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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia do Benzonidazol sobre as
populacdes celulares presentes nos infiltrados inflamatérios do coragdo e musculo esquelético
em camundongos infectados com as cepas Colombiana resistente ¢ Y suscetivel. Para o estudo,

foi inoculado via intraperitoneal 5 x 104 formas tripomastigotas sanguicolas de sangue
citratado em 120 camundongos suicos, ndo isogénicos, pesando 12 al5 g, mantidos no
Biotério do Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Bahia. Os animais foram
subdivididos em grupos experimentais tratados e ndo tratados, € mantidos dentro das
exigéncias do Comité de Etica de Uso de Animais. O tratamento com Benzonidazol foi
administrado por entubacdo esofagica, na dose de 100mg/Kg/dia, durante 90 dias. A andlise

fenotipica das populagdes de linfocitos TCD41 e CD8™, foram realizados através da citometria
de fluxo, no coragdao e musculo esquelético em todos os grupos tratados e ndo trados infectados
pelas cepas Y e Colombiana. O estudo histopatologico do miocardio e do musculo cardiaco foi
realizado em sec¢des de Sum, corados em Hematoxilina e Eosina (H&E), em todos os grupos
experimentais. Os resultados indicaram pela avalicao fenotipica, diferengas nos infiltrados
inflamatorio nas duas cepas, Y e Colombiana, relacionadas as populacdes celulares de

linfocitos T CD4" ¢ CD8™. A cepa Y apresentou um aumento de células TCD4™ ativadas no
musculo do grupo tratado e nao tratado, ao passo que a cepa Colombiana apresentou um

aumento de células T CD4" ¢ TCD8™ ativadas tanto no musculo esquelético como no coragdo
dos animais tratados. As lesdes histopatologicas observadas na infec¢do pela cepa
Colombiana, sdo mais severas, que as da cepa Y, o que pode estar relacionado a influéncia do
tratamento com Benzonidazol, sobre a resposta imunologica e seu efeito sinérgico nas c€lulas

TCD8" ¢ TCD4". Concluimos que o tratamento com Benzonidazol tem uma agio sinérgica
com a resposta imunoldgica em camundongos infectados e tratados, potencializando uma
maior frenquéncia das células efetoras nos infiltrados inflamatorios.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Miocardite; Miosite; Resposta imunologica;
Benzonidazol.

1 INTRODUCAO
A doenca de Chagas apresenta-se com uma doenca polimdrfica complexa e

multifatorial. Muitos aspectos associados a patogenia da doenga estdao associados a mecanismos
imunoregulatorios com uma participagdo especial de células dendriticas, linfocitos CD4+ e
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CD8+ (ANDRADE et al., 2000; ANDRADE, 1999; GUERREIRO et al., 2015; PORTELLA
e ANDRADE, 2009; MARTIN et al., 2010).

Diversos estudos clinicos e experimentais chamam a atengdo para o papel sinérgico
entre o tratamento com Benzonidazol (N-benzyl-2-nitroimidazole acetamida) e o sistema
imunolégico (OLIVIEIRI et al., 2006; OLIVIERI et al., 2002; VIOTTI et al., 2011).
OLIVIERI et al. (2006), estudando o papel do tratamento com o Benzonidazol sobre a resposta
imune de camundongos infectados com uma cepa susceptivel e, a diminui¢do nas taxas de

apoptose em linfocitos duplo positivo CD41/CD8™ no timo, verificaram menores indices de
apoptose dessas células, nos camundongos infectados e tratados em relagdo aos camundongos
infectados ndo tratados, correlacionando embora que parcialmente, a preservacdo da
homeostasia do timo ao tratamento com Benzonidazol.

Entre os fatores que podem estar envolvidos no maior ou menor grau de resisténcia ao
tratamento, estd a resposta imunoldgica determinada no animal experimental por diferentes
cepas, tendo sido evidenciado uma melhor capacidade modulatdria nas cepas mais resistentes
(MICHAILOWSKY et al., 2001). ROMANHA et al. (2002), investigando a resposta
quimioterdpica em camundongos infectados com a cepa Y (suscetivel ao Benzonidazol) em
camundongos ndo geneticamente modificados (selvagens) e em camundongos knockout (KO)
para o IFN-a e, o papel deste durante a infecgdo demonstraram correlagdes importante entre os
niveis INF-a durante o tratamento com Benzonidazol refletido nos indices de cura entre os
animais selvagens. SANOJA et al. (2013), estudando a participacao de linfécitos TCD4+, e seu
papel nos infiltrados inflamatorios no cora¢dao de camundongos de duas linhagens diferentes,
demonstraram uma correlagcdo entre aumento de TNF-a no soro e o aumento dos infiltrados
inflamatorios nesses camundongos infectados em relagdo aos ndo infectados. Esses estudos
demonstram serem essas citocinas (IFN-y’e TNF-a) importantes no recrutamento de populacdes
inflamatorias e na geracdo de lesdes. GUERREIRO et al., (2015), estudando a resposta
imunologica em camundongos infectados pela cepa Colombiana resistente e de seus clones,
sobre as lesdes no miocardio e no musculo esquelético, demonstraram extensos infiltrados
inflamatoérios difusos e focais compostos predominantemente de mononucleares.

