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Papel do oxido nitrico no desenvolvimento de lesoes
cardiacas na fase aguda da infeccao experimental
pelo Trypanosoma cruzi

Role of nitric oxide in the development of cardiac lesions during the
acute phase of experimental infection by Trypanosoma cruzi
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Lucio Roberto Castellano', Javier Emilio Lazo Chica?, Sanivia Aparecida de Lima Pereira®,
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RESUMO

A doenga de Chagas é causada pelo 7rypanosoma cruzi e o coragio é o 6rgdo mais acometido. O 6xido nitrico apresenta importante acéo anti-
Trypanosoma, porém, com pouca evidéncia de seu papel no mecanismo de lesdo tecidual. O objetivo deste estudo foi analisar a contribui¢do do 6xido
nitrico no desenvolvimento da inflamagdo e da fibrose cardiaca na fase aguda da infec¢o experimental por cepas Y e Colombiana do 7rypanosoma
cruzi. A inflamagfo foi significativamente maior nos animais infectados pela cepa Colombiana, comparada com os infectados com a cepa Y, tanto
nos animais C57BL/6 (3,98x1,87%; p=0,004) quanto nos animais C57BL/6 deficientes na sintase do 6xido nitrico induzivel (3,99x2,4%; p=0,013).
0 parasitismo cardiaco dos animais C57BL/6 deficientes na sintase do 6xido nitrico induzivel infectados pela cepa Colombiana foi significativamente
maior que o destes mesmos animais infectados com a cepa Y (2,78x0,17 ninhos/mm?; p=0,004) assim como, os animais C57BL/6 infectados com a
cepa Colombiana (2,78x1,33 ninhos/mm?, p=0,006) ou cepa Y (2,78x0,53 ninhos/mm?, p=0,005). Os dados refor¢am o papel do 6xido nitrico no
controle do parasitismo e sugerem seu papel na protecio tecidual, controlando a inflamacio e potencialmente diminuindo lesdes cardiacas durante
a fase aguda na doenga de Chagas experimental.
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ABSTRACT

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi and the heart is the organ most affected. Nitric oxide has notable anti-77ypanosoma action, but with
little evidence regarding its role in the mechanism for tissue injury. The objective of this study was to analyze the contribution of nitric oxide towards
the development of inflammation and cardiac fibrosis during the acute phase of experimental infection by Y and Colombian strains of Typanosoma
cruzi. The inflammation was significantly more intense in animals infected with the Colombian strain, compared with those infected with the Y strain,
both in C57BL/6 animals (3.98 vs 1.87%; p = 0.004) and in C57BL/6 animals deficient in inducible nitric oxide synthase (3.99 vs 2.4%; p = 0.013).
The cardiac parasite load in inducible nitric oxide synthase-deficient C57BL/6 animals infected with the Colombian strain was significantly greater
than in those infected with the Y strain (2.78 vs. 0.17 nests/mm? p = 0.004), and also significantly greater than in the C57BL/6 infected with both
the Colombian strain (2.78 vs 1.33 nests/mm?; p = 0.006) and Y strains (2.78 vs 0.53 nests/mm? p = 0.005). The data confirm that nitric oxide has
arole in parasite load control and suggest that it has a role in tissue protection, through controlling inflammation and potentially reducing cardiac
lesions during the acute phase of Chagas disease.
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A doenca de Chagas possui carter endémico em largas
extensoes territoriais do continente americano e apesar dos
recentes progressos no controle da doenca, aproximadamente
20 milhdes de pessoas ainda estdo cronicamente infectadas' 2.
A fase aguda, que pode ser ou nio sintomitica®, é seguida por
um longo periodo de laténcia. O grau de comprometimento das
células cardiacas varia desde formas discretas, assintomaticas
até formas graves, eventualmente fatais'®. Estudos demonstram
que o infiltrado inflamatério parece ser mais lesivo para as fibras
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cardiacas do que para os préprios parasitas’* %, A patogénese da
miocardite chagdsica estd diretamente relacionada com a presenca
do parasito e ao padrio de resposta imune do hospedeiro!® 7%,
Na resposta inflamatdria, o papel das citocinas na susceptibilidade
e resisténcia 2 infeccio pelo Trypanosoma cruzi ainda ndo foi
totalmente elucidado. O interferon gama (IFN-y), é considerado uma
citocina protetora, especialmente na fase aguda pela capacidade de
ativar a expressdo da sintase do 6xido nitrico induzivel’ %, Sozinho
ou associado ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), o IFN-y é
um dos melhores indutores da atividade microbicida de macréfagos
em virias infeccdes por parasitas intracelulares, incluindo
Trypanosoma cruzi® % . 0 6xido nitrico é uma importante
molécula microbicida, sendo que camundongos deficientes em
receptor de IFN-y (IFN-yR™) ou deficientes na enzima sintase de
oxido nitrico induzivel apresentaram elevada susceptibilidade a
infec¢o por Trypanosoma cruzi, com aumento da parasitemia e
mortalidade durante a fase aguda'®. Camundongos iNOS* apresentam
dilatacio ventricular progressiva e na disfuncio sistlica durante
miocardite aguda ocasionada pela cepa Tulahuen de Trypanosoma
cruzi. Por outro lado, estes mesmos animais apresentam menor
desnervacdo do plexo mesentérico do esofago apds a infecgio
pela cepa Y°. O 6xido nitrico apresenta ainda potencial imuno-
regulatdrio e antifibrético verificado na infeccfio experimental pelo
Schistosoma mansoni*. Devido as suas diferentes propriedades,
o 6xido nitrico pode ter um papel importante no controle do
parasita como também no desenvolvimento das lesdes, assim neste
trabalho analisamos a contribuicdo do éxido nitrico no controle
do parasitismo, no desenvolvimento da inflamacfio e da fibrose
cardiaca na fase aguda da infeccfio experimental por duas diferentes
cepas do Trypanosoma cruzi.

