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Resumo

Neste trabalho abordamos um aspecto da tripanosomiase americana,
doencga causada pelo Trypanosoma cruzi, e que afeta 17 milhdes de pessoas
na América Latina, concernente a interagdo deste parasita com
cardiomidcitos. Assim, avaliamos a produgéo de oxido nitrico (NO), citocinas
(TNF-a e IL-1B) e NGF (fator de crescimento neural) por cardiomiocitos
infectados com a cepa Y e o clone CL-Brener.

A infeccdo com ambas as populagdes de T. cruzi resultou em
desagregacao do sincicio e posterior morte dos cardiomiocitos. A infecgéo
com a cepa Y resultou em maior numero de amastigotas intracelulares que o
clone Cl-Brener. Com relacdo a dosagem de NO, a cepa Y induziu a
produgédo de NO no primeiro dia de infecgdo e o clone CL-Brener no 1° e 2°
dias de infecgdo. Os niveis de NO induzidos pelo clone CL-Brener foram
superiores aos induzidos pela cepa Y. A cepa Y e o clone CL-Brener
induziram a producdo de TNF-a no primeiro dia de infecgdo, sendo os niveis
induzidos pela cepa Y maiores que o clone CL-Brener. A cepa Y e clone CL-
Brener induziram a producgéo de IL-1B no 1° dia infec¢éo, sendo que os niveis
induzidos pela cepa Y apresentaram tendéncia a serem mais elevados. Em
culturas de cardiomidcitos infectadas com a cepa Y ocorreu producido de
NGF somente no primeiro dia de infecgdo. Ja a infeccdo com o clone CL-
Brener induziu a produgdo de NGF no 1° e 2° dias de infecgdo, sendo os
niveis do 1° dia superiores ao 2° Os niveis de NGF induzidos pela cepa Y
foram significativamente maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener no
1° dia de infecgdo. Esses resultados indicam a participacdo do NGF em
outros fenbmenos que ndo o de regeneracao de fibras nervosas, e que a

infeccdo pelo T.cruzi altera o padréo de secregao de cardiomiocitos.
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Abstract

In the present work we have analyzed one aspect of the American
trypanosomiasis, disease caused by Trypanosoma cruzi and that affects 17
million people in the Latin American, concerning the interaction of this parasite
with the cardiomyocytes. In this way nitric oxide (NO), cytokines (TNF-a e IL-
18) and nerve growth factor (NGF) production were evaluated in
cardiomyocytes infected with two isolates of T. cruzi, Y strain and CL-Brener
clone.

The infection with both T.cruzi isolates resulted in syncicium
desagregation and cardiomyocyte death. The Y strain infection induced higher
number of intracelullar amastigotes than the infection with the CL-Brener
clone. Concerning the NO production, the Y strain caused increased NO
levels only at day 1 and the CL-Brener clone at days 1 and 2. The NO levels
were significantly greater with CL-Brener infection. Both T. cruzi isolates
induced TNF-a secretion at day 1 of infection, but the Y strain was more
effective than the CL-Brener clone. Both Y strain and Brener also induced IL-
1B secretion at day 1 of infection. The cardiomyocytes infected with both T.
cruzi isolates produced higher NGF levels than the control ones, and the
secretion was maintained for 2 days or 1 day, for CL-Brener clone and Y
strain, respectively. The NGF production induced by the Y strain was higher
than those induced by the CL-Brener clone. These results indicate a role for
NGF in different pathways, not only in nerve fiber regeneration, and that T.

cruzi infection alters the pattern of secretion in the cardiomyocytes.
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1. INTRODUGCAO
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1 Introducgao

A doenca de Chagas (tripanosomiase americana), causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi é uma zoonose tipica das
regides tropical e subtropical da América Latina, estendendo-se até a regiédo
sudeste dos Estados Unidos da América (Dias, 2006a). Essa doenga é
responsavel pela morte de pelo menos 50.000 pessoas a cada ano, devida,
principalmente, a faléncia cardiaca congestiva. Atualmente, estima-se que 18
milhdes de pessoas estejam cronicamente infectadas e 100 milhdes em
situacdo de risco em 21 paises da América Latina (The Lancet editorial
2006). Em junho de 2006, o Brasil recebeu uma certificagcdo concedida pela
OPS/OMS (Organizagao Panamericana de Saude/ Organizagdo Mundial de
Saude) relativa a eliminagdo da transmissdo da doenga de Chagas pelo
principal vetor, Triatoma infestans, e por transfusdo de sangue (Dias, 2006b).

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas, a fase aguda e a
fase crénica. Na fase aguda observam-se tripomastigotas na corrente
sanguinea e ninhos de amastigotas em varios 6rgaos, mas principalmente
em células musculares. Nessa fase, os parasitas invadem diferentes tipos
celulares e se multiplicam. Quando a célula se rompe liberando novamente
as formas tripomastigotas para circulagdo, os produtos celulares restantes
desencadeiam tanto uma resposta imune inflamatoéria local quanto sistémica.
Ha aumento dos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias TNF-a (fator de
necrose tumoral), IL-6 (interleucina 6) e de mRNA para TNF-q, IL-6 e IL-13 no
miocardio (Chandrasekar, et al. 1998). As principais alteragdes patologicas
no coragdo sao miocardite, congestdo, edema, infiltrado inflamatorio,
predominantemente mononuclear, e aumento das camaras cardiacas (Prata,
A., 1994).

Na fase crbnica ocorre diminuicdo drastica no numero de parasitas,
tanto no sangue quanto nos tecidos. Descrevem-se trés formas clinicas
distintas, assintomatica (indeterminada), cardiaca (cardiomiopatia chagasica)
e digestiva (megacdlon e/ou megaeséfago). A forma assintomatica é a mais
frequente, sendo encontrada em, aproximadamente, 70% da populagdo de
chagasicos cronicos (revisto em Tanowitz et al., 1992; revisto em Prata,

2001). Dentre as formas sintomaticas, a cardiomiopatia, caracterizada por
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fibrose miocardica e cardiomegalia, € a manifestagcdo clinica mais comum,
com altos indices de mortalidade decorrente de insuficiéncia cardiaca
congestiva ou arritmia (Chandrasekar, et al. 1998). A forma digestiva parece
apresentar implicagdes epidemiolégicas, uma vez que essa forma clinica ndo
€ encontrada em pacientes chagasicos crénicos da Coldbmbia, Venezuela,
América Central e México (Kirchhoff, 1996).

