década de 70 surgiram dois medicamentos contra as infeccdes pelo T. cruzi, o
nifurtimox (3-metil-4-5"-nitrofurfurilidenoamino) tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6xido) e
0 benznidazol (N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida). O nifurtimox, também conhecido
como Lampit®, fabricado pela empresa Bayer, pertence a classe de drogas nitrofurano.
Este farmaco produz radicais livres que se tornam reativos na presenca de oxigénio. O
parasita ndo dispde de métodos de desintoxicacdo desses produtos, por isso se torna

vulneravel a droga (Dias et al., 2009). A resisténcia desenvolvida pelas diferentes cepas do
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parasito, o desinteresse do laboratorio em fabricar este medicamento devido ao baixo lucro
resultante e os efeitos colaterais para 0s pacientes resultaram na ndo comercializagdo do
nifurtimox desde 1980 em alguns paises da América do Sul, incluindo o Brasil (Coura; De
Castro, 2002; Sobrinho et al., 2009).

O benznidazol (BNZ) fabricado anteriormente por Produtos Roche Quimicos e
Farmacéuticos S.A., denominado como Rochagan® e Rodanil®, atualmente é fabricado no
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes
(Pernambuco, Brasil). A droga produz espécies reativas de oxigénio que danificam o T.
cruzi e inibem seu crescimento (Sales et al., 2017). Atualmente, o BNZ é o unico farmaco
disponivel e aprovado no Brasil para tratamento de portadores da doenca de Chagas.
Embora reduza significativamente a carga parasitaria na fase aguda, 0 medicamento nem
sempre impede o agravamento da doenca na fase crénica (Morillo et al., 2015). Ou seja, ele
é considerado uma boa opcao para a fase aguda, apresentando menor eficiéncia na fase
crénica.

O tratamento com BNZ pode apresentar efeitos colaterais provocando a
descontinuidade do tratamento, fato observado em 10-20% dos casos (Urbina, 2014). Entre
os efeitos adversos estdo sintomas de hipersensibilidade, dermatites com erupc¢des cutaneas,
edema, febre, anorexia, perda de peso corporal, linfadenopatia, dor muscular, depressao da
medula 0ssea, trombocitopenia e agranulocitose, polineuropatia, parestesia e polineurites
periféricas (Coura; de Castro, 2002; Lamas et al., 2006; de Pontes et al., 2010).

4.2 Reposicionamento de farmacos

Atualmente, o tratamento para a DC baseia-se na monofarmacologia, onde 0s
farmacos utilizados apresentam uma eficacia limitada e efeitos colaterais graves, como
descrito acima. A fim de minimizar essas restri¢des, estudos visando o desenvolvimento ou
o isolamento de novos medicamentos, o0 reposicionamento de farmacos e a

polifarmacologia estdo sendo realizados (Aguilera et al., 2019).

O reposicionamento de farmacos consiste na utilizacdo de agentes
farmacoterapéuticos com perfis conhecidos de atividade e de efeitos colaterais sendo ja
comercializados para o tratamento de outras doencas. Este € um dos métodos mais
utilizados e bem-sucedidos no desenvolvimento de novos tratamentos para diversas
doencas, em especial as negligenciadas (para revisdo, Ribeiro et al., 2020). A estratégia se
mostra vantajosa diante do custo elevado e do tempo envolvido no desenvolvimento de

novos medicamentos, uma vez que 0s compostos utilizados no reposicionamento ja
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possuem perfil toxicoldgico e farmacocinético investigados quando inseridos na sua
indicacdo terapéutica original (Alberca et al., 2016).

Medicamentos de diversas classes farmacoldgicas foram testados contra o T. cruzi
como alternativa para o tratamento da DC. A benidipina, um bloqueador de canais de célcio
indicado para o tratamento de hipertensdo e angina e o antibiético clofazimina foram
testados contra o parasito por atuarem inibindo sua principal cisteino-protease chamada
cruzipaina. Estes compostos apresentaram resultados promissores para o tratamento da
doenca, uma vez que reduziram a carga parasitaria no sangue e no tecido muscular
esquelético, assim como diminuiram os efeitos inflamatorios da infeccdo em camundongos
infectados pelo T. cruzi. No entanto, a associacdo destes farmacos com a terapia atual ainda
precisa ser avaliada (Sbaraglini et al., 2016).

O antidepressivo triciclico clomipramina aumentou a sobrevivéncia de
camundongos infectados pelo T. cruzi e reduziu a carga parasitaria, porém nao foi capaz de
eliminar completamente o parasito. A clomipramina inibe a tripanotiona redutase, uma
enzima essencial a vida do parasito (Fauro et al.,, 2013). Outros farmacos como o
antiparasitario triclabendazol, o antifungico de largo espectro sertaconazol e o agente
antidepressivo paroxetina apresentaram inibicdo da proliferacdo do T. cruzi na forma
epimastigota (Alberca et al., 2016).

O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) é um polifenol/fitoalexino nao flavondide,
membro da familia viniferina de polimeros, existente na natureza tanto na forma de trans-
resveratrol, quanto cis-resveratrol (Nikolova, 2007). Durante a analise de diferentes tipos de
vinhos tintos quanto a sua concentracdo de resveratrol, Siemann; Creasy (1992) indicaram
0 trans-resveratrol como 0 composto biologicamente ativo capaz de reduzir lipidios sericos,
explicando, assim, um dos meios pelo qual a bebida possui efeito cardioprotetor. O
resveratrol é considerado um suplemento alimentar pelas agéncias de vigilancia sanitaria,
com atividade antioxidante e cardioprotetora. Vilar-Pereira et al. (2016) mostraram que ele
age positivamente na fase cronica da DC através de mecanismos ndo tripanocidas.
Recentemente, o resveratrol vem mostrando efeitos promissores em uma grande gama de
doencas, tendo maior nimero de estudos prée-clinicos sobre o cancer, desordens metabdlicas
e doencas cardiovasculares (Cottart; Nivet-antoine; Beaudeux, 2014).

Outras drogas que complGem a estratégia de reposicionamento de farmacos
pertencem a classe de inibidores da biossintese de esterdis, por exemplo, os inibidores da
C-140-demetilase (CYP51). O bloqueio desta enzima leva a deplecdo da sintese de

ergosterol, um esterol de membrana que é essencial para a vida do parasito. Além disso,
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causa 0 acimulo de intermedidrios toxicos, sendo letal em organismos unicelulares (Soeiro
et al., 2013; Lepescheva et al., 2011; Dias et al., 2009). Estudos in vitro e em modelos
animais na fase aguda e cronica da DC apresentaram bons resultados, porém em humanos o
medicamento ndo demonstrou a eficacia esperada. Os pacientes tratados tiveram o parasito
detectado por testes moleculares e os efeitos do farmaco se restringiram a supressao
temporaria da doenca (Molina et al., 2014).

Outras tentativas de reposicionamento de drogas também ndo alcancaram 0s
resultados esperados, como o0 uso da aurofina, um composto derivado do ouro indicado para
o tratamento de artrite reumatdide. Este farmaco apresentou capacidade de aumentar a
sobrevivéncia de camundongos infectados pelo T. cruzi, porém ndo apresentou reducdo na

parasitemia, além de apresentar seletividade reduzida (Da Silva et al., 2016).

4.3 Combinacao de farmacos

A combinacdo de farmacos representa uma importante alternativa para o tratamento
da DC. Ela consiste na associagdo de compostos, resultando na reducdo das doses, na
duracdo do tratamento, nos efeitos adversos e nos custos. Além disso, provocam uma agédo
sinérgica de compostos com mecanismos de acéo distintos com diminuicdo da toxicidade e

da chance de desenvolvimento a resisténcia (Andrews et al., 2014).

Dois estudos avaliaram a associacao entre itraconazol e BNZ em camundongos. Os
resultados mostraram reducdo de 25% na dose de ambos os farmacos e diminuicdo na
duracdo do tratamento. Os animais tratados com a combinagdo apresentaram quantidade
menor de lesbes no tecido cardiaco e reducdo de células inflamatdrias associadas a fase
croénica da doenca, quando comparados aos animais tratados com apenas um dos farmacos
(Martins et al., 2015).

A associacdo de BNZ e posaconazol também alcangou resultados positivos em
camundongos. Os farmacos administrados combinados aumentaram a sobrevida dos
animais e reduziram a carga parasitaria quando comparados com animais que receberam
administracdo isolada dos compostos (De Figueiredo Diniz et al., 2013). J4 a associa¢do
entre BNZ e clomipramina provocou diminuicdo de necrose e de lesdes no figado,
provavelmente proporcionados pelo efeito protetor nos hepatécitos apresentado pelo
antidepressivo (Strauss et al., 2013).

Os inibidores da tripanotionina redutase, algumas vitaminas, inibidores da

biossintese do ergosterol, agentes anti-inflamatorios, farmacos para a disfuncéo cardiaca,
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entre outros, também j& foram associados na busca de um novo tratamento para DC
(Aguilera et al., 2018).

4.4 Novos farmacos

O desenvolvimento e a validagdo de novos farmacos compreendem varias etapas e,
ainda assim, 0 sucesso ndao é garantido. Um avanco recente foi o desenvolvimento de
inibidores da enzima do T. cruzi cruzaina, podendo, futuramente, contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos (Ferreira et al., 2014). A utilizacdo da proteina do T.
cruzi P21, envolvida na patogénese da cardiomiopatia chagasica cronica, também pode ser
importante no desenvolvimento de novos medicamentos (Teixeira et al., 2015).

Estudos estdo sendo realizados com o uso de antifingicos azélicos na busca de uma
nova alternativa no tratamento da DC (Keenan; Chaplin, 2015). Atualmente, pesquisadores
desenvolvem uma vacina terapéutica que foi testada em camundongos. Foi observada
melhora da funcdo cardiaca nos animais, 0 que poderia evitar a progressao da doenca
(Pereira et al., 2015).

5. Eritropoietina

Haja visto que ndo ha tratamento realmente eficaz para DC, diversas alternativas
sdo utilizadas na busca deste tratamento, nosso farmaco de escolha foi a eritropoietina
(Epo) humana, cuja funcéo principal € induzir a producdo de globulos vermelhos a partir de
progenitores na medula 6ssea, € um horménio glicoproteico codificado por um gene Unico
localizado no braco longo do cromossomo 7 (Jelkmann, 2013). Ela é sintetizada nas células
epiteliais capilares ao redor dos tubulos renais, inicialmente como um pro-hormdnio
possuidor de uma sequéncia total de 193 aminoacidos, sendo 0s 27 primeiros expressos
apenas para proporcionar a secrecao do horménio, ndo possuindo relevancia na atividade
biologica (River; Saugy, 2003; Skibeli et al., 1998). Pouco antes de ser secretada, a Epo é
clivada e esses 27 aminoacidos sdo removidos. Ao entrar na circulacdo sanguinea, ha
também a perda do aminoacido arginina na posi¢cdo carboxiterminal, passando o horménio
entdo a possuir uma sequéncia definitiva de 165 aminoécidos alinhados em uma Unica
cadeia polipeptidica contendo duas ligacdes dissulfeto intramoleculares e quatro cadeias
polissacaridicas independentes, ligadas a residuos de aminoéacidos especificos. As cadeias
polissacaridicas constituem cerca de 40% da massa molecular da Epo, sendo de grande

importéncia na funcdo hormonal. De modo a evitar sua rapida depuragdo hepatica, antes
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que ela alcance seu alvo fisioldégico, a macromolécula possui um sinalizador bioldgico,
constituido de residuos terminais de acido sialico, situado em posi¢cdes estratégicas na
cadeia polissacaridica (Choi et al., 1996). Estima-se que a meia-vida da Epo, apds
langamento na circulagdo sanguinea, seja da ordem de seis a oito horas (Adamson, 1996).

A producdo de Epo por células especializadas renais e seu posterior langcamento no
sangue ocorrem quando estruturas celulares sensitivas renais percebem reducéo na taxa de
oxigénio circulante ou deficiéncia na producdo eritrocitaria, resultando em diminuicdo da
quantidade de eritrocitos circulantes (Alberts et al., 1994; Rassier et al., 1995). As
moléculas de Epo produzidas, carreadas pela corrente sanguinea, sdo conduzidas até a
medula Gssea onde encontram células progenitoras eritrocitarias. Constata-se que o
aumento da taxa de novos eritrocitos circulantes produzidos pela medula se da em cerca de
um a dois dias apds o aumento dos niveis de Epo no plasma (Alberts et al., 1994; Oliveira,
2000).

Devido ao curto intervalo de tempo entre o pico de Epo no plasma e o aumento da
concentragdo de novos eritrocitos, conclui-se que ela atua em células precursoras proximas
dos eritrocitos maturados e ndo em células mais primitivas na génese eritrocitaria. Essas
células precursoras sdo denominadas celulas formadoras de col6nia de eritrécitos (CFC-E)
e possuem a particularidade de so6 responderem a Epo. Tais células possuem receptores
especificos, pertencentes a uma grande familia de receptores para fatores de crescimento
hematopoéticos, respondendo a baixissimas concentracfes desse hormdnio (Alberts et al.,
1994). A Epo, ao se ligar ao seu receptor (EpoR), provoca dimerizacdo na superficie
extracelular do mesmo, desencadeando autofosforilacdo e ativacéo intracelular de proteinas
tirosina quinase (Constantinescu et al., 1999). O estimulo hormonal continua até que o

nivel de oxigenacao tecidual volte a valores normais.