MATERIAL E METODOS

Animais e infeccfio. Foram analisados 24 camundongos,
separados em 4 grupos de 6 animais: Grupo 1 (G1): linhagem
C57BL/6 infectado com a cepa Y; Grupo 2 (G2): C57BL/6 infectado
com a cepa Colombiana; Grupo 3 (G3): C57BL/6 iNOS™ infectado
com a cepa Y e Grupo 4 (G4): C57BL/6 iNOS” infectado com a
cepa Colombiana. Os animais foram infectados com 3.000 formas
tripomastigotas da cepa Y ou da cepa Colombiana do Trypanosoma
cruzi por via intraperitoneal. A eutandsia foi realizada no 15° dia
apos a inoculacio, através do deslocamento cervical e posterior
autdpsia, com incisdo ventral, para a retirada do coragio. Os
animais foram mantidos e eutanasiados seguindo as recomendagGes
do Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA)'22'.

Processamento das laminas. Os fragmentos do coragio
foram processados e as [aminas confeccionadas e submetidas s
coloracdes por HE para quantificagdo do infiltrado inflamatério,
por picrosirius para avaliacdo morfométrica do tecido
conjuntivo fibroso. Ainda, laminas foram utilizadas na técnica de
imunohistoquimica para deteccio dos ninhos de Trypanosoma
cruzi, utilizando soro de coelho anti7rypanosoma cruzi.

Quantificacio do infiltrado inflamatério e densidade
parasitaria. Para quantificacio do infiltrado inflamatério, as
imagens foram capturadas, analisadas no programa Image J

(NIH, BETHESDA, USA) e calibradas através da lamina (Leica)
com régua graduada em dois milimetros divididos em unidades
de 0,01mm (dez micrometros) na objetiva de 10x. Foi utilizado
um sistema teste de contagem de pontos em uma drea teste pré-
determinada'. Para calcular o nimero de dreas teste ou campos,
foi utilizada a férmula de Hally”’. Para anilise da miocardite,
empregou-se o critério de Dallas®.

A densidade parasitdria do nimero de ninhos de amastigotas
por mm* foi realizada através da contagem desses ninhos em
todo o corte do coragiio de cada animal. A quantificacio da
area do miocdrdio foi realizada capturando toda a imagem do
coracio com o auxilio de um scanner HP Scanjet G 4050 (USA)
e 0 programa Adobe Photoshop CS2. O tamanho de cada imagem
corresponde a 10mm?. As imagens foram analisadas usando o
software Image J, e os valores expressos em ninhos/mm?.

Quantificaciio da fibrose. A morfometria foi feita utilizando
o Sistema Analisador de Imagem Automdtico KS 300 (Carl Zeiss,
Alemanha). O campo a ser quantificado foi capturado por meio
de uma camera acoplada ao microscépio e ao computador
para digitalizacdo da imagem. Na imagem polarizada o tecido
conjuntivo fibroso apresentou-se birrefringente sendo marcado
pelo observador, obtendo assim o percentual de fibrose por
drea analisada. A andlise foi realizada em todos os campos do
fragmento, totalizando 20 campos®.