O T. cruzi é pleomorfico, exibindo diferentes formas durante seu ciclo
de vida dependente de dois hospedeiros - um inseto vetor e um mamifero
(Kirchhoff, 1996). As formas evolutivas do T. cruzi definem-se através de sua
forma esférica, piriforme ou alongada, das posi¢des relativas do nucleo e
cinetoplasto e da posicdo do flagelo em relagdo a bolsa flagelar (Brener,
1987; Souza, 2000). Sdo elas epimastigota, tripomastigota, amastigota e
esferomastigota, sendo essa ultima encontrada no estémago do inseto vetor
e em determinadas situacdes experimentais in vitro.

O T. cruzi apresenta grande variabilidade genética, caracterizada por
uma estrutura populacional clonal (Tibayrenc, 1995; Laurent et al., 1997).
Cada populacao ou isolado possui origem conhecida e é mantida em cultura
OuU por passagens sucessivas em animais de laboratério (Lumsden, 1970,
citado por Andrade, 1974). As varias populagdes de T. cruzi isoladas de
pacientes ou testadas em animais se diferenciam quanto a sua morfologia,
viruléncia, capacidade patogénica, resposta a quimioterapicos e potencial
imunogénico (Plumas-Marty et al., 1992; Neira et al., 2002). A variabilidade
genética do parasita tem sido evidenciada por sua composigdo antigénica
(Andrade et al., 1981) e por caracterizagdo molecular do DNA de
cinetoplasto-kDNA (Morel et al., 1980; Vago et al., 1996).

Nos mamiferos, o ciclo evolutivo do T. cruzi inicia-se com a
penetracdo, pela pele lesada ou mucosa, de tripomastigotas metaciclicos
eliminados nas fezes e urina do inseto vetor (Brener, 1987; Teixeira, 1987;).
A forma tripomastigota circula na corrente sanguinea e invade as células
hospedeiras e, inicialmente, aloja-se no interior de um vacuolo endocitico, o
vacuolo parasitéforo (Carvalho & De Souza, 1989). A exposi¢céo das formas
tripomastigotas a este ambiente acidico é necessaria a secregao e atividade
da proteina TcTox, atuante na formagao de poros na membrana vacuolar e,

consequentemente, no escape para o citoplasma. O meio acidico parece,
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também, ter papel importante no inicio da diferenciacdo de tripomastigotas
em amastigotas, forma intracelular proliferativa. Esse processo se inicia no
vacuolo e termina no citoplasma (Tanowitz et al., 1992; Kirchhoff, 1996;
Burleigh & Woolsey, 2002). Apos escapar do vacuolo, o T. cruzi se diferencia
na forma amastigota e permanece livre no citoplasma da célula hospedeira
em estado quiescente por algumas horas e inicia, posteriormente, seu
processo de replicagao por fissao binaria (revisto por Sibley et al., 2000). Em
seguida, diferenciam-se, novamente, em tripomastigotas.

A intensa movimentagdo gerada pelos parasitas no interior da célula
hospedeira promove sua ruptura e, consequentemente, a liberacdo dos
tripomastigotas no meio extracelular tornando-os capazes de infectar novas
células (Brener, 1973; Souza, 2000). A ruptura da célula parasitada
determina reacdo inflamatéria focal, caracterizada pela presenca de
neutrofilos polimorfonucleares, eosindfilos e células mononucleares, além de
congestao e edema (Prata, 1994; Andrade, 2000).

De acordo com Araujo-Jorge et al. (1992), o parasita pode utilizar
diferentes mecanismos de invasao, relacionados com os receptores e
ligantes disponiveis na superficie de células-alvo especificas. O processo de
invasao inicia-se com a adesao do parasita a superficie celular, entretanto, o
grau de adesao varia de acordo com a populagdo do parasita, com a forma
evolutiva e com a célula-alvo. Os tripomastigotas sdo capazes de parasitar
diferentes tipos celulares como fibras musculares cardiacas, esqueléticas e
lisas, fibroblastos, macréfagos e células gliais (Andrade, 2000). Diferentes
tipos de carboidratos, presentes nas glicoproteinas e nos glicolipideos da
superficie do parasita e da célula hospedeira, parecem participar desse
processo de adesédo (Meirelles et al., 1999; Calvet et al, 2004).
Glicoproteinas de superficie do T. cruzi sao importantes para mobilizagao do
calcio intracelular, tanto do parasita quanto da célula hospedeira, sendo este
fendbmeno de extrema importancia para o processo de interiorizacdo do
parasita. De acordo com Schenkman et al. (1991) a adesdo dos
tripomastigotas a superficie celular, mediada por receptores, esta restrita a
certas regides da membrana. Segundo Ruiz et al. (1998) a capacidade dos

tripomastigotas, de diferentes isolados de T. cruzi, de invadir as células
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hospedeiras € determinada pela expressao diferencial de glicoproteinas de
superficie que exibem atividade sinalizadora de calcio distinta.

A analise de moléculas de superficie dos parasitas possibilitou sua
divisdo em dois grupos distintos quanto a capacidade de invaséo, in vitro, de
células de mamiferos (Yoshida, 2006). As populagdes que apresentam maior
capacidade infectante ndo possuem as glicoproteinas de superficie gp90 e
gp35/50. Tripomastigotas dos isolados mais infectivos, como o clone CL-
Brener, ligam-se a superficie da célula hospedeira através de gp82 e
induzem a ativacdo de PTK (proteina tirosina kinase). Essa sinalizagéo
também envolve a ativagdo da fosfolipase (PLC), a geracdo de IP;
(fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato) e, conseqiientemente, a mobilizacédo de Ca**
dos seus estoques intracelulares, provavelmente reticulo endoplasmatico.

Por outro lado, em isolados de menor capacidade infectiva, como a
cepa G, a ligagdo a superficie celular ocorre principalmente através de
gp35/50, que promove uma cascata de sinalizagdo menos eficiente. Nesses
isolados, a cascata de sinalizagdo € independente de PTK e PLC e
provavelmente dependente de AMPc (AMP ciclico). O Ca®* necessario para
invasao parece ser liberado para o citosol a partir de vacuolos contendo um
sistema de troca idnica Ca®*/H* , também chamados acidocalsiosomas (Fig.
1; revisto em Yoshida , 2006).

T. cruzi
CL isolate ﬁ/\ G isolate
gp82 gp35/50
')
PLC L

PTK

1P, cAMP

T Q P » -
( 175\ s AP
N 9

»
L]

-

H
.