5.1 Funcdes da eritropoietina

A principal funcdo da Epo é a regulacdo da producdo de globulos vermelhos
(eritropoiese). Entretanto, a observacdo da sua presenca e do EpoR em tecidos nao
hematopoiéticos sugeriu outros efeitos que podem resultar em importantes implicacdes
fisiologicas e clinicas (Maiese et al., 2005). De fato, 0 EpoR é expresso em cardiomiocitos
(Smith et al., 2003; Tramontano et al., 2003), fibroblastos cardiacos (Parsa et al., 2004),
células endoteliais (Kertesz et al., 2004), células musculares esqueléticas (Hagstrom et al.,
2010; Launay et al., 2010), células nervosas (Marti, 2004), entre outros (Chateauvieu et al.,
2011).
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A Epo tem efeito anti-apoptotico e melhora a regeneracdo tecidual apds lesdo, tendo
acdo contréria as citocinas pro-inflamatorias (Nekoui; Blaise, 2017). A atividade protetora
da Epo tem sido principalmente estudada no coragdo e no sistema nervoso. A Figura 5

ilustra diferentes tecidos alvo da Epo e sua agdo em cada um deles.
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Figura 5. Tecidos alvo da eritropoietina (Epo) (adaptado de Zhang et al., 2014).

No miocérdio, foi mostrado que o gene e a proteina da Epo sdo expressas (EI-
Hasnaoui-Saadani et al., 2013) e varios estudos demonstraram a cardioprotecdo conferida
pela administracdo deste horménio através do seu efeito antiapoptdtico, exercendo uma
acdo anti-hipertréfica e anti-inflamatoria e mobilizando as células progenitoras da medula
Ossea (Latini et al., 2008; Wen et al., 2009). A atividade anti-apoptética € capaz de
normalizar a funcdo hemodinamica (Moon et al., 2003). A Epo modula o remodelamento
cardiaco prejudicial, prevenindo a suscetibilidade a lesdes e a disfuncdo ventricular em
coracOes hipertrofiados (Smith et al.,2009). Além disso, ela demonstrou efeitos benéficos
em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca cronica, por estimulacdo da
angiogénese e neovascularizacdo (Van Der Meer et al., 2005; Westenbrink et al., 2007).

Vaérios estudos em animais forneceram evidéncias convincentes de que uma Unica dose de
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Epo pode limitar o tamanho do infarto e a remodelagdo do ventriculo esquerdo (VE) ap6s
infarto agudo do miocardio (IAM) (Moon et al., 2003; Parsa et al., 2003; Prunier et al.,
2007).

Assim, diversos estudos com modelos animais mostraram varias a¢oes benéficas da
Epo no coragdo, como a diminuicdo da perda celular, reducdo ou inibicdo da apoptose,
prevencdo da dilatacdo do VE, melhora da fun¢do do VE, melhora do fluxo coronariano,
aumento da densidade capilar, entre outros (Lipsic et al., 2006). Furlani et al. (2008)
mostraram ainda que a injecdo intracardiaca da Epo (em um modelo de 1AM) traz

beneficios ao coracdo sem provocar trombose.

5.2 Efeitos adversos

A Epo recombinante humana (rHuEpo) vem sendo utilizada em diferentes quadros
de anemia, como por exemplo, a anemia devido & insuficiéncia renal crbnica ou &
insuficiéncia cardiaca congestiva e tambem aquelas presentes nos estagios iniciais de
neoplasias ou ainda decorrentes do uso de zidovudina (AZT) em pacientes HIV positivos
(Ekblom, 2002; Choi et al., 1996; Mastromarino et al., 2011; River; Saugy, 2003).

Os efeitos adversos da terapia com Epo ndo sdo comuns (Bennet, 1991). Quando
existem sdo frequentemente sequelas da doenca de base e ndo necessariamente atribuidos
ao tratamento com a Epo. No entanto, apesar de seu efeito cardioprotetor, a Epo pode
causar efeitos secundarios em pacientes com doencas cardiovasculares pela policitemia e
aumento da viscosidade do sangue, provocando hipertensdo, infarto do miocardio,
convulsbes e hiperativacdo plaquetaria (Ponikowski et al., 2007; Ghali et al., 2008;
Mancini et al., 2003). Efeitos colaterais ndo especificos como problemas musculo-
esqueléticos e neuroldgicos, assim como fadiga, tém sido relatados ocasionalmente
(Mastromarino et al., 2011). Esses efeitos colaterais estdo frequentemente associados a
administracdo cronica de altas doses de rHUEpo e, portanto, com aumento do hematdcrito
(Sanchis-Gomar; Lippi, 2011; Sanchis-Gomar et al., 2012).
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1. JUSTIFICATIVA

O progresso em relagdo ao tratamento das doencas negligenciadas tem melhorado
nas Ultimas décadas com o surgimento de parcerias publico-privadas e em fungdo dos
avancos nas tecnologias e técnicas de descoberta de novas drogas. No entanto, as atuais
terapias para estas doencas nem sempre apresentam alta eficécia, além de possuirem efeitos
adversos graves e, dessa forma, € importante estudos que buscam estratégias para o
controle dessas enfermidades.

Infelizmente ndo existem vacinas contra a DC e seu tratamento esta limitado,
havendo apenas um farmaco comercialmente disponivel no Brasil, 0 BNZ. A utilizagcdo de
drogas anti-tripanocidas é defendida na fase aguda da doenca, pois reduz a parasitemia e
melhora o prognostico de pacientes tratados precocemente (Fernandes et al., 2009;
Machado-de-Assis et al., 2013; OMS, 2015). Entretanto, o tratamento medicamentoso nao
possui resultados satisfatorios em pacientes cronicos, pois além dos efeitos colaterais e
contra-indicagdes, ndo impede a lesdo destrutiva no coracdo e a morte dos individuos
infectados pelo T. cruzi (Guedes et al., 2012; Lauria-Pires et al., 2000). Desta forma, é
urgente a necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas e de controle para os
pacientes com DC, de maneira a impedir ou retardar a evolucao das formas clinicas da fase
crénica da patologia.

A eritropoietina (Epo) possui efeito cardioprotetor por reduzir os processos de
apoptose, inflamacdo e isquemia do miocardio atraveés da formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese). Contudo, ndo se sabe se a acdo dessa proteina pode ser utilizada
com eficacia tanto na prevencdo quanto no combate aos sintomas da cardiomiopatia
chagasica. Nesse sentido o presente trabalho justifica-se por avaliar se a Epo possui uma
acdo terapéutica sobre o coracdo chagasico murino. 1sso, por sua vez, pode representar 0s
primeiros passos no desenvolvimento de um farmaco a base de Epo capaz de prevenir ou
tratar com eficiéncia pacientes chagasicos de todo o mundo. Ademais, independentemente
da possivel acdo cardioprotetora da Epo, os resultados deste experimento trardo avangos na

compreensdo da patogénese e das caracteristicas clinicas da cardiomiopatia chagasica.
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1. OBJETIVO

1. Objetivo Geral

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi averiguar o possivel efeito
cardioprotetor da eritropoietina (Epo) em modelo animal (Mus musculus) infectado pelo T.

cruzi.

2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:
- Estudar o perfil hematoldgico de camundongos chagésicos crénicos, tratados ou ndo com

Epo.

- Verificar se ha alteracdo em parametros bioquimicos indicadores de lesbes cardiacas em

camundongos infectados pelo T. cruzi, submetidos ou ndo ao tratamento com Epo.

- Avaliar a estrutura e o funcionamento cardiaco atraves de ecocardiograma em

camundongos infectados pelo T. cruzi, submetidos ou ndo ao tratamento com Epo.

- Avaliar a influéncia do tratamento com Epo na carga parasitdria em camundongos

infectados pelo T. cruzi.

- Analisar os efeitos do tratamento com Epo no coracdo, baco e intestino grosso de

camundongos infectados pelo T. cruzi mediante analise histopatoldgica.
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IV. METODOLOGIA

1. Amostragem

Foram utilizados 52 camundongos fémeas C57BL/6 uniformes quanto ao peso e
idade adquiridos no criatério comercial Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Foram mantidos em mini-isoladores em rack ventilado (Alesco
Basic) com pressdo positiva no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (UnB) em condi¢fes ambientais padronizadas (temperatura de 21+ 2°C) e umidade
de 49+ 3% com alternancia de ciclos dia/noite de 12h), com livre acesso a ragdo comercial
e agua. O projeto foi realizado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UnB (CEUA/UnB) n°150813/2014 (Anexo 1).

1.1 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em oito grupos experimentais separados em

dois grandes grupos:

1. Administracdo de salina ou Epo na fase aguda da infeccio:

1.1. Grupo néo infectado com administracdo de salina de d1 a d30 (grupo controle de
B1) (NI_SFa) (n =7).

1.2. Grupo infectado pelo T. cruzi com administracao de salina na fase aguda da doenca
(de d1 a d30) (I_SFa) (n =8).

1.3. Grupo ndo infectado pelo T. cruzi e que recebeu Epo de d1 a d30 (NI_EpoFa) (n
=b).

1.4. Grupo infectado pelo T. cruzi e tratados com Epo durante a fase aguda da doenca
(de d1 a d30) (I_EpoFa) (n =8).
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2. Administracdo de salina ou Epo na fase cronica da infeccdo:

2.1. Grupo néo infectado com administracdo de salina de d90 a d120 (grupo controle de
B2) (NI_SFc) (n =8).

2.2. Grupo infectado pelo T. cruzi com administracdo de salina na fase cronica da
doenca (de d90 a d120) (T_I_SFc) (n =3).

2.3. Grupo n&o infectado com administracdo de Epo de d90 a d120 (NI_EpoFc) (n =5).

2.4. Grupo infectado pelo T. cruzi e tratados com Epo durante a fase cronica da doenca
(de d90 a d120) (T_I_EpoFc) (n = 8).

Todos os animais ndo tratados com Epo receberam placebo (solucdo salina) durante o
mesmo periodo do tratamento (Figura 6) (ver capitulo 2 sobre a administracdo das
solugdes).

Epo Salina Epo Salina

~ @
I I // l l I
U ovieotio din simdia o | I | |
Inje¢do dia sim dia ndo Injecdo dia sim dia ndo T
d Exseagudn d30 d90 Fase cronica d120 i e
dias de infecgdo

Figura 6. Desenho experimental do estudo sobre o efeito terapéutico da eritropoietina
na doenca de Chagas. dl1: dia experimental 1. d30: dia experimental 30. d90: dia

experimental 90. d120: dia experimental 120.

2. Administracéo de salina e eritropoietina

Os animais tratados com Epo receberam 2000 U/kg de Hemax Eritron alfaepoetina
(Biosintética Farmacéutica) (ndo houve conflito de interesse com o laboratério fabricante)
por via intraperitoneal (i.p.) de dois em dois dias durante 30 dias. Desta forma, 0s
camundongos infectados pelo T. cruzi foram tratados com Epo durante a fase aguda (d1 a
d30) ou durante a fase cronica (d90 a d120). Os animais ndo infectados receberam a Epo
nos mesmos periodos.

Solucéo salina (NaCl 9 mg/mL) foi administrada via i.p. como placebo nos mesmos
periodos experimentais dos grupos tratados com Epo. Os animais receberam a solucéo
salina de acordo com o seu peso individual. Para um animal de 20g foi decidido aplicar

150pL de solugdo salina (volume equivalente em relacdo a Epo). Desta forma, foi utilizado
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regra de trés simples para verificar o volume a ser administrada em cada camundongo, em

funcéo de seu peso corporal.

3. Cultura do Trypanosoma cruzi e infeccdo dos animais

Formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Colombiana foram mantidas em cultura de
mioblasto murino da linhagem L6, em Meio Minimo Essencial (DMEM), pH 7.2
acrescidos de Soro Fetal Bovino (SFB) a 5%, 100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina sob atmosfera de CO2 a 5% e a temperatura de 37°C, apds duas passagens
por camundongos C57BL/6. O numero de parasitos no sobrenadante foi contado em cAmara
de Neubauer e diluido em DMEM para obtencdo da concentracio de 5 x 10°
tripomastigotas/mL. Sendo assim, 27 animais dos grupos intitulados infectados foram

inoculados por via i.p. com 10° parasitos em 0,2 mL de DMEM.

4. Confirmacéo da infecgdo

A parasitemia no sangue periférico dos animais infectados foi verificada a partir do
8° dia de infeccéo através da pesquisa a fresco do T. cruzi. Para isso, foi obtida uma gota de
sangue pela seccdo da cauda do camundongo e colocada em lamina contendo 10uL de
anticoagulante (citrato) coberta em seguida com laminula. A lamina foi observada ao
microscopio Optico, em objetiva de 40X, a procura do parasito segundo metodologia

descrita por Brener (1962).

5. Analises Hematologicas

Foi colhido cerca de 0,2 mL de sangue no sinus retro orbital em microtubos capilar
heparinizado (heparina sddica) para realizacdo de hemograma completo e testes
bioguimicos. Para isso 0s animais foram anestesiados por via i.p. no quadrante abdominal
inferior direito com cloridrato de cetamina 10% e cloridrato de xilazina 2% (ambos do

fabricante Syntec) na proporc¢édo de 2:1 e na dosagem maxima de 10 mL/Kkg.

O hemograma completo foi realizado no inicio do periodo experimental (dO) e
imediatamente antes da eutanasia. Foi realizada a contagem total de hemacias (RBC, do

inglés red blood cells) e leucocitos (WBC, do inglés white blood cells) e determinado o
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hematdcrito (Ht) e a concentracdo de hemoglobina (HGB). As andlises hematoldgicas
foram realizadas com o contador de células automéatico (ABX Micros ESV 60, Horiba).
Para a contagem diferencial leucocitaria foram preparados esfregacos de sangue total e 0s
leucécitos foram corados com panético répido. As laminas foram analisadas em

microscopio optico Olympus BX51 (modelo U-LH100HG), usando a objetiva de 100X.