DOS SANTOS et al. (2008) estudando a resisténcia de populacdes de 7. cruzi ao
Benzonidazol, demonstraram que essas populagdes quando mantidas permanentemente através
de passagens sucessivas in vivo ou in vitro, podem desencadear mecanismos de
estabilidade/instabilidade fenotipicas tais como resisténcia a droga, bem como, aumento e
diminui¢do da viruléncia e das lesdes histopatoldgicas.

Estes estudos sugerem um importante papel da resposta imunoldgica em relagdao a
suscetibilidade ou resisténcia dos hospedeiros frente aos quimioterapicos. Deste modo ¢
importante se investigar se a resisténcia/susceptibilidade das cepas estaria relacionada com a¢ao
do Benzonidazol sobre a resposta imunoldgica desenvolvida pelo camundongo assim como, as
populacdes celulares nas lesdes histopatologicas induzidas pelas cepas de 7. cruzi de diferentes
susceptibilidades.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas as cepas Y e Colombiana com diferentes indices de susceptibilidade
ao Benzonidazol. Essas cepas foram mantidas através de passagens sucessivas em
camundongos, em meio de cultura acelular e criopreservagao. Para o estudo, foi inoculado via

intraperitoneal 5 x 104 formas tripomastigotas sanguicolas de sangue citratado em 120
camundongos suicos webster, ndo isogénicos, pesando 12 al5 g, mantidos no Biotério do
Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Bahia. Os animais foram subdivididos em
grupos experimentais tratados e ndo tratados, e mantidos dentro das exigéncias basicas do
Comité de Etica de Uso de Animais. O tratamento com Benzonidazol ([2-nitro-N-(fenilmetil)-
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1 H-imidazol-1-acetamida]: Rochagan®, [Roche]) foi administrado por entubagdo esofagica,
na dose de 100mg/Kg/dia, durante 90 dias.

O estudo histopatologico do miocardio e do musculo esquelético, foi realizado apds
eutanasia com Ketamina e Xilazina (80mg/Kg de peso), através de secgdes de Sum, corados
em Hematoxilina e Eosina (H&E), em todos os grupos experimentais infectados pelas cepas
Y e Colombiana, tanto nos animais tratados como nos nao tratados.

A andlise fenotipica das populagdes de linfocitos TCD4" e CD8™, foram realizados
através da citometria de fluxo. O coragdo e musculo esquelético, dos animais eutanasiados,
foram macerados isoladamente em PBS gelado e depois centrifugados a 6°C, a 350 G, por 15
minutos. Apoés isso, as células do coragdo e do musculo foram pré-tratadas com colagenase tipo
V (Sigma) na concentragdo de 2 mg/ml de meio RPMI incompleto a 37°C, durante uma hora.
Em seguida, os tecidos foram macerado novamente e centrifugado a 6°C, 350 G, por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado, completando com 6 mL
de Percoll 80% e depois 6 mL de Percoll 40%, com cuidado para ndo misturar as duas solugdes.
O tubo contendo a mistura de Percoll e tecido foi centrifugado a 20°C, 420 G, por 30minutos,
com o objetivo de isolar as células mononucleares do infiltrado inflamatorio. As células isoladas
foram contadas em Camara de Neubauer (10 pL das células em liquido de Turk, para coloragao
dos mononucleares e lise das heméacias) e dois milhdes de células foram separadas e
colocadas em cada pogo. Posteriormente, as placas foram incubadas e os pogos completados
com 25 pL da mistura de anticorpos monoclonais conjugados a fluocromos, e incubados por
20 minutos. Apds a marcacao, as células sofreram as aquisi¢cdes programadas para 200.000
células. Para analise dos dados obtidos com a leitura no FACS Fortessa, foi utilizado o
software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR-EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo quantitativa das populacées de linfocitos T CD4%/ CD8' em camundongos
infectados com a Cepa Y, no Miusculo Cardiaco e Esquelético tratados e nao tratados
com Benz.

A comparagdo entre os grupos tratados e ndo tratados com Benz, nos permite observar
maior frequéncia de células T CD4™ nos infiltrados inflamatorios da musculatura esquelética

nos animais tratados e infectados com a cepa Y, em comparacao as células T CD8T, que teve a
maior frequéncia observada no musculo cardiaco (Figura 1: A-B).

Figura 1, A-B: Analise fenotipica da frequéncia de células T CD4" ¢ CDS8™ dos infiltrados
inflamatorios no Musculo Cardiaco e Esquelético de camundongos infectados com a Cepa Y.
Andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, aplicada entre os grupos revelou diferenca

significativa com valor de p> 0, 05, nas popula¢des de células T CD4" nos animais ndo

tratados e infectados; a analise das células T CD8™, ndo revelou significancia estatistica.
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Analise quantitativa das populacdes de linfocitos T CD4'/ CD8' em camundongos
infectados com a Cepa Colombiana, no Musculo Cardiaco e Esquelético tratados e nao
tratados com Benz.