.
3
2

Ca?* Ca> ¢

i s
Vol

Endoplasmic reticulum Acidocalcisome

Figura 1.
Ativagio de diferentes cascatas sinalizadoras de Ca*? por diferentes isolados de T.

cruzi durante o processo de invasao celular.
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Segundo Andrews (1995) essa elevagao dos niveis intracelulares de
calcio, na célula hospedeira, promove o recrutamento de lisossomos para o
sitio de entrada do parasita seguido por sua fusdo com a membrana e
formacédo do vacuolo parasitoforo. Os lisossomos sao deslocados por uma
proteina motora associada aos microtubulos, a cinesina (Tardieux et al.,
1992; Rodriguez et al., 1996). Além disso, o processo de invasao é facilitado
pela ruptura de microfilamentos de actina (Tardieux et al., 1992). A elevacéao
dos niveis intracelulares de Ca®" promove a fusdo dos lisossomos com o
plasmalema. A proteina sinaptotagmina VI, membro da familia
sinaptotagmina, estad presente na superficie dos lisossomos de diferentes
tipos celulares e possui um dominio de ligacdo ao Ca?*, regulando esse
processo (Caler et al. 2001; Yoshida, 2006).

Outras moléculas de superficie do parasita também participam do
processo de invasdo celular. Oligopeptidase B(Opb), uma serina
endopeptidase expressa pelas formas tripomastigotas de T. cruzi, é capaz de
ativar uma cascata de sinalizagdo de Ca?" dependente de PLC e IP3
(Burleigh & Andrews, 1995b; Rodriguez et al., 1995). A cruzipaina, uma
cisteina proteinase expressa em todas as formas do ciclo de vida do T. cruzi
(Paiva et al.,1998), também ativa cascatas de sinalizagdo mobilizadoras de
Ca2+, aumentando assim a eficacia do processo de invasao celular. Ja a
trans-sialidase (TS) transfere acidos sialicos a(2,3)-ligados de glicoproteinas
e glicolipidios da superficie da célula-alvo para a superficie do parasita
(Schenkman & Mortara, 1992). O processo de sializacdo € importante para
inicio do processo de adesao e para formacado de vacuolos parasitéforos
eficientes. A presencga do acido sialico parece ser fundamental para correta
justaposicdo das membranas do vacuolo nascente e dos tripomastigotas,
promovendo a vedacdo do vacuolo e assim impedindo que T. cruzi escape
durante o processo de internalizagcao (Ley et al. 1990; Hall et al. 1992; Lopez
et al. 2002).

Fosfatidilinositol 3 kinase (PI-3 Kinase) e Akt (serina/treonina kinase)
também sao importantes reguladores do processo de invaséo do T. cruzi em
células nao fagociticas profissionais (Wilkowsky et al. 2001). As PI-3K
regulam o processo de trafico de membranas, fusdo de endossomas e

rearranjo do citoesqueleto (Downward, 2004). Esse processo de sinalizagéo
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provavelmente modula a invasdo mediada por lisossomas ou um outro
associado a actina (Procopio et al. ,1999). Além de participar no processo de
invasdo, a via sinalizagdo PI3K/Akt também estimula mecanismos pro-
sobrevivéncia nas células parasitadas (Chuenkova et al., 2001).

Outra via de sinalizagado importante para invasao do T. cruzi € a que
envolve o Fator de Crescimento Tumoral Beta (TGFB). TGFB € uma citocina
que participa de inumeros eventos celulares como a produgcdo de matriz
extracelular, regulagdo da miogénese, resposta imune, angiogénese e
embriogénese. Experimentos com células epiteliais de pulmdo de mink
deficientes nos receptores para TGF demonstraram que o T. cruzi é incapaz
de infectar essas células (Ming et al. 1995).

Moléculas de superficie do parasita sdo reconhecidas por um tipo
especifico de receptor, os receptores do tipo Toll (TLRs) presentes nas
células do hospedeiro. Os TLRs sao receptores transmembrana do tipo 1
com dominio extracelular com repeticdes de leucina e uma cauda intracelular
carboxi-terminal que contém uma regido conservada denominada dominio de
homologia Toll/receptor interleucina 1(TIR). O dominio extracelular é
responsavel pelo reconhecimento do ligante e pelo processo de dimerizagao
dos receptores, fundamental para sua ativagdo (Wyllie et al.,, 2000). Até o
momento 10 TLRs foram descobertos nas células de mamiferos (Muzio et al.,
2000). Esses receptores atuam na resposta imune inata e sdo parte de um
grupo especifico de receptores denominados receptores de reconhecimento
de padrdo (PPRs). Os PPRs reconhecem padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs). Um PAMP é uma molécula altamente conservada que é
expressa por uma classe de microorganismos e néo é expressa pelas células
hospedeiras (Campos & Gazzinelli, 2004).

Cardiomiécitos de ratos neonatos expressam TLR2, TLR3, TLR4 e
TRL6 (Frantz et al.,1999). O TLR2 é responsavel pelo reconhecimento das
ancoras de glicofosfatidilinositol derivadas de T. cruzi, sendo sua dimerizagao
com TLR6 ou TLR1 fundamental para sua ativagdo (Ozinsky et al. 2000;
Campos et al., 2001). A ligacdo com TLR 2 ativa cascata transducdo sinal
que promovera a ativacdo do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e
consequentemente resposta celular pré-inflamatéria (Gazzineli et al., 2001). A

ativacdo de NF- k3 promove transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias, como
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TNF-a (fator de necrose tumoral), IL-12(Interleucina 12), IL-13 (Interleucina
1B), IL-6 (Interleucina 6) e da enzima 6xido nitrico sintase induzida (NOS2),
responsavel pela producao de 6xido nitrico - NO (Campos et al., 2001).

A maioria dos efeitos desencadeados pelas citocinas referidas
anteriormente relacionam-se com a protecdo do hospedeiro contra o
patdogeno invasor. Entretanto, sua producdo excessiva pode agravar a
patologia e levar o hospedeiro a morte (Titus et al.,1991). TNF-a é secretada
por macrofagos, mondcitos, neutrofilos, linfécitos T, células natural “killers”
(NK) e cardiomidcitos apds estimulagéo. A sintese de TNF-a é induzida por
diferentes estimulos incluindo Interferon (IFN), IL-12, bradicinina e complexos
imunes, e inibidos por IL-6 e TGF-B. TNF-a, IL-1 B e IL-6 regulam,
sinergicamente, suas produgdes através de mecanismos paracrinos e
autocrinos (Chandrasekar et al.,1998; COPE, 1999).