6. Dosagens Bioquimicas

Foi efetuada a determinacdo sérica da atividade enzimatica da aspartato
aminotransferase (AST), creatina quinase total (CK) e creatina quinase fracdo miocardica
(CK-MB). As avaliacBes bioquimicas foram realizadas em diferentes periodos
experimentais, sendo realizadas no inicio do periodo experimental (d0) e imediatamente
antes da eutanasia para todos o0s grupos. Além disso, com 15 dias e com 90 dias de infeccéo
para os camundongos inoculados com o T. cruzi ou em data equivalente para 0s animais
ndo infectados. A razdo CK/AST foi realizada ap0s as dosagens, pois ela é usada no

diagnostico de alteragdes cardiacas (Dufour, 1988).

Para isso, as amostras de sangue colhidas como descrito anteriormente foram
passadas para tubos de microcentrifugacdo. ApOs completa coagulacdo sanguinea a
temperatura ambiente, o plasma foi obtido por centrifugacdo a 10.000 rpm durante 5 min
(Centrifuga Micro Hematocrito 24t). Em seguida foi realizada uma diluicdo do plasma em
solucdo salina estéril (1:3) para obtencdo do volume necessario para a realizacdo dos testes.
Os valores obtidos foram multiplicados pelo fator da diluicdo para correcdo. As dosagens
bioguimicas foram realizadas em equipamento automatizado Cobas C-111 (Roche
Diagnostics) utilizando kits bioquimicos especificos (Roche) de acordo com

recomendacdes do fabricante.

7. Ecocardiograma

Para avaliacdo do coracdo do ponto de vista morfolégico e hemodinamico, a
ecocardiografia transtoracica (ETT), método de imagem ndo invasivo foi realizada no inicio
do periodo experimental (d0), com 15 e 90 dias de infeccdo (fase aguda e fase cronica da
doenca de Chagas) e antes da eutanasia. Os animais ndo infectados pelo T. cruzi tiveram as
ETTs realizadas no mesmo periodo. Os exames foram realizados no Hospital Veterinario
de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia por um Unico operador que ndo tinha

conhecimento quanto aos grupos experimentais.
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Para a realizagdo das ETTs os animais foram anestesiados conforme protocolo
indicado no Capitulo 5 (Analises hematoldgicas). Em seguida, foi efetuada a tricotomia da
face anterior do torax. Foi aplicado gel de ecocardiografia no térax raspado e na cabega do
transdutor. O camundongo foi, entdo, contido por um experimentador e os exames foram
realizados com o equipamento Vivid S6 (GE Healthcare), juntamente com transdutor de 11
MHz, sendo os dados registrados no aparelho para realizacdo das medidas e célculos
posteriormente. As modalidades ecocardiogréficas avaliadas foram a bidimensional (modo
B) e unidimensional (modo M). Pelo menos trés séries de dados foram registrados para

cada animal. Apos gravacdo, o camundongo foi limpo para retirar o gel.

Por meio de imagens ecocardiograficas obtidas pela janela esternal, entre o quarto e
quinto espagos intercostais, em modo-M, eixo transversal, com o cursor direcionado
equidistante dos musculos papilares do ventriculo esquerdo no plano cordal, as seguintes
variaveis foram analisadas: didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole (DIVES) e
na diastole (DIVED), espessura da parede livre do ventriculo esquerdo na sistole (PLVES)

e na diastole (PLVED), fracdo de encurtamento (FEt) e a fracdo de ejecédo (FE).

8. Coleta de tecidos

Apos 180 dias de infeccdo (d180) ou periodo equivalente, os camundongos foram
eutanasiados por superdosagem anestésica da mistura cloridrato de cetamina 10% e
cloridrato de xilazina 2%. Em seguida, com auxilio de uma seringa foi colhido sangue por
puncdo cardiaca. O volume de 0,25 mL de sangue foi imediatamente colocado em
microtubo de 0,5 ml com EDTA (Vacuplast) para posterior extracdo de DNA. Em seguida,
foi realizado incisdo ventral para colheita do coracdo, baco e intestino grosso. Uma parte
dos tecidos foi colocada em formaldeido 4% para os estudos histopatolégicos e o restante
foi macerado e colocado em 200 pL de tampao de lise (Mini Spin Plus Biopur; Biometrix)

para extracdo de DNA.

A Figura 7 ilustra o desenho experimental do estudo com os diferentes

experimentos realizados durante o periodo experimental.
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Figura 7. Linha temporal com os principais experimentos realizados para os grandes

grupos avaliando o possivel efeito terapéutico da eritropoietina (Epo).

9. Extracdo de DNA

9.1 Extracdo de DNA total de Trypanosoma cruzi

A extracdo do DNA de T. cruzi foi realizada para elaboracdo da curva de
concentracdo utilizada para a quantificacdo absoluta dos parasitos por gPCR nas diferentes
amostras. As formas epimastigotas do T. cruzi cultivadas em meio LIT foram centrifugadas
a 1.500 xg por 15 minutos e o sedimento foi lavado e centrifugado duas vezes com PBS (20
mM Tris-HCI pH 7,2; 0,5 NaCl) a 1.500 xg por 15 minutos. Em seguida, foi ressuspenso
em tamp&o de extragdo na concentragdo de 5 x 107 células/mL de solucdo e mantido a 37°C.
Ap6s 1 hora de reagdo, foi adicionada Proteinase K na concentragao final de 100 pg/mL e
incubado por 12 horas a 37°C. Em seguida, foram feitas duas extracbes com clorofane e
uma com clorofil, respectivamente. Para a precipitacdo do DNA foi utilizado etanol
absoluto 100% (2,5V) gelado (4°C) e acetato de sodio 3M pH 4,7 (0,1V). Apés a
precipitacdo, o DNA foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado e depois de totalmente
seco foi ressuspenso em tampdo TE (TrisHCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) e

armazenado a -20 °C, conforme a descricdo de Sambrook e Russel (2001).

9.2 Extracdo de DNA de tecido

O isolamento do DNA do sangue, coracdo, baco e intestino grosso foi feito com o
kit comercial com coluna de membrana de silica Mini Spin Plus Biopur (Biometrix) de
acordo com as instrucbes do fabricante. Resumidamente, foi adicionado 25 pL de
proteinase K e 200 pL de amostra biolégica macerada em tampéo de lise em um microtubo
de centrifugacdo estéril de 1,5 mL com posterior homogeneizagdo vigorosa em vortex e
incubacdo a 56°C por 15 min. Apos este periodo foi adicionado 210 pL de etanol (96%-

100%) e homogeneizado novamente em vortex. Em seguida, o material foi transferido para
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o0 tubo Spin S com membrana silica fornecidos pelo kit e foi centrifugado por um minuto a
14.000 rpm no equipamento Centrifuge 5804 R. Apds centrifugagdo foi descartado o tubo
de coleta com o filtrado e colocado o tubo-filtro sob um novo tubo de coleta. Para lavagem
da membrana contendo o DNA, primeiramente foi adicionado 500 puL de Tampéo de
Lavagem Sl e centrifugado a 14.000 rpm por um minuto (Centrifuge 5804 R). Foi
descartado novamente o tubo de coleta com o filtrado e colocado o tubo-filtro sob um novo
tubo de coleta adicionando-se 600 pL do Tampdo de Lavagem Sll e centrifugado a 14.000
rpm por um minuto novamente na mesma centrifuga. Foi descartado apenas o filtrado,
mantendo-se, entdo, o tubo de coleta. Para garantir a total eliminacdo do etanol presente nas
solucBes de lavagem, a amostra foi centrifugada em velocidade méxima por quatro
minutos. Por fim, colocou-se o tubo filtro em um tubo de eluicdo S de 1,5 mL e o DNA foi
ressuspendido em 200 L de tampao de eluicdo pré-aquecido a temperatura de 56 °C. Apds
incubagdo a TA por um minuto e centrifugacdo a 14.000 rpm por um minuto, o DNA foi
obtido.

9.3 Quantificacéo e analise do DNA extraido

Apos extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotémetro
NanoVue PlusSpectrophotometer (GE Healthcare) e a pureza observada através da razao
entre as absorbancias 260/280 nm. O DNA foi armazenado a -20 °C até o momento de sua
utilizacdo. Em seguida, para verificar a integridade do DNA e a auséncia de inibidores de
PCR foi realizado o teste de PCR convencional (cPCR) especifico para o gene constitutivo
B-actina. Os produtos da cPCR foram analisados em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo (0,5 mg/mL), utilizando tampdo TAE 1X (Tris acetato 90 mM pH 8,0 e

EDTA 25 mM) e posterior observacao na luz ultra-violeta.

10. Quantificacdo da carga parasitaria

A gPCR foi realizada para a quantificacdo absoluta do DNA nuclear (nDNA) do
parasito nas amostras de sangue, coracdo, baco e intestino grosso. Apds a elaboracdo de

curva padrdo, as amostras dos camundongos foram testadas na gPCR.
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10.1 Curva padrao

Para identificar o nimero de ciclos necessarios para a deteccdo da fluorescéncia
com a utilizacdo do sistema de deteccdo SYBR Green e para determinar a concentragdo
absoluta de uma amostra é necessaria uma curva padrao gerada pela relacdo dos valores de
Cq (do inglés, quantification cycle) e do logaritmo (log) do nimero de cépia inicial (os
quais sdo inversamente proporcionais). O Cq é o ciclo a partir do qual a amplificacdo
exponencial alcangca uma intensidade de fluorescéncia superior ao limiar de deteccéo
(referéncia passiva do aparelho ou background). Desta forma, foi elaborada uma curva
padrdo para a quantificacdo absoluta do DNA do T. cruzi no material biolégico dos
camundongos dos diferentes grupos experimentais. Para isso, foi realizada diluigdo seriada
de DNA do T. cruzi (1:10) para obtencdo de amostras contendo 10% a 10 parasitos. Em
seguida a qPCR foi realizada com os iniciadores TcZ3 (5’ TGC ACT CGG CTG ATC GTT
T 3") e TcZ 4 (5'-ATT CCT CCA AGC AGC GGA TA 3'), gerando um produto de
aproximadamente 168 pb (Ndao et al., 2000). A curva padrdo apresentou eficiéncia de
97,7%. Ela foi salva e utilizada para a quantificacdo do parasito através da utilizacdo da
equacdo da reta (y =axt+b; onde y € o Cq da amostra; x é a quantidade do produto

amplificado a ser calculada; a é o coeficiente angular da reta e b € o coeficiente linear).

10.2 Reacéo em cadeia pela polimerase em tempo real das amostras

Todas as amplificagbes foram realizadas em duplicata em placas de 96 pocos
(Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp), em termociclador StepOne Real-time PCR
System (Applied Biosystems, CA, USA) com os iniciadores TcZ3 e TcZ4 (Ndao et al.,
2000). Utilizou-se a seguinte padronizacdo: 100 ng do DNA molde de camundongo, 0,2
UM de cada um dos iniciadores e 10 uM de Power Up SYBR Green Master Mix (Thermo
Fisher Scientifc) em um volume final de 20 pL.A seguinte condi¢do de amplificacdo foi
utilizada: estabilizacdo a 50°C por 2 min (devido a presenca de dUTP no master mix);
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min; 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 seg,
anelamento a 60°C por 45 seg, extensdo a 72°C por 10 seg. Para a formacdo da curva de
dissociacdo: 95°C por 15 seg; 60°C por 1 min e 95°C por 15 seg. Em todas as reac6es foram
incluidos dois controles negativos (amostras sem DNA - branco - e amostra de
camundongo sabidamente negativa para T. cruzi), além de varios pontos da curva de

quantificagdo (amostras de T. cruzi com diferentes concentragdes).
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11. Andlise Histopatoldgica

Parte dos 6rgédos coletados (coracdo, bago e intestino grosso) foram fixados em
formaldeido (4%) e cortamos em microtomo em secgdes de 5 um de espessura. Em seguida
foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e as laminas foram analisadas em
microscopio 6ptico Olympus BX51 (modelo U-LH100HG), usando a objetiva de 40X.

A avaliacdo da resposta tecidual foi baseada em andlises qualitativas e semi-
quantitativas dos tecidos infectados e ndo infectados pelo T. cruzi, tratados ou ndo com
Epo. Para isso, a necrose de cardiomiocitos, o infiltrado mononuclear perivascular
multifocal, o infiltrado mononuclear intersticial multifocal e a fibrose (depdésito de colageno
intersticial) cardiacos; a hiperplasia de foliculos esplénicos e o infiltrado inflamatdrio
mononuclear multifocal no intestino foram classificados semiquantitativamente em: 0
(ausente), 1 (leve — 2 a 15% de toda a sec¢éo), 2 (moderado — 20 a 60% de toda a seccao) e
3 (severo — acima de 70% da seccdo). Também foi avaliado a presenca ou auséncia de
ninhos de amastigotas no tecido cardiaco, com a seguinte classificacdo: 0 (ausente), 1 (raro
— um ninho de amastigota observado em duas secc@es), 2 (moderado (2 a 10 ninhos) e 3

abundante (mais de 10 ninhos) (modificado de Castro-Sesquen et al., 2011).