A analise comparativa entre os grupos tratados e ndo tratados com Benz, nos permite
observar maior frequéncia de células T CDA4" nos infiltrados inflamatérios da musculatura
esquelética nos animais e infectados com a cepa Colombiana e tratados no 300 de infecgdo.
Em comparagdo as células T CD8™, foi observada declinio no masculo cardiaco a partir do
300 de tratamento e elevagcdo na musculatura esquelética (Figura 2: A-B).

Figura 2, A-B: Anélise fenotipica da frequéncia de células T CD41 e CD8" dos infiltrados
inflamatérios no Miusculo Cardiaco e Esquelético de camundongos infectados com a Cepa
Colombiana. Andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, aplicada entre os ggupos nao

revelou diferenca significativa com valor de p< 0, 05.
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A literatura ndo ¢ concordante sobre a principal célula (CD4+ ou CD8+) responsavel
pela resisténcia a infecgao experimental pelo 7. cruzi. Assim, pode-se afirmar que mesmo
havendo diferencas na predominancia fenotipica de células T CD8+ ou células T CD4+, ¢
necessaria a presenca dessas duas populacdes durante a infec¢do pelo 7. cruzi, para que haja
uma resposta imune efetora, pois, € sabido que as células T, independentemente da populacao
desempenham importantes fungdes relacionadas resisténcia/susceptibilidade a infecgdo
(ALBAREDA et al., 2006; PADILLA etal., 2010; PEREZ et al., 2012). Esses dados, ratificam

nossos achados, quando demonstramos haver uma variacao das populacdes de CD4" e CD8™
associados aos tecidos e as cepas.

Avaliacdo histopatologica dos infiltrados inflamatorios no miocardio e no musculo

esquelético em camundongos infectados com a Cepa Y e Colombiana tratados e nio
tratados com Benz.
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Os animais infectados com a cepa Y e tratados com Benz, em todos os casos analisados
apresentaram no miocardio lesoes inflamatoérias discretas com infiltrados inflamatorios difusos
compostos de mononucleares. Os animais ndo tratados, apresentaram lesdes mais intensas e
com infiltrados inflamatérios difusos e focais, € presenca de ninhos com formas amastigotas.
As analises na musculatura esquelética, tanto nos animais tratados como nos ndo tratados,
revelaram presenca miosite moderada a intensa (Figura 3: A, B, C e D). A avaliacao
histopatologica no miocardio e no musculo esquelético nos animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e nado trados, revelou intensa miocardite € miosite, compostas de
inflamatorios intensos difusos e focais, extensas areas de necrose hialina e lesdes de arteriolite.
Também foram evidenciados parasitas nos cortes analisados, tanto no miocardio como no
musculo esquelético (Figura 4: A, B, C e D).

Figura 3: Secc¢des de miocardio e musculo esquelético de camundongos coradas pela H & E.
Observar miocardite difusa (A- tratados, B- nao tratados) e presenga ninho parasitario
(circulo); miosite intensa difusa e focal (seta) (C- tratados; D — ndo tratados).
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Figura 4 : Sec¢des de miocardio e musculo esquelético de camundongos coradas pela H & E.
Observar intensa miocardite difusa e focal (seta) e presenca de necrose (A, B); presenca

miosite intensa difusa e focal (seta), areas extensas de necrose e ninho grande ninho
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A miocardite e a miosite chagasica, observada na infec¢do pelo 7. cruzi, e as lesoes
necrotico-inflamatorias focais e difusas de células cardiacas ndo-parasitadas e da musculatura
esquelética, sugere a participacdo de mecanismos citotoxicos provenientes das citocinas
liberadas pelas células do sistema imune sdo os geradores das lesdes na fase aguda e tardia
associados a imunopatogenia dessas lesdes chagasicas. Estudos avaliando o perfil das lesdes
inflamatorias e das populagdes celulares no miocardio e musculo esquelético, através da
imunohistoquimica evidenciaram ampla destruicado de fibras cardiacas com presenga ou
auséncia de parasitismo, areas necrotico-fibrosas, apoptose de miocélulas em associagdo com a
presenga de linfocitos T CD4+ e T CD8+, sendo essas células essenciais na imunoprotegao e
também na geragdo das lesdes (ALVAREZ et al., 2008; ANDRADE, 2000; GUERREIRO et
al.,2015; THE et al., 2013). Esses estudos corroboram com nossos achados quando analisamos
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as lesdes no miocardio e no musculo esquelético.
4 CONCLUSAO

Os animais infectados com a cepa Y susceptivel e Colombiana resistente, e tratados
com Benzonidazol, apresentaram maior expansao das células T CD4+ ¢ TCD8+ em relagao
aos animais infectados e ndo tratados. Concluimos que o tratamento com Benzonidazol tem
uma agao sinérgica com a resposta imunoldgica em camundongos infectados e tratados,
potencializando uma maior frequéncia das células efetoras nos infiltrados inflamatorios.
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