O TNF-a possui um amplo espectro de atividades incluindo-se: agao
citolitica e citostatica em células tumorais, aumento da fagocitose e
citotoxidade em neutrdfilos, inibicdo de mecanismos anticoagulatorios, agao
quimiotatica em neutréfilos, indugdo de sintese de varias citocinas
quimioatrativas, estimulagao de angiogénese, inducédo de sintese de IL-1 e
fagocitose em macréfagos, estimulagao de sintese de NO e sintese de IFN-y
(interferon gama) por leucocitos (COPE, 1999). A IL-1 é produzida por
diferentes tipos celulares, como macrofagos, queratinécitos e células
endoteliais. Pode atuar ativando linfocitos, induzindo a sintese de TNF-q, IL-
6, anticorpos, NO e a expressdao da enzima O6xido nitrico sintase induzida
(NOSI/NOS2). Essa citocina também induz hipertrofia de certos tipos
celulares (Titus et al., 1991; Tsujino et al., 1994; Petersen & Burleigh, 2003).

O NO ¢é sintetizado pela oxidagdo da L-arginina em L-citrulina,
catalizada pela enzima NOS. Sao conhecidas trés isoformas de NOS. A
NOS2 ou induzida é independente de calcio e capaz de produzir grandes
quantidades de NO. As outras duas isoformas, dependentes de calcio e
expressas constitutivamente, incluem a NOS neuronal (NOS1) e a NOS
endotelial (NOS3). NOS1 e NOS3 produzem menores quantidades de NO e
estdo mais relacionadas com homeostase do sistema vascular (Shindo et
al.,1995; Chandrasekar et al., 2000).
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A sintese de NOS2 é induzida apdés certos estimulos como
endotoxinas e TNF-qa, IL-1B8 e IFN-y (Chandrasekar et al., 2000). O NO ¢é a
principal molécula com atividade tripanocida na infeccdo por T. cruzi,
entretanto altos niveis de NO podem ser danosos para células e tecidos.

Existe uma grande diferenga entre as populagdes de T. cruzi quanto a
sua viruléncia, capacidade patogénica e imunogénica (Plumas-Marty et al.,
1992; Neira et al., 2002). Fatores celulares e moleculares do hospedeiro
estdo envolvidos na resisténcia a infec¢ao por T. cruzi seja in vivo ou in vitro,
destacando-se a produgédo de quimiocinas, citocinas e de NO (Vespa et al.,
1994; Silva, 1999; Villalta et al., 1999; Scianni, 2001).

Estudos recentes (Oliveira, 2003) utilizando trés populacdes diferentes
de T. cruzi (cepa JG e clones CL-Brener e Col 1.7 G2) demonstraram ser o
clone CL-Brener o de maior potencial indutor, em menor periodo de tempo,
da produgdao de NO por macréfagos, in vitro. Todas as populagdes foram
capazes de induzir a producdo de TNF-a, sem diferencas entre elas no
periodo de 48 horas, mas a cepa JG induziu maiores niveis ao longo de 24
horas. Nagib (2005) demonstrou, in vivo, que os niveis séricos de TNF-a de
ratos adultos infectados com clone CL-Brener e com a cepa JG nao
apresentavam diferengas significativas ao longo da fase aguda, embora
essas populagdes induzam diferentes padrées de miocardite.

Zhang e Tarleton (1996) e Huang et al. (1999) demonstraram que a
infeccdo com T. cruzi promove aumento na expressao das citocinas TNF-q,
IL-18 e IL-6, da molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) e da molécula de
adesao vascular celular 1 (VCAM-1) em cardiomidcitos.

Diferentes produtos microbianos, como glicofosfatidilinositois, podem
ativar o fator-kB de transcricdo nuclear, que por sua vez, induz a expressao
de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a e IL-18, e regula a expressao da
enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) nos cardiomiécitos (Collart et
al.,1990; Goldfeld et al.,1990; Xie et al.,1994; Kopp e Ghosh, 1995).

Machado et al (2000) demonstraram que cardiomiécitos infectados
com T. cruzi expressam mMmRNA para TNF-a, IL-1B, INOS e para as
quimiocinas KC (quimiocina derivada de queratindcito), proteina inflamatéria

de macréfago (MIP)-2, CXCL-9 = Mig (monocina induzida por interferon-y),
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Crg-2 (cytokine responsive gene 2), CCL-5 (ligante tipo 5 de quimiocina =
RANTES) e JE (=CCL-2, ligante tipo 2 de quimiocina = MCP-1).

Nosso grupo tem utilizado o rato Holtzman como modelo experimental
para o estudo da tripanosomiase americana e esclarecimento da patogénese
dessa lesdo. Nosso grupo demonstrou a ocorréncia de lesao de terminagdes
nervosas autonémicas em diferentes 6rgdos, porém mais severa no coragao
(Machado et al., 1975, Camargos et al., 2002). Demonstrou-se que a infecgéo
com 300.000 tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi resulta em rarefagéo
acentuada da inervacao simpatica cardiaca durante a fase aguda (Machado
et al.,1975), bem como reducdo acentuada das terminagbes nervosas
parassimpaticas e de niveis de colina acetiltransferase (Machado et al., 1979;
Machado et al., 1987). Paralelamente a desnervagao cardiaca, estabelece-se
processo inflamatério intenso e parasitismo acentuado de cardiomiécitos na
fase aguda da infeccdo (Machado & Ribeiro,1989). Na fase tardia, ocorre
recuperacdo gradual do padrdo de inervagcdo simpatica desse 6&rgéo
(Machado et al.,1978). A desnervagao simpatica independe da lesdo dos
COorpos neuronais nos ganglios simpaticos cervicais; as terminagdes nervosas
cardiacas sdo o alvo primario da lesdo (Camargos & Machado, 1988;
Camargos et al., 1996). Demonstrou-se, também, que mesmo ratos adultos
desenvolvem miocardite aguda com desnervagédo simpatica, a despeito da
parasitemia praticamente nula (Guerra et al., 2001).

De modo interessante, demonstramos que a susceptibilidade de ratos
Holtzman jovens a infecgdo depende da populagdo de T. cruzi. As cepas
ABC e Y e o clone Cl-Brener sdo capazes de induzir miocardite aguda
intensa e de curta duragdo e causam desnervagao simpatica acentuada,
além de mortalidade de 33% (cepa Y) ou 100% (cepa ABC) dos animais. Por
sua vez, a infecgdo com o clone Col 1.7G2 resulta em miocardite aguda
branda e desnervagdo cardiaca discreta na fase aguda. Entretanto, a
miocardite persiste na fase tardia da infeccdo e a mortalidade é baixa, ao
contrario do observado com as cepas Y e ABC (Camargos et al., 2000).

A infeccdo com a cepa JG resulta em miocardite aguda leve a
moderada, persistente na fase tardia e em mortalidade nula. Mesmo a

infeccdo com indculos elevados da cepa JG resulta em desnervacao
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simpatica cardiaca leve e moderada em, respectivamente, 33% e 25% dos
animais ao final da fase aguda (Silva G.C. 1999).