Deteccao de ninhos de Trypanosoma cruzi. A
imunohistoquimica para detecciio de ninhos de Trypanosoma
cruzi foi realizada nos cortes de coracio fixados em formol. Apds
bloqueio da peroxidase endégena as laminas foram incubadas com
0 anticorpo anti7rypanosoma cruzi produzido em coelho (1:250),
durante 2 horas 2 temperatura ambiente (37°C). Posteriormente, as
laminas foram incubadas com a proteina A conjugada com peroxidase
(1:500) e reveladas com H,0,0,05% + DAB-diaminobenzidina,
em tampao tris-HCl pH 7,4. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina e as 1aminas foram entdo montadas para andlise em
microscépio de luz comum?®.

Analise estatistica. A andlise estatistica foi realizada através
do programa Statview (Abaccus, EUA). As varidveis apresentaram
distribuicdo ndo normal e foram analisadas pelo teste de Mann-
Whitney (T) para comparacio de dois grupos independentes. Para
as correlagdes entre as varidveis estudadas foi utilizado o Coeficiente
de Correlacio de Spearman. Os resultados foram considerados
significativos quando a probabilidade foi menor que 5% (p<0,05).

RESULTADOS

0 processo inflamatério foi avaliado por morfometria
utilizando um sistema teste de contagem de pontos em uma drea
teste pré-determinada, na fase aguda no miocdrdio dos animais
infectados com as cepas Y e Colombiana. Ndo houve diferenca
significativa entre os animais C57BL/6 e C57BL/6 iNOS” quando
infectados pela cepa Y (1,87 e 2,4 %, respectivamente) ou
Colombiana (3,98 e 3,99 %, respectivamente). Entretanto, em
ambas as linhagens, quando comparados os animais infectados
com as cepas Y e Colombiana, no grupo C57BL/6 iNOS” a
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inflamacio causada pela cepa Colombiana foi significativamente
maior (3,99 e 2,4 %, respectivamente; p=0,013) assim como,
no grupo C57BL/6 (3,98 e 1,87 %, respectivamente; p=0,004)
(Figura 1). O nimero de ninhos de Trypanosoma cruzi no
tecido cardiaco nos animais infectados com a cepa Colombiana
foi significativamente maior nos animais C57BL/6 iNOS” que nos
C57BL/6 selvagens (2,78 e 1,33 ninhos/mm?, respectivamente;
p=0,006), enquanto nos animais infectados com a cepa Y no foi
observado diferenga significativa entre estes grupos (Figura 2).
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FIGURA 1

Distribui¢do da porcentagem de exsudato inflamatério em camundongos C57BL/6 e
C57BL/6iNOS * infectados pelas cepas Y e com a cepa Colombiana na fase aguda da
infec¢do. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%
e a linha vertical representa o percentil de 10% a 90%.
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FIGURA 2

Distribui¢dio do nimero de ninhos por mm* em camundongos C57BL/6 e
C57BL/6 iNOS * infectados com a cepa Y e com a cepa colombiana na fase aguda. Os
dados sio apresentados em niimero de ninhos por drea do corte analisado. A linha
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical
o percentil de 10% a 90%.
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Nos animais C57BL/6 iNOS” infectados com a cepa Colombiana,
o niimero de ninhos foi significativamente maior que nos animais
C57BL/6 selvagens e C57BL/6 iNOS™ infectados com a cepa Y (2,78
e 0,53 ninhos/mm? p=0,005 e 2,78 e 0,17 ninhos/mm?; p=0,004,
respectivamente). A linhagem C57BL/6 ndo houve diferenga
significativa quando comparada as duas cepas de Trypanosoma cruzi
(Figura 2). Ainda, observamos uma correlagio positiva e significativa
quando comparamos em ambas as cepas e linhagens, a porcentagem
de infiltrado inflamatério com o nimero de ninhos de amastigotas/
mm? (rS=0,002) (Figura 3). No entanto, embora a correlaciio entre
a porcentagem de infiltrado inflamatério e de fibrose/mm? também
tenha sido positiva, essa diferenga no foi significativa (Figura 4).
Também ndo houve diferenca significativa na intensidade da fibrose
entre os grupos estudados (Figura 5).
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FIGURA 3

Correlagdo entre o nimero de ninhos por mm? e a % de infiltrado inflamatério no
tecido cardiaco dos camundongos C57BL/6 e C57BL/6 iNOS - infectados com as
cepas Y e com a cepa Colombiana.