12. Analise Estatistica

O delineamento experimental foi realizado em esquema fatorial (2 x 2 x 2),
composto por 16 tratamentos relacionados as combinagdes das seguintes variaveis: infeccao
(sim ou ndo), substancias (solucéo salina ou Epo) e tempo de infec¢do (aguda ou cronica).
Todas as analises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa SAS (v 9.3, Cary,
Carolina do Norte). Os dados foram avaliados quanto a normalidade usando o teste
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram testados quanto as diferencas entre 0s grupos
usando o PROC NPARIWAY e o teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de
5%. As variaveis que apresentaram diferencas entre 0s grupos no teste de Kruskal-Wallis

foram entdo submetidas ao teste de Wilcoxon.
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V. RESULTADOS

1. Peso Corporal

A Figura 8 mostra o ganho de peso corporal dos diferentes grupos ao longo do
periodo experimental expresso em valor absoluto e relativo (razdo peso corporal final/peso
corporal inicial). Este ultimo apresentou uma interacdo significativa entre infeccdo e
substancia (p =0,001), com os animais n&o infectados (NI) tratados com Epo apresentando
valores mais altos tanto em comparacdo com os animais NI que receberam salina, quanto
em relacdo aos infectados () e tratados com Epo (1,62 £0,11; 1,40 £0,21 e 1,40 +0,17,
respectivamente). Houve também uma interacdo significativa entre infeccdo e periodo de
tratamento (p =0,0002) com os camundongos NI e tratados (com salina ou Epo) na fase
aguda apresentando maior ganho de peso que os | e tratados no mesmo periodo (1,54 0,11
e 1,29 £0,12, repectivamente). Por sua vez, estes ultimos tiveram a razdo peso corporal
final/peso corporal inicial menor quando comparados aos camundongos | e NI tratados na
fase cronica (1,29 £0,12; 1,55 +0,12, e 1,44 +0,26, respectivamente).

51



>

(]
(o)}
J

—e—NI_Sfa
—=—NI_EpoFa
I Sfa

I EpoFa
——NI_SFc
——NI_EpoFc

I SFc

I EpoFc

[\
i
I

3%
(9]

Peso corporal (g)
—_ o
) S
N L

s
(o)}
i

,_
~
M

—
9]

do di5s d30 d9o d120 d180
Periodo experimental (dias)

oy

—
[ee]
1

Razao peso corporal final/peso corporal inicial
S & 9 9 = =2 B
o T R & o = v B o
e

Figura 8. (A) Ganho de peso absoluto ao longo do periodo experimental. (B) Ganho de
peso relativo (razdo peso corporal final/peso corporal inicial). NI_SFa: grupo ndo
infectado pelo T. cruzi com administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa:
ndo infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). | _SFa: infectado com
administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa: infectado tratado com Epo na
fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado com administracdo de salina na fase cronica
(d90 a d120). NI_EpoFc: ndo infectado tratado com Epo na fase crénica (d90 a d120).
|_SFc: infectado com administragdo de salina da fase crénica (d90 a d120). |_EpoFc:

infectado tratado com Epo na fase crénica (d90 a d120).
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2. Confirmacéao da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi

A confirmacéo da infeccdo pelo T. cruzi foi realizada por exame a fresco do sangue
periférico dos animais. Essa analise confirmou a presenca de formas tripomastigotas na
circulagio de todos os camundongos inoculados com 10° parasitos pela via intraperitoneal.
A Figura 9 ilustra uma lamina com extensdo de sangue periférico de um animal infectado

corada com pandético rapido, sendo possivel a observagdo do parasito.
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Figura 9. Forma tripomastigota visualizada em esfregaco sanguineo com sangue
periférico de animal infectado pelo T. cruzi corado com hematoxilina-eosina. A seta

vermelha indica o parasito (Barra: 10 pum).

3. Hematocrito

Imediatamente antes da administracdo de salina ou Epo, o hematdcrito (Ht) nédo
apresentou diferenca significativa entre os diferentes grupos. Como esperado, a
administracdo de Epo induziu a policitemia. O volume dos globulos vermelhos ap6s 30 dias
de tratamento foi em média 42% mais elevado. A analise estatistica dos valores de Ht entre
todos os grupos mostrou uma interacdo significativa entre infec¢do e substancia (Epo ou
salina) (p =0,0003), mostrando o efeito positivo do Epo e da infec¢do no volume dos

glébulos vermelhos (Tabela 1).

53



Tabela 1. Avaliacdo da influéncia da administracdo de eritropoietina no hematdcrito dos

diferentes grupos experimentais.

Grupos
Experimentai Hematécrito (%0)
s

Antes Depois
NI_SFa 45,50 + 3,01 46,66 £ 1,21
NI_EpoFa 45,75 + 2,87 62,8 £ 1,92*
| SFa 45,50 + 3,08 43,57 +1,98
|_EpoFa 44,00 £ 2,00 63,00 + 2,00*
NI_SFc 46,00 + 3,00 47,00 £ 1,00
NI_EpoFc 46,40+ 1,14 62,60 + 1,67*
I_SFc 45,33 £ 2,30 46,33+ 1,52
I_EpoFc 44,85 + 1,06 66,75 + 1,75*

Valores em média + desvio-padréo.

*0 asterisco indica diferenca estatistica na linha (p <0,05 ou menor).

NI_SFa: grupo ndo infectado pelo T. cruzi com administragdo de salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa: ndo
infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). I_SFa: infectado com administracdo de salina na fase aguda (d1 a
d30). I_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado com administracdo de salina
na fase crénica (d90 a d120). NI_EpoFc: ndo infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120). |_SFc: infectado
com administracdo de salina da fase crénica (d90 a d120). I_EpoFc: infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a
d120).

4. Avaliacdo Hematoldgica

O hemograma completo foi realizado no inicio do experimento (d0) e no momento da
eutanasia (d180). Na série vermelha foram avaliados trés parametros: volume globular ou
hematocrito (Ht), heméacias (RBC) e hemoglobina (HGB) (Tabela 2). Em d180 os dados de
Ht ndo puderam ser obtidos para os grupos NI_EpoFc e | _SFc. No inicio do periodo
experimental ndo havia diferenca significativa no Ht. Ao final do experimento algumas
diferencas puderam ser observadas (p =0,001). A destacar os grupos NI_SFa e |I_SFa que
apresentaram uma reducao significativa do Ht no final do periodo experimental (45,67
12,88 % no d0 e 35,50+4,50 % no d18; p 0,01 para o primeiro e 46,00 £3,22 % no dO e
40,57 £5,13 no d180; p = 0,05 para o segundo). Desta forma, no d180 o Htc destes dois
grupos nao apresentou diferenca estatistica entre si, mas foram significativamente
diferentes dos outros grupos, exceto para os valores de | _SFA e NI_SFc. Os resultados
mostram que um més apés o tratamento com a Epo o Ht retorna aos valores de repouso.
Além disso, a infeccdo parece ndo modificar o volume de hemécias no sangue.

Os camundongos do grupo NI_EpoFa foram os que apresentaram menor nimero de

RBC no inicio do periodo experimental (d0). Esse nimero foi significativamente mais
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baixo em relacdo aos grupos |_SFa e |_EpoFa (p = 0,01) (Tabela 2). No final do periodo
experimental o grupo |I_EpoFc apresentou valores mais elevados que NI_SFa, NI_SFc e
NI_EpoFc (p = 0,04).

Em relagdo a concentragcdo de HGB ela variou de 9,08 a 18,65 % no do,
apresentando diferenca significativa entre alguns grupos (p = 0,0001). Em contrapartida, no
d180 os valores foram semelhantes entre os diferentes grupos com média geral de 12,33%.
As andlises entre 0s animais dos mesmos grupos comparando d0 com d180 mostrou que
nos grupos NI_SFa, |_SFa e |_EpoFa houve uma diminuicao significativa na HGB no final
do experimento (valores de p = 0,009; 0,02 e 0,005, respectivamente). Por outro lado, no
grupo NI_EpoFc o HBG aumentou em d180 comparado a dO (p = 0,02) (Tabela 2)

Tabela 2. Parametros hematoldgicos da série vermelha no inicio e no final do periodo

experimental.

Ht (%) RBC (x105/mm?) HGB (g/dL)

Valores de 35a52 7al1l 10a17
referéncia*

do d180 do d180 do d180
NI SFa 45,67 +2,88 35,50+4,50a 10,62 +1,96b 7,11 +1,58a 18,65 +£3,42¢ 11,65 +1,48
NI EpoFa 4575287  48004316b 6,80 +136a 7724078ab  973+0,67a 12,85 +0,64
| SFa 46004322  4057+513a 9,14 +031b 833+080ab  1560+072ab 11,27 +1,48
|_EpoFa 4914+1,77  4700+306b  9,45+049b 853+0,66ab  1574+040ab 12,39 +1,03
N |_SFC 47,43 +3,46 4450 +5,35b 9,48 +1,86a,b 7,76 +0,93a 14,87 £3,05b 11,48 £1,53
NI_EpoFc 4780045 - 8,56 +1,93a 744 +134a 9,20 +0,77a 13,00 0,47
| SFc 4740195 - 7,84 +1,22a 6,400 9,08 +1,10a 13,20
|_Ep0Fc 46,71 +2,41 45,71 +0,76b 8,84 +0,88a 9,34 +0,84b 14,03 £1,43b 12,76 £1,97

*Segundo Weiss & Warddrop, 2010.

Valores em média + desvio-padréo.

Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferenga estatistica (p <0,05 ou menos).

Ht: hematdcrito; RBC: hemacias; HGB: concentragdo em hemoglobina; NI_SFa: grupo nédo infectado pelo T. cruzi com administracéo de
salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa: ndo infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). |_SFa: infectado com
administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). I_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado
com administracdo de salina na fase cronica (d90 a d120). NI_EpoFc: néo infectado tratado com Epo na fase crénica (d90 a d120). I_SFc:

infectado com administracéo de salina da fase cronica (d90 a d120). I_EpoFc: infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120).

Também foi realizada a contagem diferencial de leucdcitos (WBC) que constitui na
quantificacdo absoluta destas células e a contagem absoluta e relativa de suas
subpopulacdes (neutrofilos, linfécitos, eosindfilos, mondcitos, baséfilos e bastonetes). No
d0 e no d180 foi observado diferenca no nimero dos WBC (p = 0,005 e <0,0001,
respectivamente), enquanto a contagem das subpopulacGes foi idéntica nos diferentes
grupos experimentais (Tabela 3). No dO os grupos NI_SFa e | _SFa apresentaram alto
namero de WBC quando comparados aos outros grupos. Em contrapartida, ambos os
grupos tiveram um decréscimo significativo em seus WBCs no final do experimento (10,
50 +1,84 x10%/mm? no d0 e 2,08 +0,81 x10%/mm?3 no d180; p =0,009 no NI_SFa e 11,90
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+2,10 x10%/mm?3 em d0 e 6,67 +2,01 x10°/mm? em d180; p =0,02 no |_SFa). Em d180
nimero de WBC dos camundongos NI_SFa foi significativamente menor em relacdo aos
grupos |_SFa, |_EpoFa e |I_EpoFc (p <0,0001). Em contrapartida, em d180 os WBC foram
encontrados em quantidades mais elevadas nos animais do grupo I_SFa em relacdo ao
NI_SFc e NI_EpoFc (p <0,0001). Em geral, as subpopula¢tes de WBC s ndo variou muito
entre o inicio e o final do periodo experimental (dO e d180) em cada um dos grupos.
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Tabela 3. Avaliacdo da série branca com contagem diferencial de leucocitos (linfocitos, mondcitos, neutrofilos segmentados, eosinéfilos,
basofilos e bastonetes).

Valores de NI_SFa NI_EpoFa I_SFa I_EpoFa NI_SFc NI_EpoFc I_SFc I_EpoFc
referéncia
o 10,50 4.95 11,90 6.54 4,30 432 3.76 5,30
Leucécitos 2410 +1.84c +1,21a +2.10¢ +1,53b +1,14a +1,09a +0,44a +2,7%
(x10¥/mm?d) 4180 2,08 5,75 6,67 6,24 6,40 2,66 4,00 6,33
+0,81a +1,20a +2.01b +1,96b +10,81a +0,47a : +3,20b
84,33 65,00 79,50 86,43 83,67 85,20 79,25
Linfacitos (%) 20880 do +4.97 +32.76 +4.95 +5,71 +3,21 +3,63 +4,57 80,67 +4,22
o 4180 76,20 86,50 58,00 80,86 75,38 73,40 69.00 65.80 +32.74
+4.66 +2.12 +17,83 +5,90 +8,30 +7,57 : 80 £32,
MonGait o 3,00 23,25 3,00 3,00 2,33 3,20 3,25 2,83
onocitos 0a2 +1,26 +39,19 +2.83 +2,08 +1,53 +1,92 +1,71 +1,72
9,60 2,50 13,50 8,43 8,63 6,00
(%0) d180 +7.44 +2.12 +3.11 +2.23 +6,65 +5,15 16,00 20,60 £32,68
12,33 11,00 17,50 9,43 13,33 10,80 17,25
Neutrofilos 20430 do +4.63a +6,68a +212b +4,12a +351a +1,64a, +4,03b 16,17 £3,54b
Segmentados (%) 12.80 11,00 17.25 9,71 14.88 20,40
d180 +6,76 +4.24 +14.31 +3,86 +8,46 +8,88 15,00 10,40 47,23
o 0,33 0,50 . 1,14 0,67 0,60 0,25 0,17
TR +0,52 +1,00 +1,21 +0,58 +0,55 +0,50 +0,41
Eosinofilos (%) Oa7 1,40 11,00 0,86 113 0,60
d180 +1,34 0 +20,67 +0,90 +1.13 0 0 +0,55
0,20
do 0 0 0 0 0 ! 0 0
Basdfilos (%0) Oal 0,45
d180 0 0 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0 0 0
0,
Bastonetes (%0) Raros 4180 0 0 0 0 0 0 0 0

*Segundo Weiss & Warddrop, 2010.
Valores em média + desvio-padrdo.
Na mesma linha, letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <0,05 ou menos).

NI_SFa: grupo néo infectado pelo T. cruzi com administragdo de salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa: ndo infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). |_SFa: infectado com
administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado com administracéo de salina na fase cronica (d90 a d120).