Sabe-se que o sistema de complemento ndao tem papel relevante no
processo de desnervacéo cardiaca (Machado et al., 1994). Ja a diminuigédo
de células radio-sensiveis (linfocitos e granuldcitos) na fase aguda da
infeccdo experimental de ratos Holtzman ndo impede a lesdo das
terminagdes nervosas simpaticas, sugerindo que essas ceélulas ndo sao
essenciais nesse processo. A presengca de numerosos macrofagos no
coragao e as altas taxas de parasitas circulantes sugerem a participagao
dessas células e/ou de fatores do parasita na lesdo das terminacgdes
nervosas (Mello & Machado, 1998). Adicionalmente, a imunossupressao
induzida por ciclofosfamida que elimina, também, mondcitos circulantes,
impede a desnervagdo simpatica cardiaca na fase aguda (Guerra et al.,
2001).

A quantificacdo da populacdo de macrofagos residentes (ED2) e de
macrofagos recrutados do sangue (ED1%) no coragéo de ratos infectados com
duas diferentes populacbdes de T. cruzi — cepas Y e JG — apontam para a
participacdo de macréfagos ED1" no fendmeno de desnervagéo cardiaca na
fase aguda da infecgao chagasica.

Outro aspecto abordado em nosso estudo refere-se a producao de
neurotrofinas, particularmente NGF (Nerve Growth Factor), por cardiomiocitos
na infecgdo chagasica experimental. As neurotrofinas sao polipeptideos que
desempenham importante papel no desenvolvimento do sistema nervoso
central e periférico, tanto in vivo quanto em cultura de células, promovendo
diferenciagdo de diferentes classes de neurbnios (Halegoua et al.,1991).
Admite-se que possam também atuar como quimiotaticos para crescimento
axonal (Paves & Saarma, 1997) embora outros fatores neurotréficos possam
atuar como estimulantes ou inibidores de cones de crescimento de diferentes
populagdes de neurdnios. Até o momento, quatro neurotrofinas foram
descritas em mamiferos: fator de crescimento neural (NGF), fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), Neurotrofina 3 (NT-3) e neurotrofina 4/5 (NT-
4/5). As neurotrofinas atuam através da ligacdo a receptores especificos do
tipo tirosina kinase, conhecidos como trks. NGF se liga com maior afinidade
ao trkA, BDNF e NT-4/5 ativam trkB e NT-3 é o ligante de trkC, sendo
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também capaz de se ligar com menor afinidade aos trkA e trkB. Além disso,
todas as neurotrofinas sdo capazes de se ligar a outro tipo de receptor, o
p75. O receptor p75 pertence a familia dos receptores do TNF e se liga com
menor afinidade a todas as neurotrofinas. A ligagdo de NGF com p75 é capaz
de ativar fator transcricdo NF-k3 e sua funcdo néo esta relacionada com as
dos receptores trk (Hiltunem et al. 1996) (Fig. 2). O NGF é liberado pelos
orgaos/tecidos inervados em direcao ao corpo celular do neurbnio através de
um mecanismo de transporte axonal retrogrado (Furukawa et al. 1984).
Wheeler et al (1998) demonstraram que receptor especifico para NGF, trkA, é

expresso in vivo em mioblastos de ratos adultos e em desenvolvimento.

Low affinity High affinity
receptor - receplors

/ NGF |—»| &

| BRI

Fig. 2: Neurotrofinas e seus respectivos receptores

O NGF é necessario para sobrevivéncia, crescimento e diferenciagao
de neurdnios simpaticos em fase do desenvolvimento em que essas células
expressam tanto fenoétipo colinérgico quanto adrenérgico (Chun & Patterson,
1977b; 1977c). In vitro, ha controvérsia sobre a necessidade de NGF para a
sobrevivéncia neuronal, mas, sem duvida, o crescimento de neuritos depende
desse fator (Orike et al., 2001). Quando co-cultivados com células cardiacas,
0os neurbnios simpaticos sobrevivem na auséncia de NGF, sendo essa
sobrevivéncia maior em culturas com alta densidade de células (Chun &
Patterson, 1977a). E provavel que cardiomidcitos produzam NGF ou
substancia com funcdo semelhante; o meio condicionado por essas células

mantém neurdnios viaveis em cultura (Wakade & Bhave, 1988). Tem sido

27



sugerido que o NGF promove neurotransmissdo simpatica aumentando o
numero de fibras simpaticas que estabelecem contato com a célula-alvo
(Rush et al.,1997; Lockhart et al.,2000). Além disso, alteracbes de
desenvolvimento em cardiomiécitos levam ao aumento na densidade de
vesiculas sinapticas com varicosidades ao longo das fibras simpaticas, um
processo regulado por NGF. Portanto, assim que os cardiomidcitos se tornam
maduros, eles produzem fatores que promovem a formagcao de estruturas
pré-sinapticas simpaticas (Lockhart et al., 2000).

Na infecgdo experimental de ratos com cepa Y de T. cruzi ocorre
aumento acentuado dos niveis cardiacos de NGF durante a fase aguda,
periodo no qual as terminagdes noradrenérgicas encontram-se lesadas
(Martinelli et al., 2006). Na fase crbnica, quando ocorre regeneracao das
terminagdes noradrenérgicas, os niveis dessa neurotrofina reduzem-se
significativamente. Consideramos importante ressaltar que na fase aguda a
desnervacado simpatica € acompanhada de miocardite com predominio de
macrofagos. A participagdo de macréfagos ou de cardiomiécitos na sintese
dessa neurotrofina durante a fase aguda da infeccédo ndo esta clara. Em
nosso modelo de cultivo de cardiomidcitos esse aspecto podera ser

esclarecido.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo visa compreender melhor alguns aspectos relativos
a interagado do T. cruzi com cardiomiocitos. Pretende-se analisar, in vitro, a
producdo de oOxido nitrico, citocinas e do fator de crescimento neural por
cardiomidcitos infectados com diferentes populagdes de T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Usando-se infecgcdes com cepa Y ou com o clone CL-Brener pretende-

se avaliar, em cardiomidcitos:
A) a produgao de oxido nitrico (NO);

B) a producéo de TNF-a e IL-1;
C) a producao de NGF.
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3 Metodologia

3.1. Isolamento e preparagao da cultura de cardiomiécitos

Para o estabelecimento da cultura de cardiomidcitos, utilizaram-se ratos
Holtzman neonatos (1-5 dias de idade) provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do ICB/UFMG.