45]
40 ]
357

(ST}
f=]
1

257
207
157]

by

% Fibrose/pm 2

p—
(=]
P

% Infiltrado inflamatério

Oy

@ Colombiana

FIGURA 4

Correlacdo entre a % de fibrose/pm? e a % de infiltrado inflamatério no tecido
cardiaco dos camundongos C57BL/6 e C57BL/6 iNOS - infectados com as cepas Y e
com a Cepa Colombiana.
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FIGURA 5

Distribuicio da fibrose em camundongos C57BL/6 e C57BL/6iNOS *, infectados com a cepa
Y e com a cepa Colombiana, durante a fase aguda da infecc@io. Os dados sdo apresentados
em porcentagem da drea de fibrose. A linha horizontal representa a mediana, a barra o
percentil de 25% a 75%, a linha vertical o percentil de 10% a 90%.

DISCUSSAO

Nossos resultados apontam que o nimero de ninhos de
Trypanosoma cruzi no tecido cardiaco nos animais infectados
com a cepa Colombiana foi significativamente maior nos animais
C57BL/6 iNOS™ que nos animais C57BL/6 devido a sua deficiéncia
de producdo de 6xido nitrico, uma importante molécula
tripanocida'! . Comparando os animais C57BL/6 iNOS” com
as duas cepas, os animais infectados com a cepa Colombiana,
apresentaram niimeros de ninhos significativamente maiores que
os infectados com a cepa Y. Esses resultados se justificam, uma vez
que a cepa Colombiana apresenta nitido miotropismo, sobretudo
com envolvimento de musculatura esquelética’. Jd a cepa Y é
caracterizada por uma infec¢o de evolugio rdpida, e com altos
niveis de parasitemia e apresenta tropismo por macréfagos’. Os
animais da linhagem C57BL/6, em nossos resultados, apresentaram
um padrio de resisténcia a infec¢do pelo Trypanosoma cruzi em
relacio aos C57BL/6 iNOS”-. Animais C57BL/6 tém sido apontados
como resistentes a parasitas intracelulares, como Trypanosoma
cruzi e Leishmania sp apresentando capacidade de gerar uma
resposta imune predominante de padrdo Th1 capaz de estimular
o macréfago a eliminar parasitas intracelulares®.

No presente trabalho, comparando a inflamacdo durante
a fase aguda entre os grupos de animais C57BL/6 e C57BL/6
iNOS” infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y nao
houve diferenca significativa. No entanto, em cada uma das
linhagens, quando comparados os animais infectados com as
duas cepas, no grupo C57BL/6 iNOS™ a inflamacZo causada pela
cepa Colombiana foi significativamente maior que a causada pela
cepaY. Encontramos uma correlagao positiva e significativa entre
o aumento do infiltrado inflamatério e o nimero de parasitas
encontrados nos tecidos analisados, muito provavelmente
devido 2 cepa Colombiana apresentar miotropismo e induzir

inflamagdo com maior intensidade®. J4 quando analisamos a
fibrose, observamos uma correlagio positiva, mas nfo significativa
entre essa varidvel e o infiltrado inflamatério. Neste estudo,
quando comparados os animais C57BL/6 e C57BL/6 iNOS”,
nas duas cepas, nfo houve diferenca significativa, embora fosse
observado que os animais C57BL/6 iNOS” apresentaram uma
maior drea de tecido conjuntivo fibroso quando infectados pela
cepa Colombiana. Em modelo de fibrose induzida pela infecgio
experimental pelo Schistosoma mansoni, foi demonstrado que
a sintase do ¢xido nitrico induzivel é responsavel pelos efeitos
antiinflamatorios e anti-fibréticos atribuidos a uma resposta
Th1". Animais deficientes em sintase do 6xido nitrico induzivel
apresentaram maior inflamaco, provavelmente devido ao maior
parasitismo tissular, sugerindo que a inflamacio da fase aguda
¢ dependente e proporcional ao parasitismo tissular®'. Nao foi
observada neste estudo, diferenca na fibrose entre os animais
deficientes e sintase do 6xido nitrico induzivel e seu homélogos
selvagens sugerindo que na doenga de Chagas, o 6xido nitrico ndo
estd envolvido na formagfo precoce da fibrose cardiaca.
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