NI_EpoFc: ndo infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120). |_SFc: infectado com administragdo de salina da fase crénica (d90 a d120). |_EpoFc: infectado tratado com Epo na fase
cronica (d90 a d1120)
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5. Avaliacdo Bioquimica

Amostras sanguineas também foram utilizadas para dosagens bioquimicas para
determinacdo sérica da atividade enzimatica da aspartato aminotransferase (AST),
creatina quinase total (CK) e creatina quinase fracdo miocéardica (CK-MB) em
diferentes periodos experimentais (no inicio e no final, uma vez na fase aguda e outra na
fase cronica da infeccdo e em periodos equivalentes para os animais ndo infectados). O
objetivo foi avaliar os danos na célula cardiaca, pois essas enzimas sdo encontradas no

soro sanguineo em caso de lesdo da membrana celular.

5.1. Aspartato aminotransferase

Foi observada uma interacdo significativa entre a infeccdo e o dia experimental
na dosagem de AST (p <0,0001). No inicio do estudo (d0), o nivel de AST foi similar
entre os grupos. Diferenca foi vista tanto no dO, quanto no d15, dos animais NI
comparados com o d15, d90 e d180 dos animais | (Tabela 4). No grupo dos
camundongos I, dO foi diferente de d15, d90 e d180 (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito da interacdo entre infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e periodo

experimental na atividade da enzima aspartato aminotransferase (U/L).

N&o infectados Infectados
do 95.70 +£39.33a 84.41 +29.15a
dis 81.25 +25.28a 219.00 +66.68c
doo 146.48 +109.29b 151.68 +61,22¢
d180 114.79 +51.61b 182.76 +52.98¢

Dados em média * desvio padréo.
Valores que ndo dividem a mesma letra sdo significativamente diferentes (p <0,0001).

Observando de maneira individualizada cada um dos grupos ao longo do periodo
experimental, foi possivel verificar que, na auséncia de infecgdo pelo T. cruzi, os niveis
séricos de AST permaneceram 0s mesmos ao longo do tempo, independentemente do
tratamento com Epo, exceto nos grupos NI_SFc e NI_EpoFc nos quais uma diminuigéo

significativa foi encontrada no d15 (p <0,05).
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A atividade da AST teve comportamento semelhante nos grupos infectados, sem
efeito do tratamento com Epo (Figura 10). A seguinte tendéncia foi observada: valores
de d0 <d90 <180 <d15.
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Figura 10. Niveis sericos de aspartato aminotransferase (AST) nos diferentes
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grupos experimentais. NI_SFa (preto): grupo ndo infectado pelo T. cruzi com
administracdo de salina de d1 a d30. NI_EpoFa (cinza claro): ndo infectado e tratado
com Epo na fase aguda (d1 a d30). | _SFa (padrdo listrado azul): infectado com
administracao de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa (azul): infectado tratado com
Epo na fase aguda. NI_SFc (branco): ndo infectado com administracdo de salina de d90
a d120. NI_EpoFc (cinza escuro): ndo infectado tratado com Epo na fase crénica (d90 a
d120). |I_SFc (padrédo quadriculado azul): infectado com administracdo de salina da fase
crénica (d90 a d120). I_EpoFc (listas horizontais azuis): infectado tratado com Epo na

fase crénica. *Diferenca estatistica (p <0,05).

5.2. Creatina quinase total

Os valores de CK variaram bastante entre os grupos e entre os diferentes dias
experimentais em que ela foi dosada. Houve um efeito significativo do dia experimental
(p = 0,032) nos niveis de CK. Assim, maiores quantidades de CK foram dosadas em
d90 comparado ao d15 em todos os grupos, com excecdo do |_EpoFa. Neste, a atividade

sérica da CK em d15 foi significativamente maior comparada aos outros dias em que a
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medida foi realizada (p = 0,004) (Figura 13). Além disso, neste mesmo grupo 0s niveis
de CK no d180 aumentou significativamente comparado ao dO (p = 0,004). No grupo
NI_EpoFc, a CK no di15 foi significativamente menor que nos outros periodos (p =
0,023) (Figura 11).
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Figura 11. Niveis seéricos de creatina kinase total (CK) nos diferentes grupos
experimentais. NI_SFa (preto): grupo ndo infectado pelo T. cruzi com administracéo de
salina de d1 a d30. NI_EpoFa (cinza claro): ndo infectado e tratado com Epo na fase
aguda (d1 a d30). |_SFa (padrdo listrado azul): infectado com administracdo de salina
na fase aguda (d1 a d30). I_EpoFa (azul): infectado tratado com Epo na fase aguda.
NI_SFc (branco): ndo infectado com administracdo de salina de d90 a d120. NI_EpoFc
(cinza escuro): ndo infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120). |_SFc
(padrdo quadriculado azul): infectado com administracdo de salina da fase crénica (d90
a d120). |_EpoFc (listas horizontais azuis): infectado tratado com Epo na fase crénica.

*Diferenca estatistica (p <0,05).

5.3 Creatina quinase fracdo miocéardica

Os resultados mostraram que 0s animais tratados com Epo tiveram valores
significativamente menores de CK-MB (p =0,0008). Diferencas foram observadas na
interacdo entre infeccdo, substancia e dia experimental, mostrando que nos grupos

NI_Epo no d15 os niveis da enzima foram menores que NI_S em d180 (285,27 + 83,81
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e 557,42 £ 116,16 U/L, respectivamente); o mesmo foi observado comparando o0s
grupos NI_Epo no d180 com NI_S no mesmo periodo (223,63 +53,04 e 557,36 +116,16
U/L, respectivamente) e I_Epo no d90 em relagcdo aos NI_S no d180 (326,32 £187,81 e
557,36 £ 116,16 U/L, respectivamente). Provavelmente devido ao grande desvio-padréo
entre as amostras do mesmo grupo, 0s niveis de CK-MB foram maiores nos grupos
NI_S no d180 comparado aos I_S no mesmo periodo (557,36 + 116,16 e 325,46
+344,75 U/L, respectivamente).

A comparagdo dos niveis enzimaticos dentro do mesmo grupo ao longo do
periodo experimental mostrou que no grupo |I_SFa a CK-MB aumentou em d90, mas
em d180 retornou aos valores observados em dO e d15 (p =0,048) (Figura 12).
Surpreendentemente, em NI_EpoFa e NI_SFc, o valor de CKMB foi maior em d180 em
comparagdo com 0s outros periodos experimentais (p =0,007 e 0,035, respectivamente)
(Figura 12). Em I_EpoFc, os valores de CKMB diminuiram com o tempo (p = 0,046)
(Figura 12).
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Figura 12. Niveis séricos de creatina kinase fragdo miocardica (CK-MB) nos
diferentes grupos experimentais. NI_SFa (preto): grupo ndo infectado pelo T. cruzi
com administracdo de salina de d1 a d30. NI_EpoFa (cinza claro): ndo infectado e
tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). |_SFa (padréo listrado azul): infectado com
administracao de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa (azul): infectado tratado com
Epo na fase aguda. NI_SFc (branco): ndo infectado com administracdo de salina de d90
a d120. NI_EpoFc (cinza escuro): ndo infectado tratado com Epo na fase crénica (d90 a
d120). |I_SFc (padrédo quadriculado azul): infectado com administracédo de salina da fase
crénica (d90 a d120). I_EpoFc (listas horizontais azuis): infectado tratado com Epo na

fase crénica. *Diferenca estatistica (p <0,05).

6. Parametros ecograficos

A funcdo sistélica do ventriculo esquerdo foi estimada através da fracdo de ejecédo
(FE) e da fracdo de encurtamento (FEt). N&o foi observada diferenca estatistica na FE
mensurada ao longo do periodo experimental em cada um dos grupos, exceto para o
| Epo_Fa que apresentou maiores valores no d15 quando comparado ao d180 (77%
115,92 e 44,71% +17,89, respectivamente) (p = 0,03). Ou seja, a FE foi maior durante a
fase aguda da infeccdo, periodo no qual os animais foram tratados com Epo. A Tabela 5
classifica os animais no d180 de acordo com o grau de comprometimento cardiaco em

funcdo da FE. Sessenta por cento ou mais dos animais de cada um dos grupos NI,
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tratado ou ndo com Epo, apresentaram auséncia de disfuncédo sistélica (FE >55%). No
grupo |_EpoFc, 100% dos camundongos apresentaram FE normal. Em contrapartida, no
grupo |_EpoFa, 28,6% apresentaram FE normal, 42,8% disfuncéo sistélica leve e 28,6%

grave.

Tabela 5. Grau de comprometimento cardiaco utilizando como parametro a fracdo de

ejecdo do ventriculo esquerdo no final do periodo experimental.

Comprometimento cardiaco

Auséncia Leve Moderada  Grave N atrg tosltral
Grupos FEde4la FEde30a

experimpentais FE >55% 55% 40% FE <30%

NI_SFa 71,43% (5) 14,29% (1) 0% 14,29% (1) 7
|_SFa 57,14% (4) 28,57% (2) 0% 14,29% (1) 7
NI_EpoFa 100% (5) 0% 0% 0% 5
|_EpoFa 28,57% (2) 42,86% (3) 0% 28,57% (2) 7
NI_SFc 75% (6) 25% (2) 0% 0% 8
| SFc 66,67% (2) 33,33% (1) 0% 0% 3
NI_EpoFc 60% (3) 40% (2) 0% 0% 5
|_EpoFc 100% (8) 0% 0% 0% 8
Total 70% (35) 22% (11) 0% 8% (4) 50

NI_SFa: grupo néo infectado pelo T. cruzi com administragdo de salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa: ndo
infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). |_SFa: infectado com administragdo de salina na fase aguda
(d1 a d30). I_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado com administracéo
de salina na fase cronica (d90 a d120). NI_EpoFc: ndo infectado tratado com Epo na fase crdnica (d90 a d120).
I_SFc: infectado com administragdo de salina da fase cronica (d90 a d120). |_EpoFc: infectado tratado com Epo na
fase crénica (d90 a d120).

Em relacdo a FEt, foi encontrado uma interacdo significativa entre infeccdo e
substancia no d90 (p= 0,035). Os camundongos NI tratados com Epo apresentaram FEt
maiores que os | tratados com a mesma substancia (39,90 +8,85 e 28,13 +10,26,
respectivamente). Valores menores de FEt também foram observados nos animais |
tratados com Epo em comparacdo aos | que receberam salina (28,13 £10,26 e 42,11
111,16, respectivamente), sugerindo que a Epo ndo melhora este parametro. Entretanto,
os animais NI que receberam salina apresentaram FEt menor que aqueles | que também
receberam salina (30,64 £11,78 e 42,11 +11,16, respectivamente). A analise da FEt em
cada um dos grupos mostrou diferenca apenas no |_EpoFa que apresentou uma reducao
significativa entre o d15 e o di180 (p = 0,023) (42,15 +15,18 e 19,57 8,96,

respectivamente). Ou seja, neste grupo houve uma deterioracdo da capacidade sistdlica
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do VE (indicada pelo FE e FEt) com o passar da infecgdo (fase cronica) e apos o
tratamento com a Epo (realizado na fase aguda).

O diadmetro diastolico do VE (DIVED) fornece uma ideia global da fungéo
ventricular. No d90 houve uma interacdo significativa entre infeccdo, substancia e
periodo (p = 0,049) evidenciando um aumento nos animais | tratados com Epo na fase
cronica em comparacao aos NI tratados com Epo no mesmo periodo (2,2 £0,45 e 3,2
+0,86). A avaliacdo deste parametro em cada um dos grupos indicou diferengas no
NI_Epo_Fc (p = 0,001) sendo observado a seguinte cinética no DIVED: aumento
significativo com 15 dias de infecc¢do (d15), retorno aos valores observados em dO com
90 dias de infeccdo (d90) e novo aumento significativo com 120 dias de infeccdo
(d180). As medidas do DIVED foram as seguintes 2,0 mm em todos os animais do
grupo no do; 3,2 mm=0,86 no d15); 2,2 mm=0,45 no d90 e 3,2 mm+0,84 no d180. Um
aumento significativo no DIVED entre d15 e d180 foi evidenciado também no grupo
| S Fc (2,50 £0,71 e 3,33 £0,58, respectivamente, p = 0,019).

7. PCR quantitativa

7.1 Curva padréo para determinacédo da carga parasitaria

Para a quantificacdo absoluta do nimero de parasitos nas amostras de sangue,
coracdo, intestino e baco foi realizada a gPCR com iniciadores especificos do nDNA do
T. cruzi. Para isso, foi feita uma curva padrdo com diluicdes seriadas de concentracdes
conhecidas do parasito (10? a 10 parasitos) com eficiéncia de 97,7%, R? igual a 0,995 e
inclinacdo de -3,37 (Figura 13). Desta forma, consideramos que o limite de detec¢do do
nosso ensaio € de 0,001 parasito, ou seja, amostras com quantidade inferior foram

consideradas negativas.
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Figura 13. Curva padrédo a partir da amplificacdo de amostras de Trypanosoma
cruzi com concentracdes variadas. Na parte superior a direita esta a equacao da reta e
o coeficiente de regresséo linear (R?). Os circulos pretos com bordas azuis indicam cada
uma das amostras de T. cruzi com concentragdes de 10% a 10° parasitos/mL. Cq: ciclo

de quantificacéo.

7.2 Quantificacdo de DNA do Trypanosoma cruzi

A gPCR tendo como alvo nDNA do T. cruzi foi realizada nas amostras de
sangue, coracao, baco e intestino grosso em todos 0s grupos experimentais. A Figura 14
ilustra a curva de dissociacdo derivada e a curva de amplificacdo linear de amostras de
sangue de camundongos do estudo, assim como 0s controles negativos (branco e
amostras de camundongo ndo infectado pelo T. cruzi) e controle positivo (amostras de

T. cruzi). O padrao visto na figura foi semelhante para todos os tecidos.
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Figura 14. Padrao das curvas de dissociacédo e amplificacdo das amostras. A: Curva
de dissociacdo derivada. B: Curva de amplificacdo linear. Em azul escuro: branco e
controle negativo. Em vermelho: amostras de sangue de camundongos pertencentes ao

estudo. Em preto: amostras de T. cruzi.