Os procedimentos experimentais basearam-se na metodologia proposta
por Chlopcikova et al. (2001). Os animais foram sacrificados por decapitagao e
os coragdes foram removidos e coletados em tampéo salina fosfatado (PBS)
sem calcio e magnésio e sob oxigenagao constante. Para dissociacdo dos
cardiomiécitos utilizou-se solugéo de tripsina EDTA 0,25% (Gibco). O processo
de digestdo enzimatica foi repetido cinco vezes com 20 minutos cada. Apos a
dissociagdo, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10minutos, a
37°C. Os sedimentos (pellets) foram ressuspendidos em soro fetal bovino
(SFB) e submetidos a nova centrifugacao. O pellet resultante foi ressuspendido
em meio DMEM+M199 (Sigma) (4:1) suplementado com 10% de soro fetal de
cavalo, 5% SFB, 1% gentamicina e 1% glutamina. As células foram incubadas
em garrafas de cultura (25cm2) por 2 horas para adesao de fibroblastos. Apds
esse periodo de tempo o meio livre de fibroblastos foi coletado e uma aliquota
retirada para contagem do numero de células, em camara de Neubauer. Para
isso, as células foram coradas com solugdo de azul de Tripan. Os
cardiomidocitos foram plaqueados em placas de 24 pogos na concentracao
minima de 1 X 10° células/poco. As células foram mantidas em estufa com
atmosfera imida a 37° C e 5% de gas carbdnico (CO;). Apds 72 horas, trocou-
se o meio por DMEM+M199 (4:1) contendo 1% de gentamicina e 1% de
glutamina, sem soro. As trocas de meio subsequentes foram realizadas a cada
48 horas ou de acordo com os procedimentos experimentais, mas sempre com

meio sem soro.

3.2. Obtencao do T.cruzi
As formas tripomastigotas da cepa Y de T.cruzi foram obtidas do

sangue colhido do plexo orbital de camundongos infectados, fornecidos pelo
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Prof. Egler Chiari do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. O sangue
foi centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos, reservando-se o plasma para
separagao dos parasitas. A linhagem de fibroblastos de rim de macaco (LLC-
MK2) mantida em meio DMEM suplementado com 10% SFB, 1% glutamina e
1% penicilina-estreptomicina foi infectada para manutencdo dos parasitas em
cultura. Apds infeccdo, o meio das células LLC-MK2 foi substituido por DMEM
suplementado com 2% SFB, 1% glutamina e 1% penicilina-estreptomicina. As
células foram mantidas em estufa com atmosfera umidificada, a 37° C e 5% de
CO,. Dois repiques foram feitos antes da utilizagdo dos parasitas nos
experimentos.

As formas tripomastigotas do clone CL-Brener foram obtidas de culturas
de células VERO (células epiteliais de rim de macaco), fornecida pela Porf®.
Daniella C. Bartholomeu do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
ICB/UFMG, e mantido em culturas de células LLC-MK2 nas mesmas condicdes

dacepa.

3.3. Infecgao de cardiomiocitos

Os cardiomidcitos mantidos em placas de 24 pocos foram infectados
com tripomastigotas de uma das duas populagdes de T. cruzi (3-5
parasitas/célula). Apds intervalos, metanol foi colocado em cada pogo para
fixagdo por 30 segundos, seguindo-se coloragdo com Giemsa (1:20) por 20

minutos, para comprovacao da infeccao.

3.4. Visualizagao dos cardiomidcitos

Para acompanhamento da cultura de cardiomiocitos utilizou-se
microscopio invertido Axiovert 25 Zeiss. Os cardiomiécitos foram
caracterizados mediante a observagao de contragao espontanea, formacao de
sincicio, coloragdo histoquimica de PAS e demonstracdo de miofibrilas por
marcagdo com falotoxina fluorescente para actina F (Alexa Fluor 488,
Molecular Probes).

A técnica do PAS permite a distincdo entre células ndao musculares
(PAS-) e musculares (PAS+), de acordo com Atherton et al., (1986). Para
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realizacao dessa técnica as células, diretamente nos pocos, foram fixadas em
paraformaldeido a 4% em PBS (tamp&o salina fosfato) por 20 minutos, a 4° C.
Apos lavagem rapida com PBS, as células foram incubadas com acido
periodico a 0,5% por 10 minutos. Lavou-se em agua destilada por 5 minutos e
em seguida as células foram incubadas com reativo de Schiff por 20 minutos.
As células foram incubadas, por 1 minuto, com solug¢ao de bissulfito de sddio a
1%, e em seguida lavadas com agua. Para melhor visualizagéo, realizamos a
contra coloragao dos nucleos com hematoxilina.

Para visualizacdo de miofibrilas, os cardiomidcitos foram cultivados em
laminulas Thermanox, fixadas com solugao de paraformaldeido a 4% em PBS
por 20 minutos, a 4° C. Em seguida, procedeu-se a incubagdo em solucédo de
Triton X-100 a 0,1% em PBS, durante 10 minutos, para permeabilizacdo dos
cardiomiocitos. O bloqueio das liga¢des inespecificas foi feito com solugéo de
albumina sérica bovina (BSA) a 1% em PBS, por 30 minutos. Incubaram-se
novamente as células com solugdo de Triton X-100 por 5 minutos. Os
cardiomidcitos foram, entdo, incubados com Faloidina diluida (1:4) em PBS-
BSA 1% durante 20 minutos, lavados 2 vezes e visualizados em microscépio
confocal META 510 Zeiss.

3.5. Dosagens em sobrenadantes de culturas
Sobrenadantes da cultura de cardiomiécitos infectados ou nao foram
coletados em diferentes intervalos de tempo para dosagem de NO, de citocinas

e de NGF. Todas as dosagens foram realizadas em duplicatas.

3.5.1. Dosagem de nitrito

Para dosagem de nitrito utilizou-se solugdo de Griess (Green et al.,
1981), constituida de solugcdo de sulfanilamida (Sigma) a 1% e solugdo de
naftilenodiamida (Sigma) a 0.1%, na propor¢cao de 1:1, ambas em acido
fosforico 2.5% (Merck). Para dosagem, 50uL de sobrenadante foi adicionado a
placa “Nunc Maxsorb”, seguido de 50uL de solugédo de Griess. Apds 5 minutos,

foi realizada a leitura da reacao colorimétrica com absorbancia em 550 nm, em
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leitor Versamax™, “Molecular Devices”. A concentragdo de nitrito foi

determinada em referéncia a curva padrao de 0,5mM a 4uM de NaNO..