A gPCR permitiu a detecgdo do parasito em todas as amostras de tecidos

infectados, com excegdo de uma amostra do bago de camundongo do grupo |I_EpoFa. A
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carga parasitaria variou bastante entre os diferentes tecidos (Tabela 6). O numero de
parasitos foi particularmente baixo no baco. Como esperado, a Epo ndo apresentou
efeito tripanocida. Entretanto, no coragdo a quantidade de DNA do T. cruzi foi menor
no grupo |I_EpoFc (p <0,0001), enquanto no baco ela foi maior neste mesmo grupo (p

<0,0001) quando comparado aos outros grupos experimentais.

Tabela 6. Anélise da carga parasitaria nos grupos experimentais e nos diferentes tecidos

(sangue, coracdo, baco e intestino).

Grupos

Experimentais Sangue Coracéo Intestino Baco
NI_SFa 0.000 +0a 0.00040a __ 0.001%0.001a _ 0.000 =0a
| SFa 0.207 +0.196b  0.328+0.272b 0.123 +0.140b  0.003 +0.001b
NI_EpoFa 0.000+0.001a  0.001+0.00la 0.000 +0a 0.000 +0a
|_EpoFa 162341290c  0.487 +0.369b 0.023+0.011b  0.003 +0.003b
NI_SFc 0.000 +0a 0.000+0a  0.000 +0a 0.000 +0a
|_SFc 1586 +0.825c  0.708 +0.401b 0.117 +0.109b  0.002 +0.001b
NI_EpoFc 0.000 +0a 0.001+0.001a  0.000 +0.000a ?_nggoa,b
|_EpoFc 2061 +1.750c  0.1090.108c 0.078 +0.038b  0.016 +0.014c

Valores em média + desvio-padrdo.

Valores na mesma coluna que nao dividem a mesma letra sdo significativamente diferentes (p <0,0001).
NI_SFa: grupo ndo infectado pelo T. cruzi com administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30).
NI_EpoFa: ndo infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). | _SFa: infectado com
administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a
d30). NI_SFc: ndo infectado com administracdo de salina na fase cronica (d90 a d120). NI_EpoFc: néo
infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120). |_SFc: infectado com administragdo de salina da
fase crénica (d90 a d120). |_EpoFc: infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120).

8. Avaliacdo Histopatologica

O coracdo e o baco foram analisados macroscopica e microscopicamente. Em
relacdo a avaliacdo macroscopica do coracdo, ndao foi observado a olho nu diferenca na
morfologia e tamanho do oOrgdo entre os camundongos dos diferentes grupos
experimentais. A Figura 15 ilustra este achado apresentando um painel de imagens dos
coracOes de camundongos | e NI tratados ou ndo com Epo. Quando os cora¢des foram
pesados apds eutanasia, 0 peso absoluto do 6rgdo e o peso relativo (razéo peso corporal
final/peso do coracdo) foram bastante semelhantes entre os diferentes grupos, sem efeito

da Epo.
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Figura 15. Fotos do coracdo coletado apos eutanasia ilustrando a semelhanca de
morfologia e tamanho no érgao em diferentes grupos experimentais. 10A: Coragédo
de camundongo ndo infectado que recebeu solucdo salina de d90 a d120 (animal do
grupo NI_SFc). 10B: Coracdo de camundongo ndo infectado tratado com Epo de d90 a
d120 (NI_EFc). 10C: Coragdo de camundongo infectado pelo T. cruzi que recebeu
solucdo salina de d90 a d120 (I_SFc). 10D: Coragdo de camundongo infectado pelo T.
cruzi e tratado com eritropoietina na fase crénica (I_EpoFc).

A avaliacdo da resposta tecidual foi realizada através de analise microscopica
dos tecidos infectados e ndo infectados pelo T. cruzi, tratados ou ndo com Epo, para a
deteccdo de possiveis alteracbes. No tecido cardiaco foram avaliados necrose de
cardiomiocitos, infiltrado mononuclear perivascular multifocal, infiltrado mononuclear
intersticial multifocal e fibrose. J& no tecido esplénico e intestino grosso foram
analisados hiperplasia dos foliculos esplénicos e infiltrado inflamatorio mononuclear
multifocal, respectivamente.

Foram observadas necrose de cardiomiécitos e fibrose cardiaca apenas nos
grupos |_SFa e |_EpoFa (Figura 16), enquanto os infiltrados inflamatérios multifocais

nas regides perivascular e intersticial do coracdo estavam presentes em todos 0s grupos
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infectados sem efeito da Epo (Figura 17) (Tabela 7). Ninhos de amastigotas foram
encontrados no coragao apenas em um camundongo do grupo |_Sfa (Figura 18).

Figura 16. Cortes histoldgicos do tecido cardiaco de camundongos infectados pelo
Trypanosoma cruzi, tratados ou ndo com eritropoietina. 17A: Coracdo de
camundongo infectado pelo T. cruzi que recebeu solucdo salina de d1 a d30 (I_SFa)
mostrando tecido com infiltrado inflamatdrio, fibrose e necrose (esta ultima, indicada
pela seta preta). 17B: Coragdo de camundongo infectado tratado com eritropoietina
(Epo) de d1 a d30 (I_EpoFa) mostrando tecido com infiltrado inflamatorio, fibrose e
necrose (esta Ultima, indicada pela seta preta). HE. Barra: 100 um.
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Figura 17. Cortes histologicos do tecido cardiaco de camundongos ndo infectados e infectados pelo Trypanosoma cruzi tratados ou ndo com
eritropoietina. No painel superior observam-se imagens do tecido cardiaco sem alteragdo: 17A: Camundongo do grupo NI_SFa; 17B: Camundongo do grupo NI_SFc;
17C: Camundongo do grupo NI_EpoFa e 17D: Camundongo do grupo NI_EpoFc. No painel inferior, sdo observadas alteragbes no tecido cardiaco: 17E: Camundongo do
grupo |_SFa mostrando infiltrado inflamatorio multifocal na regido intersticial; 17F: Camundongo do grupo |_SFc mostrando infiltrados inflamatérios multifocais nas regides
perivascular e intersticial; 17G: Camundongo do grupo |_EpoFa mostrando infiltrado inflamatorio multifocal na regido intersticial e 17H: Camundongo do grupo I_EpoFc

mostrando infiltrado inflamatorios multifocais nas regides perivascular e intersticial. HE. Barra: 100 um.
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Figura 18. Ninho de amastigotas no tecido cardiaco de camundongos infectado
pelo T. cruzi. Camundongos infectado que recebeu solucdo salina na fase aguda da
doenca de Chagas. Além dos ninhos de amastigoa, é possivel observar intenso infiltrado
inflamatorio. A seta preta indica regido com cardiomiécitos. Barra: 100 pum.

Na avaliacdo macroscopica do baco foi observado esplenomegalia em todos os
camundongos infectados pelo T. cruzi sem efeito da Epo. Diferenca significativa no
peso do baco dos animais | em relacdo aos NI (p = 0,0197) foi observado. A Figura 19

ilustra a esplenomegalia em animais infectados tratados ou ndo com Epo.
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Figura 19. Fotos do baco coletado ap0ds eutanasia mostrando esplenomegalia nos
grupos infectados pelo T. cruzi, sem efeito da eritropoietina. 19A: Baco de
camundongo ndo infectado que recebeu solugdo salina de d90 a d120. 19B: Baco de
camundongo ndo infectado pelo T. cruzi tratado com Epo de d90 a d120, em que €
possivel observar a esplenomegalia. 19C: Baco de camundongo infectado pelo T. cruzi
que recebeu solucdo salina na fase cronica, em que é possivel observar a
esplenomegalia. 19D: Baco de camundongo infectado pelo T. cruzi e tratado com

eritropoietina na fase cronica, em que € possivel observar a esplenomegalia.

Alteracdes microscopicas no tecido esplénico foram observadas em todos 0s
grupos, mesmo que fossem minimas (Tabela 7). A andlise estatistica mostrou um efeito
significativo da infeccdo (p <0,0272) com animais infectados mostrando grandes
alteracdes e um efeito significativo da substancia (p <0,0011) em que os camundongos

tratados com Epo apresentaram mais hiperplasia folicular do bago (Figura 20).
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Figura 20. Cortes histologicos do tecido esplénico de camudongos ndo infectados e infectados pelo Trypanosoma cruzi tratados ou nao

com eritropoietina. No painel superior observam-se imagens do bago sem alteragio: 20A: Camundongo do grupo NI_SFa; 20B: Camundongo do grupo NI_SFc; 20C:
Camundongo do grupo NI_EpoFa; 20D: Camundongo do grupo NI_EpoFc. No painel inferior observam-se bacos com diferentes graus de alteracdo tecidual: 20E:
Camundongo do grupo |_SFa mostrando hiperplasia dos foliculos linfoides; 20F: Camundongo do grupo |_SFc mostrando hiperplasia dos foliculos linfdides; 20G:
Camundongo do grupo |_EpoFa mostrando hiperplasia acentuada dos foliculos linféides; 20H: Camundongo do grupo |_EpoFc hiperplasia acentuada dos foliculos linféides.
HE. Barra: 100 pm.
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O intestino grosso de todos os grupos de camundongos ndo infectados apresentou
aparéncia morfoldgica normal. A infec¢do pelo T. cruzi teve um efeito significativo neste
tecido (p <0,0001), causando infiltrado inflamatério mononuclear multifocal (Figura 21). Os
grupos tratados com Epo apresentaram tendéncia a menor quantidade de células infiltradas
(Tabela 7).
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Figura 21. Cortes histoldgicos do intestino grosso de camundongos ndo infectados e infectados pelo Trypanosoma cruzi. No painel superior
observam-se imagens do intestino grosso sem altera¢do: 21A: Camundongo do grupo NI_SFa; 21B: Camundongo do grupo NI_SFc; 21C: Camundongo do grupo NI_EpoFa;
21D: Camundongo do grupo NI_EpoFc. No painel inferior, sdo observadas altera¢des no intestino grosso: 21E: Camundongo do grupo |_SFa mostrando infiltrado
inflamatério mononuclear multifocal; 21F: Camundongo do grupo |_SFc mostrando infiltrado inflamatério mononuclear multifocal; 21G: Camundongo do grupo |_EpoFa

mostrando infiltrado inflamatorio mononuclear multifocal; 21H: Camundongo do grupo |_EpoFc infiltrado inflamatério mononuclear multifocal. HE. Barra: 100 pm.
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Tabela 7. Andlise histopatoldgica para a deteccdo de alteracBes existentes nos diversos tecidos (coracdo, baco e intestino grosso).

Coracéo Baco Intestino Grosso
Infiltrado Infiltrado
Grupos Necrose Fibrose inflamatério inflamatério  Hiperplasia dos Infiltrado
Experimentais (regido perivascular) (regido foliculos inflamatdrio
glaop intersticial)
NI_SFa Presenca# 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 2/7 (28.6%) 0/7 (0%)
Quantificacdo™ 0 0 0 0 0.286 0
NI_EpoFa Presenca# 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 4/5 (80%) 0/5 (0%)
Quantificacdo™ 0 0 0 0 1.200 0
|_SFa Presenca# 5/7 (71.4%) 2/7 (28.6%) 6/7 (85.7%) 5/7 (71.4%) 3/7 (42.9%) 3/7 (42.9%)
Quantificacdo™ 0.714 0.286 0.857 1.429 0.429 0.857
|_EpoFa Presenca# 2/7 (28.6%) 1/7 (14.3%) 5/7 (71.4%) 6/7 (85.7%) 417 (57.1%) 3/7 (42.8%)
Quantificacdo™ 0.286 0.143 0.714 1.143 0.571 0,429
NI_SFc Presenca# 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 0/7 (0%) 417 (57.1%) 0/7 (0%)
Quantificacdo™ 0 0 0 0 0.63 0
NI_EpoFc Presenca# 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 5/5 (100%) 0/5 (0%)
Quantificacdo* 0 0 0 0 1.200 0
I_SFc Presenca# 0/3 (0%) 0/3 (0%) 2/3 (66.7%) 3/3 (100%) 1/3 (33.3%) 3/3 (100%)
Quantificacdo* 0 0 0.667 1.000 0.333 1.000
I_EpoFc Presenca# 0/8 (0%) 0/8 (0%) 3/8 (37.5%) 7/8 (87.5%) 6/8 (75%) 5/8 (62.5%)
Quantificacdo* 0 0 0.375 1.000 0.750 0.625

#Presenca: indicada em n amostral apresentando a alteracéo/n total e em porcentagem.

*Quantificacdo: Total de alteragdes quantificadas/n
Valores na mesma coluna que ndo dividem a mesma letra sdo significativamente diferentes (p <0,0001).

NI_SFa: grupo néo infectado pelo T. cruzi com administra¢do de salina na fase aguda (d1 a d30). NI_EpoFa: ndo infectado e tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). |_SFa: infectado com
administracdo de salina na fase aguda (d1 a d30). |_EpoFa: infectado tratado com Epo na fase aguda (d1 a d30). NI_SFc: ndo infectado com administracéo de salina na fase cronica (d90 a d120).

NI_EpoFc: ndo infectado tratado com Epo na fase cronica (d90 a d120). |_SFc: infectado com administracdo de salina da fase cronica (d90 a d120). |_EpoFc: infectado tratado com Epo na fase
cronica (d90 a d120).
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VI. DISCUSSAO

Nos Ultimos anos, hovos compostos e esquemas terapéuticos tém sido testados para
combater a infeccdo pelo T. cruzi, alguns deles com resultados promissores (Silva et al.,
2008; Buckner et al., 2012; Maximiano et al., 2010; Soeiro et al., 2013). Entretanto, apesar
dos avancos, ainda ndo foram encontrado tratamentos realmente eficazes, particularmente
para a fase crénica da doenca. A necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas mais
eficientes, seguras e acessiveis permanecem (Urbina et al, 2009).