3.5.2. Dosagem de TNF-a

Utilizou-se o método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
seguindo-se o protocolo da Pharmingen (San Diego, USA) para TNF-a de rato.
Apos sensibilizagcdo com anticorpo de captura (diluicdo 1:250) em tampao
carbonato, a 4°C, durante uma noite, procedeu-se a incubagdo com Tween 20
a 0,05% em tampéo de diluicdo (PBS e soro fetal bovino a 10%, Merck), por
uma hora. A seguir, as placas foram lavadas com solugdo de Tween 20 e
adicionado 100uL de sobrenadante. Em cada placa, diferentes diluicbes de
TNF-a foram usadas para a curva padrdao, com valor maximo de 2000pg/ml e
minimo de 0, além do uso de pocgos controles sem adicdo de amostras.. A
incubagcédo foi feita a temperatura ambiente por 2 horas. Apds lavagem,
adicionou-se anticorpo anti-TNF-a. biotinilado (1:250 em tampao dilui¢do),
incubando-se por uma hora a temperatura ambiente. A seguir, adicionaram-se
estreptovidina (1:250) diluida em tamp&o de diluicdo, por 30 minutos, a
temperatura ambiente e solugdo substrato (Tetrametilbenzidina - TMB) por 30
minutos, no escuro, para revelacao da atividade peroxidasica. A reagao foi
bloqueada com 50uL de H,SO4 2N. A leitura da placa foi realizada a 450nm
(Versamax™, Molecular Devices) e os valores analisados no programa
SOFTmax Pro versdao3.1.1. Todas as solugbes foram preparadas com agua
estéril (18MQ) obtida no purificador ELGASTAT Maxima.

3.5.3. Dosagem de IL-1B

Os niveis de IL-1 B foram obtidos pelo método ELISA sanduiche, de
acordo com protocolo da R&D Systems. Resumidamente, placas de 96 pogos
foram sensibilizadas com o anticorpo de captura na concentracao de 0,8 ug/ml
diluido em PBS estéril e incubadas, por uma noite, a temperatura ambiente.
Lavou-se a placa com PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio de sitios
inespecificos foi realizado com solugdo de BSA a 1% em PBS, por 1 hora.

Apos bloqueio de sitios inespecificos, as amostras (sobrenadantes) foram
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adicionadas e incubadas por duas horas. Lavou-se novamente a placa e
procedeu-se a incubagdo com anticorpo de deteccdo (biotinilado) na
concentragédo de 350 ng/ml diluido em PBS-BSA 1% por 2 horas. Lavou-se
novamente a placa. A seguir realizou-se incubagdo com estreptavidina
conjugada a peroxidase (1:200 em PBS-BSA) por 30 minutos visando a
amplificacdo do sinal, revelado pela adicdo de substrato para a peroxidase,
composto de uma mistura 1:1 do Reagente de cor A (H.0;) e Reagente de cor
B (Tetrametilbenzidina) da “R&D System” durante 30 minutos. A reagdo foi
bloqueada com 50uL de H,SO4 2N. A leitura dos resultados foi realizada no
leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices), com comprimento de
onda de 450nm e os valores analisados no programa SOFTmax Pro versao
3.1.1. Para cada placa, construiu-se uma curva de calibragdo da proteina
quantificada conforme o protocolo, além do uso de pogos controles sem adigao
de amostras. A curva de calibragdo possui um valor maximo de 4000 pg/ml e

minimo de 0.

3.5.4. Dosagem de NGF

Os niveis de NGF foram obtidos pelo método ELISA sanduiche, de
acordo com protocolo da “R&D Systems”. Resumidamente, placas de 96 pogos
foram sensibilizadas com o anticorpo de captura na concentracao de 0,4 ug/mi
diluido em PBS estéril e incubadas, por uma noite, a temperatura ambiente.
Lavou-se a placa com PBS contendo 0,05% Tween 20. O bloqueio de sitios
inespecificos foi realizado com PBS/BSA 1%, por 1 hora. Apés bloqueio de
sitios inespecificos, as amostras (sobrenadantes) foram adicionadas e
incubadas por duas horas. Lavou-se novamente a placa. Adicionou-se
anticorpo de detecgao (biotinilado) na concentragdo de 100 ng/ml diluido em
PBS-BSA 1%, incubando-se por 2 horas. Lavou-se novamente a placa. A
seguir incubou-se com estreptavidina conjugada a peroxidase (1:200 em PBS-
BSA) por 30 minutos visando a amplificagdo do sinal, revelado pela adicéo de
substrato para a peroxidase, composto de uma mistura 1:1 do Reagente de cor
A (H20;) e Reagente de cor B (Tetrametilbenzidina) da “R&D System” durante

30 minutos. A reagao sera bloqueada com 50uL de H,SO4 2N. A leitura dos
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resultados foi feita no leitor de microplacas VersaMax (Molecular Devices), com
comprimento de onda de 450nm e os valores analisados no programa
SOFTmax Pro versao 3.1.1. Para cada placa, foi realizada uma curva de
calibragdo da proteina quantificada conforme o protocolo, além do uso de
pocos controles sem adicdo de amostras. A curva de calibracdo possui um

valor maximo de 1000 pg/ml e minimo de 0.

3.6. Analise estatistica e confec¢ao dos graficos
Para analise estatistica foi utilizado o programa “GraphPad Prism”
versao 3.00 (GraphPad Software Incorporated) aplicando-se o teste t de

student com significancia em 5%.
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4. RESULTADOS
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4. Resultados

4.1. Morfologia de cardiomidcitos

Nas primeiras 48 horas de cultura, os cardiomiocitos exibiam forma
arredondada, na maioria, ndo aderidos a placa. No 3° dia de cultura os
cardiomidcitos apresentavam diferentes formas e exibiam contragao regular e
espontanea. A maioria das células apresentava projecdes do citoplasma (Fig.
3), irregulares que se conectavam com as células vizinhas formando um
sincicio com contragdo simultanea. Algumas células podiam nao apresentar
contragdo espontdnea. As culturas ndo infectadas sobreviviam por,
aproximadamente, 14 dias, quando comegavam a degenerar por processo de
apoptose. Observou-se que o tempo de sobrevivéncia era diretamente
proporcional a densidade celular. Alguns dos cardiomiocitos apresentavam-se
binucleados, caracteristica desse tipo celular. (Fig 3).

Além da contragdo espontanea, os cardiomiocitos apresentavam
citoplasma positivo ao PAS e com miofibrilas coradas por falotoxinas para
actina (Fig. 4). Todas as culturas utilizadas neste trabalho possuiam a

concentragao de 4,5 x 10° células por poco.
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FIGURA 3: Cardiomidcitos ndo infectados aos 9 dias de cultivo em meio DMEM +
M199. Observa-se aspecto em sincicio, em que os cardiomiécitos conectam-se por
projecoes citoplasmaticas (A e B, *). Contraste de fase, 100X em (A) e 200X em (B).