A eritropoietina (Epo) tem sido usada na medicina cardiovascular h4 anos (van der
Meer et al., 2004) devido as suas propriedades na reducdo de processos apoptdticos,
inflamatorios e isquémicos (Ricksen et al., 2008; Buemi et al., 2002) e ao seu potencial em
reverter a remodelagem ventricular, melhorando, assim, a funcdo miocéardica (Calvillo et
al., 2003; Smith et al., 2009). Entretanto, ndo é conhecida a a¢do da Epo no curso da DC.
Em nossas buscas ndo encontramos trabalhos publicados com avaliagdo dos efeitos desta
molécula no coracdo do paciente infectado pelo T. cruzi. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo averiguar 0s possiveis efeitos cardioprotetores da Epo em animais
experimentalmente infectados pelo T. cruzi. Assim, foi realizado o tratamento com Epo na
fase aguda, pois 0s acontecimentos no inicio da infeccdo definem o curso da doenga (Dutra;
Gollob, 2008) e também na fase cronica.

Em estudos com animais, a dose de Epo utilizada é mais elevada que a administrada
em humanos. Em roedores é comum a utilizacdo de 5000 Ul/kg (Jerndal et al., 2010; Peng
et al., 2014). Contudo, nos estudos com altas doses o tratamento é de curta duracdo e na
auséncia da infeccdo pelo T. cruzi. Em nosso trabalho ndo foi realizado estudo de dose-
resposta. Fez-se a opcdo pelo uso de 2000 Ul/kg (como em Andrade et al.,2018) uma vez
que o tratamento seria realizado durante um més. Altas doses de Epo podem provocar um
aumento rapido e elevado no hematocrito aumentando a viscosidade sanguinea o que
resulta em sobrecarga cardiaca com possiveis complicacdes como hipertensdo, trombose e
acidente vascular encefalico (Cernaro et al., 2014).

Por ser considerado um bom modelo experimental para estudos sobre a DC
(Gongalves et al., 1998), o trabalho foi realizado em camundongos (Mus musculus). A
linhagem escolhida foi C57BL/6, pois sdo mais resistentes a infeccdo (Gongalves-da-Costa
et al.,, 2002) minimizando a possibilidade de morte durante o periodo experimental e

reduzindo o nimero de animais necessarios. Em relagcdo ao sexo, o trabalho foi feito com
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fémeas, pois segundo Trischmann e Bloom (1982) estas sdo mais resistentes ao T. cruzi,
aumentando a taxa de sobrevida. Como o grau de resisténcia varia com a cepa do parasito
(Andrade et al.,, 1985), a utilizada para inoculacdo dos animais foi a Colombiana
(classificada como Tcl), pois esta apresenta alta infectividade (Zingales et al., 2009). Desta
forma, consideramos uma boa escolha a juncdo de linhagem de camundongos resistente a
infeccdo pelo T. cruzi com cepa patogénica.

O aumento do tamanho do bago é visto em inimeras condi¢Ges patoldgicas e
geralmente é causado por doencas que acometem outros 6rgdos. As doencas infecciosas
podem ser responsaveis por até 36% dos casos (para revisdo, Rotbain et al., 2017). Esse
aumento decorre do fato do baco, 6rgdo do sistema imune, estar envolvido nas infecgdes do
organismo (Pereira et al., 1999). No presente estudo foi possivel observar a olho nu o
aumento no volume do baco em todos os animais infectados, como também nos tratados
com Epo, infectados ou ndo. A analise histopatoldgica confirmou esses achados. A
esplenomegalia observada nos casos de infeccdo pelo T. cruzi pode ser resultado do
processo infeccioso, mas também consequéncia de alteracdes hemodinamicas devido a
alteracdes cardiacas (Pereira et al., 1999). De maneira surpreendente, a hiperplasia dos
foliculos esplénicos foi mais frequente nos camundongos NI tratados com Epo (80% dos
animais) em comparacao aos | tratados com Epo (67%). A esplenomegalia ja foi descrita
como um efeito adverso da Epo (Sato et al., 1992). J& foi mostrado, por exemplo, que
durante periodos de estresse eritropoiético o baco pode ter seu tamanho aumentado em até
10 vezes (Richmond et al., 2005). Carneskog et al. (1999) mostraram que diferentes tipos
de policitemia provocam um aumento no volume do baco.

Na fase aguda da DC, principalmente quando a transmiss@o acontece por via oral, a
esplenomegalia pode ser observada (Pinto et al., 2008; Cavalcanti et al., 2009; Pinto et al.,
2009). Nesta fase, o aumento no volume do baco é facilmente explicado pela reacdo
imunologica sistémica. De acordo com Sim@es et al. (2018), somado a isso, a
esplenomegalia esta correlacionada a elevada parasitemia. Contudo, em estudo com
cachorros na fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, Vieira et al. (2009) ndo detectou, por
imuno-histoquimica, parasitos no baco. No presente trabalho, o parasitismo ndo foi
avaliado na fase aguda. Na fase cronica, a carga parasitaria determinada por qPCR foi
extremamente baixa no baco, ndo sendo visto, inclusive, parasitos em uma das amostras
previamente infectada pelo T. cruzi.

Em relacdo ao coracdo, ndo foi observada diferenca na morfologia e tamanho do

orgado entre os camundongos dos diferentes grupos experimentais ao final do experimento.
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Isso difere dos resultados obtidos em humanos, onde é observado cardiomegalia em cerca
de 30% dos pacientes na fase crénica sintomatica (Urbina, 2010; Marin-Neto et al.,
2007; Rassi et al., 2010).

Em todos os animais infectados foi possivel detectar o parasito no coragdo por
gPCR. A carga parasitaria foi semelhante entre os grupos infectados, com exce¢do do
|_EpoFc que apresentou nimero significativamente menor de parasitos neste tecido. Neste
mesmo grupo, um menor nimero de animais apresentou infiltrado inflamatorio na regido
perivascular (38%) em comparacdo aos outros grupos com camundongos infectados (88%
nos |_SFa, 71% nos |_EpoFa e 67% nos |_SFc). Sabe-se que a Epo diminui 0s processos
inflamatorios no coracdo. Esta glicoproteina tem atividade antagbnica as citocinas pro-
inflamatorias, além de promover a cicatrizacdo apés lesdo (para revisdo, Nekoui; Blaise,
2017). Desta forma, esperdvamos uma diferenca mais marcante nos grupos tratados com
Epo, com menor presenca de infiltrado inflamatdrio, mas ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos experimentais.

Por outro lado, a incidéncia de infiltrado inflamatério na regido intersticial foi
semelhante entre os grupos infectados, com 100% dos animais do grupo | _SFc
apresentando essa caracteristica. A esse respeito, a presenca de infiltrado inflamatdrio
acompanhado de alteracdo na funcdo dos cardiomidcitos em camundongos infectados com
a cepa Colombiana tem sido relatada na literatura (Andrade, 1990; Cruz et al., 2016).

A presenca de ninhos de amastigotas foi vista somente em uma amostra de tecido
cardiaco do grupo |I_SFa. Na fase cronica ndo foram observados ninhos de parasitos no
coracdo ou intestino. E sabido que o parasitismo tecidual crénico é menor que na fase
aguda, desta forma, a utilizacdo de tecnicas de imuno-histoquimica talvez permitisse a
visualizacdo de ninhos de amastigotas no miocardio, intestino grosso e talvez no baco.

Usando técnicas como a qPCR e sistemas de imagem de bioluminescéncia que sao
bastante sensiveis permitindo a detec¢do do T. cruzi em diferentes tecidos, mesmo em
baixas quantidades (Cummings et al., 2003; Lewis et al., 2014; Silberstein et al., 2018), o
intestino passou a ser considerado como um dos reservatérios do parasito na fase cronica da
DC (Lewis et al., 2014). Em nosso estudo, foi possivel detectar o DNA do T. cruzi em
todas as amostras de intestino grosso dos animais infectados. Entretanto, a carga parasitaria
foi mais baixa que no sangue e no coracdo. Além disso, a carga parasitaria nos animais |
tratados com Epo apresentou uma tendéncia & diminui¢do em relacéo aos | ndo tratados. A
presenca de infiltrado inflamatério foi vista em todos os animais infectados. Os

camundongos | que receberam salina ou Epo na fase aguda tiveram 0 mesmo namero de
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animais apresentando infiltrado inflamatério (42% em cada um dos grupos). Quando as
solugdes foram administradas na fase cronica da doenca, 100% dos camundongos nao
tratados com Epo apresentaram infiltrado inflamatdrio, enquanto a taxa caiu para 63% nos
tratados. Assim como no coracéo, os resultados do intestino sugerem um pequeno efeito
positivo da Epo na DC murina quando o tratamento € realizado na fase cronica da infeccao.

O sangue € o tecido mais utilizado para deteccdo do T. cruzi por gPCR. Na fase
aguda isso acontece pela alta parasitemia no sangue periférico. As outras razdes sdo a
coleta simples e a possibilidade de obtencdo de grandes volumes (Hagstrém et al., 2019).
Em nosso estudo, o sangue foi o tecido que apresentou maior carga parasitaria, com o
grupo |_EpoFc apresentando quantidade significativamente maior de T. cruzi em relacéo
aos grupos. Como esperado, a Epo ndo apresentou efeito tripanocida, mas pode ter
permitido um maior nimero de parasitas na circulacdo sanguinea. Isso talvez pudesse ser
explicado por uma diminuicdo da resposta inflamatoria ocasionada pela Epo, o0 que poderia
facilitar a sobrevivéncia dos parasitos na circulacdo dos animais tratados. Embora estudos
mostrem a acdo anti-inflamatoria da Epo em alguns tecidos, os resultados histologicos do
presente estudo ndo apontaram isso de maneira significativa.

Em relacdo as amostras de sangue, elas sdo utilizadas em muitos contextos
experimentais, pois permitem a dosagem de um grande nimero de fatores, como proteinas,
enzimas e hormonios. Desta forma, biomarcadores obtidos a partir do sangue sdo Uteis no
diagndstico e prognostico de muitas situacoes clinicas (Lee; Goosens, 2015). O hemograma
completo permite a avaliacdo da composicdo sanguinea, que € dinamicamente regulada e,
a0 mesmo tempo, facilmente alterada. E um exame diagndstico geralmente limitado,
entretanto, fornece informacdes sobre o estado clinico geral e processos infecciosos
bacterianos, virais ou parasitologicos (Gonzalez; Silva, 2006). Neste sentido, os linfocitos
tem papel fundamental na resposta imune do organismo. Geralmente grande quantidade é
formada e liberada na circulacdo quando agentes estrangeiros penetram no organismo
(Nikolich-Zugich et al., 2004). No curso da infeccdo pelo T. cruzi, os linfocitos sofrem
apoptose promovendo, entre outras coisas, liberacdo dos parasitos pelos macrofagos
(Cabral-Piccin et al., 2016). Em nosso trabalho ndo observamos alteracdo no nimero de
linfocitos apds 180 dias de infeccdo. Na realidade, a contagem sanguinea das
subpopulaces de WBC ndo variou entre os diferentes grupos experimentais.

Os linfécitos compreendem 70 a 80% do total WBC em camundongos (Weiss;
Wardrop, 2010). Em nosso estudo identificamos valores inferiores (entre 58 a 69%) em

alguns grupos experimentais. Vale ressaltar que o nimero de WBC varia, entre outros, com
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os procedimentos realizados durante a coleta (anestesia, horario da coleta, via de coleta, ...).
Desta forma, é fundamental manter controladas as varidveis durante a coleta de sangue para
minimizar divergéncia nos resultados (Weiss; Wardrop, 2010). Entretanto, o procedimento
de coleta foi padronizado (plexo orbital sob anestesia). Apenas o horario de coleta pode ter
sido variavel, pois ela se iniciava as 9h da manh&, mas em fun¢do do nimero de animais
experimentais, finalizava ao meio dia.

Em relagdo ao niumero de WBC totais, este estava aumentado nos grupos NI_SFa e
|_SFa no inicio do periodo experimental (d0). Isso pode significar que neste momento o
organismo desses animais estava submetido a algum estresse fisiologico que foi corrigido
ao final do experimento (d180) quando houve um decréscimo significativo, sendo este mais
importante no grupo NI_SFa. Alteragcdes hormonais ocorrem em situag0es de estresse e isto
modifica a concentracdo das células sanguineas (Engler et al., 2004). Apesar da observacao
de infiltrado inflamatério no coracdo e intestino dos animais infectados com presenca
importante de linfocitos, evidenciado pelos estudos histopatologicos, a modificacdo na série
branca circulante no sangue ndo foi evidenciada.

Pelo pequeno tamanho corporal, nos camundongos, a contagem de RBC & mais
elevada que em outras espécies, variando entre 7 a 11 x10® mm? (Weiss; Wardrop, 2010).
Os valores encontrados nos diferentes grupos experimentais permaneceram proximos a esta
faixa (média geral = 8,04 x10® mm?®). Em camundongos pode-se considerar como valor de
referéncia 10 a 17 g/dL a concentracdo de HGB (Weiss; Wardrop, 2010). Os grupos
NI_EpoFa, NI_EpoFc e |_SFc tiveram valores levemente abaixo no d0 (9,04 a 9,73 g/dL).
Em relacdo ao Ht, em camundongos ele é considerado normal estando entre 35 e 52%
(Weiss; Wardrop, 2010). Todos 0s grupos experimentais tiveram o hematdcrito dentro
desta faixa. O animais NI_SFa apresentaram valores baixos de Ht no d0 (35,50% =*4,50).
Estes foram significativamente inferiores aos outros grupos experimentais. Gonzalez &
Scheffer (2003) afirmam que variacdes no hemograma podem ocorrer em funcéo da idade,
alimentacdo, manejo, alojamento e, é claro, do estado de saide. Contudo, como todos 0s
animais foram mantidos no mesmo rack ventilado e sob as mesmas condi¢fes de umidade,
temperatura e alimentacdo, n6s ndo conseguimos explicar essa diminui¢do no Ht no grupo
NI_SFa.

Como mencionado anteriormente, informac6es a respeito do estado clinico podem
ser obtidos através da determinacdo dos parametros bioquimicos (Gonzélez et al., 2001).
No presente estudo foi avaliado as atividades séricas de CK total, CK-MB e AST em

diferentes periodos experimentais A enzima AST ¢é classicamente utilizada para avaliacao
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hepatica, pois é encontrada em altas quantidades no figado. Contudo, também esté presente
no musculo esquelético e no coracdo em menores quantidades, sendo Util para identificacdo
de alteracOes cardiacas. Em caso de lesdo nestes tecidos as enzimas sairdo da célula e serdo
mensuradas em maior quantidade no soro/plasma sanguineo (Stockham, 1995). Tem sido
sugerido a utilizagdo da relacdo CK/AST no diagndstico de doengas cardiacas, em
particular no infarto do miocardio (Dufour, 1988). Calculamos a razdo CK/AST dos
diferentes grupos em dO, d15, d90 e d180 (dados ndo mostrados). Entretanto, como as
dosagens de AST, mas principalmente de CK, apresentaram enorme variabilidade intra-
grupo, isso se traduziu na razdo CK/AST, ndo sendo percebido um padrdo ou tendéncia,
dificultando a interpretacdo dos resultados. Nossos dados ndo concordaram com a
observacdo de Dufour (1988) que afirma que a relacdo CK/AST muda pouco com o tempo.
Esse autor sugere que uma Unica medida poderia bastar para avaliar individuos com CK
aumentada. De qualquer maneira, a interpretacdo da relagdo CK/AST deve ser feita com
muita cautela, pois valores séricos aumentados para AST juntamente com valores normais
de CK sugerem dano hepatico e ndo muscular.

Stockham (1995) afirma que injecdes intramusculares podem permitir a saida da
AST (assim como da CK e CK-MB) das fibras musculares aumentando os valores séricos.
Porém, em nossos animais as solugdes administradas (salina ou Epo) e a anestesia (no
momento da colheita sanguinea) foram realizadas por via intraperitoneal. Por outro lado,
algumas amostras estavam hemolisadas no momento da avaliacdo bioquimica. 1sso pode
justificar valores de AST (ou CK e CK-MB) mais elevados, pois as hemécias contém
essa(s) enzima(s). Logo, em caso de lise a AST sera liberada no soro. Como a colheita
sanguinea em camundongos ndo permite a obtencdo de grandes volumes, ao mesmo tempo
em que ndo é possivel fazer coletas muito frequentes de maneira a ndo colocar em risco o
bem-estar dos animais (Hoff, 2000), todas as amostras coletadas possibilitando a realizacao
do hemograma e da avaliacdo dos parametros bioquimicos foram utilizadas. Apenas foram
eliminadas amostras sanguineas que de fato impossibilitaram a realizacdo dos exames. Ou
seja, a utilizacdo de amostras ndo adequadas para a realizacdo do hemograma e da
avaliacdo bioquimica pode ter trazido um viés em nossos resultados, que devem ser vistos,
entdo, com precaucao.

A CK é um bom marcador de dano muscular. Ela esta presente em altas quantidades
nos musculos estriados (esquelético e cardiaco) e lisos. A estrutura molecular grande da CK
e de sua subunidade fracdo miocardica (CK-MB) impede que elas sejam liberadas do tecido

para a corrente sanguinea, exceto em casos de lesdo da membrana muscular (Schneider et
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al., 1995). Da mesma forma que a AST, amostras hemolisadas ou aquelas em que a
recuperacdo do soro a partir de amostra com coédgulo foi demorada podem produzir um
aumento nos valores de CK, pois as hemacias possuem substéncias que interferem na
dosagem desta enzima (Stockham, 1995). Caso isso aconteca, a elevacdo encontrada
representa um resultado errdneo devido a falha metodoldgica.

Os valores de CK variaram bastante intra e extra grupos. Em todos os grupos
experimentais maiores quantidades de CK foram dosadas em d90 comparado ao d15,
exceto no |_EpoFa. Neste grupo a atividade sérica da CK em d15 foi significativamente
mais elevada que nos outros periodos. Como esses animais foram tratados na fase aguda,
talvez a Epo tenha assegurado uma protecdo nas células do miocardio, permitindo a
diminuicdo de danos no tecido cardiaco. Entretanto, se essa acdo protetora de fato
aconteceu, ela ndo impediu que com 180 dias de infec¢do o0s animais apresentassem valores

de CK superiores aos mensurados em dO.

Assim como a dosagem da CK sérica, a CK-MB é bastante usada como marcador de
lesdo ou doenca nos musculos esqueléticos e cardiaco (Schneider et al., 1995). A
administracdo de Epo fez com que os niveis de CK-MB séricos fossem significativamente
menores em comparacao aos que receberam salina. Isso indica um efeito protetor da Epo no

miocardio.

A funcéo cardiaca dos animais foi avaliada através de ecografia transtoracica (ETT).
Como uso da ETT em modo M, é possivel visualizar anormalidade anatdmica e fisiologica
do coracdo de forma ndo invasiva. (Bestetti et al., 2016). A ETT € um método util no
diagnostico de disfuncdo ventricular, sendo de importancia na cardiomiopatia cronica da
doenca de Chagas (Simdes et al., 2018; Nunes; Rocha, 2009), embora seu interesse no
prognostico da DC ainda néo esteja bem estabelecido (Viotti et al., 2004). Entretanto, 0 uso
desta técnica em nosso estudo apresentou algumas limitacbes. O aparelho usado nos
exames € de uso veterinario, porém nao especifico para utilizacdo em animal de pequeno
porte como camundongos. Desta forma, ndo foi possivel coletar dados de todos os

parametros usualmente avaliados na ETT.

Idealmente, a ETT deveria ser realizada sem anestesia para evitar seus efeitos
negativos no controle autonémico do coracdo, na contratilidade do miocardio e na
frequéncia cardiaca (FC) (Pachon et al., 2015). Entretanto, em nosso estudo os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura de ketamina e xilazina e embora a
dose tenha sido padrdo, a resposta dos animais pode variar. Além disso, o tempo entre a
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anestesia e a realizacdo da ETT deve ser o0 mesmo para todos 0s animais para evitar
diferentes graus de recuperagdo da anestesia. Assim, a escolha do anestésico apropriado, a
dose a ser usada e o conhecimento de possiveis alteragcdes no sistema cardiovascular devem
ser levados em consideracao para a acuracia dos resultados (Baudouy et al., 2017). Embora
a mistura de ketamina e xilazina seja usada, Pachon et al. (2015) mostraram que a ketamina
sozinha é uma melhor opcédo. Diante do exposto, embora a FC tenha sido aferida durante a
ETT ela foi desconsiderada para evitar viés nos resultados. Em consequéncia, 0s valores de

débito cardiaco (Qc) também ndo foram levados em conta.

De maneira geral ndo foram encontradas muitas diferencas nos parametros
ecocardiograficos avaliados. A utilizacdo de equipamento especifico para uso laboratorial
em pequenos roedores permite precisdo nas medidas avaliadas e a detec¢do precoce de
alteracdes cardiacas (Esporcatte et al., 2010). Apesar disso, ecocardiogramas para uso
animais e até mesmo para uso humano tém sido adaptados para avaliagdo da funcao
cardiaca em camundongos (Baudouy et al., 2017). Para a obtencdo de imagens satisfatorias
em pequenos roedores € necessario utilizar transdutores com frequéncias entre 10 a 15
MHz (para revisdo, Abduch et al., 2013). Nos utilizamos 11 MHz.

No presente trabalho, nem a infeccdo pelo T. cruzi e nem o tratamento com a Epo
alterou de maneira significativa a funcdo cardiaca. Talvez isso tenha acontecido, pois a
linhagem de camundongos utilizada neste estudo é resistente as infecces pelo T. cruzi.
Além disso, embora camundongos sejam muito utilizados como modelo da DC, ao
considerar a disfuncéo ventricular esquerda, eles parecem nédo reproduzir a doenca humana
e isso € uma limitacdo para todos os estudos que tentam avaliar terapias para

cardiomiopatia chagasica (Mello et al., 2015).

Em relacdo ao diametro diastélico do VE (DIVED), que fornece uma ideia global da
funcdo ventricular, no d90 o grupo | _EpoFc apresentou aumento em comparacdo ao
NI_EpoFc. Isso evidencia um papel negativo da infec¢do nesta variavel, sem efeito da Epo,

pois o tratamento nestes grupos comecgou apos a realizacdo do exame.

Geralmente, os parametros mais usados para avaliar quantitativamente a funcéo do
sistélica do VE é a FE e a FEt (Ortiz et al., 1986). Apesar de ndo haver diferenca estatistica
na FE ao longo do periodo experimental em cada um dos grupos, exceto para o |_EpoFa,
existe uma tendéncia a sua manutencdo nos camundongos infectados e tratados com Epo na

fase cronica. A observacdo da Tabela 5 permite verificar que a FE foi acima de 55%,
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indicando auséncia de comprometimento cardiaco, em todos os animais dos grupos
NI_EpoFa e |_EpoFc. Por outro lado, comprometimento cardiaco grave foi visto em um
animal do grupo NI_SFa, um do |_SFa e em dois |_EpoFa.

A FEt foi menor nos animais infectados tratados com Epo em relacdo aos infectados
que receberam salina, sugerindo que a Epo ndo melhora este pardmetro. No grupo |_EpoFa
foi observado a deterioracdo da capacidade sistélica do VE (indicada pelo FE e FEt) com a
cronificacdo da infeccdo e isso apds 30 dias de tratamento com Epo na fase aguda. Esse
resultado foi confirmado pelos estudos histopatolégicos, pois este grupo apresentou necrose
de cardiomidcitos, fibrose no tecido cardiaco (achados presentes somente neste grupo e no
|_SFa), além de intenso infiltrado inflamatdrio no miocéardio.
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VII. CONCLUSAO

Retomando os objetivos especificos, podemos fazer as seguintes conclusées:

e Estudo do perfil hematoldgico: De maneira geral, os valores encontrados estavam
dentro dos valores de referéncia para camundongos C57BL/6 sadios. A realizagédo
do exame ap0s infeccdo de longo prazo (180 dias) resultou em poucas modificacdes
nos parametros hematoldgicos. A realizacdo do hemograma em outros momentos
durante o curso da infecgcdo pelo T. cruzi poderia trazer informagdes mais valiosas.

e Verificagdo de alteracdo em pardmetros bioquimicos indicadores de lesdes cardiaca:
N&o ha valores de referéncia validados e aceitos para camundongos, embora uma
série de estudos tenham sido feitos na tentativa de estabelecer o perfil bioquimico
nesses animais. No presente estudo foi percebido uma grande variabilidade intra e
inter-grupos na atividade sérica das enzimas AST, CK e CK-MB. Vale ressaltar que
a administracdo de Epo fez com que os niveis de CK-MB séricos fossem
significativamente menores em comparagdo aos animais que receberam salina. 1sso
sugere um efeito protetor da Epo no miocéardio.

e Avaliacdo do funcionamento cardiaco atraves de ecocardiograma: Apesar de nao
haver modificacdes significativas importantes na FE, foi possivel notar que 100%
dos animais infectados tratados com Epo na fase cronica (I_EpoFc) tiveram FE
normal. O mesmo s6 aconteceu no grupo NI_EpoFa. Isso sugere um efeito positivo
da Epo na funcéo cardiaca.

e Avaliacdo da influéncia do tratamento com Epo na carga parasitaria em
camundongos infectados pelo T. cruzi: A gPCR se mostrou um bom método para
quantificacdo da carga parasitaria em diferentes tecidos. Maior nimero de parasitos
foi observado no sangue, em relacdo aos outros tecidos avaliados. A carga
parasitaria no sangue tendeu a ser maior nos grupos tratados com Epo.

e Analise dos efeitos do tratamento com Epo no coracgdo, baco e intestino grosso de
camundongos infectados pelo T. cruzi mediante analise histopatoldgica:

- Hiperplasia dos foliculos esplénicos foi observada em todos os grupos, mas ela
foi minima nos animais ndo infectados. Os camundongos tratados com Epo

apresentaram hiperplasia folicular mais intensa. Talvez o estresse hematopoiético
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causado pelo tratamento com Epo tenha provocado essa alteracdo de maneira
duradoura.

- No intestino de todos os camundongos nédo infectados apresentou aparéncia
morfolégica normal, enquanto os infectados apresentaram infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal. Os grupos tratados com Epo apresentaram tendéncia a
menor quantidade de infiltrado inflamatorio.

- De maneira geral os resultados histopatoldgicos do tecido cardiaco confirmaram
os achados ecograficos e de atividade da CK-MB. Enquanto no grupo |_EpoFa
necrose e fibrose foram observados, além de infiltrado inflamatério, as imagens do

grupo |_EpoFc sugerem um possivel efeito positivo da Epo.

Diante do exposto, podemos concluir que a Epo parece néo ter efeitos significativos
quando administrada isoladamente na DC murina, ja que apenas alguns dos parametros
avaliados sugeriram um efeito cardioprotetor. Desta forma, mais estudos s&o necessarios

para comprovar seu real interesse nas infeccdes pelo T. cruzi.
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