C) Cardiomiécitos binucleados (seta). Coloragcao Giemsa. 200X.
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FIGURA 4: Cardiomidcitos nao infectados aos 5 dias de cultivo em meio DMEM +
M199.
A e B) Observam-se cardiomidcitos com miofibrilas marcados com falotoxina para

actina F. As miofibrilas dispdem-se, em sua maioria, ao longo do maior eixo da célula.
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4.2. Morfologia de cardiomidcitos infectados com a cepa Y ou com o clone

CL-Brener de Trypanosoma cruzi.

Na infecgdo com a cepa Y, ocorria, a partir do 1° dia, desagregagdo do
sincicio, formando-se aglomerados de células unidos por projecoes
citoplasmaticas. A grande maioria das células nao resistiu a infecgdo, morrendo
por apoptose e soltando-se da placa de cultura. O niumero de células diminui
apo6s a infecgcdo, mas permanece constante nos 3 primeiros dias de infecgao,
periodo que estudamos nesse trabalho. O experimento foi interrompido quando
a densidade celular foi alterada, ou seja, no 3° dia de infecgdo. As células que
permaneciam vivas apresentavam o citoplasma repleto de amastigotas, em
meédia, 30 amastigotas por célula (Fig. 5)

Ja a infecgdo com o clone CL-Brener (Fig. 6) também resultou em morte de
cardiomidcitos, por apoptose. Entretanto, em menor propor¢do que a infecgao
com a cepa Y. As células que permaneciam vivas apresentavam, em média, 20

amastigotas.
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FIGURA 5: Cardiomidcitos aos 9 dias de cultivo, infectados ou ndo, com a cepa Y, em
meio DMEM + M199:

A) Cardiomiocitos n&o infectados formando sincicio. Contraste de fase, 100X.

B) Cardiomiécitos com 3 dias de infeccdo. Note a destruicdo do sincicio e os
grupos de células unidas por projegcbes citoplasmaticas. Contraste de fase,
100X.

C) Cardiomidcitos nao infectados formando sincicio. Contraste de fase, 200X.

D) Cardiomiécitos com 3 dias de infecgdo. Note a destruicdo do sincicio e as
amastigotas no citoplasma da célula (setas pretas). Contraste de fase, 200X.

E) Cardiomiécitos nao infectados. Observe as células se unindo por projecdes do
citoplasma (*). Giemsa, 200X.

F) Cardiomiécitos com 3 dias infecgdo. Note os citoplasmas celulares repletos de

amastigotas e as células com membrana rompida (seta vazia). Giemsa, 200X.
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FIGURA 5
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FIGURA 6: Cardiomiécitos aos 9 dias de cultivo, infectados ou ndo, com o clone CL-
Brener em meio DMEM + M199:

A) Cardiomidcitos néo infectados formando sincicio. Contraste de fase, 100X.

B) Cardiomidcitos com 3 dias de infecgdo. Note a destruicdo do sincicio e os
agrupamentos de células unidas por projecdes citoplasmaticas. Contraste de
fase, 100X.

C) Cardiomidcitos nao infectadas formando sincicio. Contraste de fase, 200X.

D) Cardiomiécitos com 3 dias de infecgao. Note a destruicdo do sincicio e o menor
numero de amastigotas, quando comparado com a cepa Y (setas pretas).
Contraste de fase, 200X.
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4.3 Niveis de nitrito em sobrenadantes de culturas de cardiomidcitos

infectados ou ndo com cepa Y e clone CL-Brener de T.cruzi.

Em culturas de cardiomioctos nao infectadas nao foi possivel detectar
NO no sobrenadante.

Ambas as populagdes de T. cruzi foram capazes de induzir a produgao
de NO por cardiomidcitos na auséncia de estimulo prévio por citocinas. Ja
foi possivel detectar diferengas entre os isolados de T.cruzi, a partir do 1°
dia de infecgao.

A cepa Y induziu a producao de NO somente no primeiro dia de infecgao
(0,006 + 0,002 M), retornando a niveis ndo detectaveis no 2° e 3° dias de
infecgao (GRAF 1A).

O clone CL-Brener induziu a produgédo de NO no 1° (0,040 £ 0,003 uM) e
2° (0,017 + 0,002 uM) dias de infecgdo, sendo os niveis do 2° dia superiores
ao 1°. No 3°dia de infecgao pelo clone CL-Brener, os niveis de nitrito foram
indetectaveis (GRAF 1B). Os niveis de NO induzidos pelo clone CL-Brener
foram significativamente maiores que os induzidos pela cepa Y nos dois

primeiros dias de infecgdo (GRAF 1C).
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GRAFICO 1 - Producédo de 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de cardiomidcitos de
ratos infectados ou nao por T.cruzi. (A) — cepa Y, (B) — clone CL-Brener e (C) compara
¢ao entre os dois isolados, p<0,05.
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4.4 Niveis de TNF-a em sobrenadantes de culturas de cardiomidcitos

infectados ou ndo com cepa Y e clone CL-Brener de T.cruzi.

Em culturas de cardiomiocitos ndo infectadas, os niveis de TNF-a foram
indetectaveis ou proximos de zero.

Ambas as populagdes de T. cruzi foram capazes de induzir a produgao
de TNF-a por cardiomiécitos na auséncia de estimulo prévio por outras
citocinas. Diferengas entre os isolados na producdo de TNF-a foram
observadas no 1° dia de infecgo.

A cepa Y induziu a producdo de TNF-a no primeiro dia de infecgao
(693,796 + 99,552 pg/ml), retornando a niveis nédo detectaveis ou préximos
de zero no 2° e 3° dias de infecgdo (GRAF 2A).

O clone CL-Brener também induziu a produgdo de TNF-a no 1° dia
(60,592 + 45,385 pg/ml). No 2° e 3° dias de infecgdo pelo clone CL-Brener,
os niveis de TNF-a foram indetectaveis (GRAF 2B).

Os niveis de TNF-a induzidos pela cepa Y foram significativamente
maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener no primeiro dia de infec¢ao
(693,796 £ 99,552 X 60,592 + 45,385 pg/ml) (GRAF 2C).
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GRAFICO 2 — Producdo de TNF-a em sobrenadantes de cardiomidcitos de ratos
infectados ou nao por T.cruzi. (A) — cepa Y, (B) — clone CL-Brener e (C) comparagao
entre os dois isolados, p<0,05.
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4.5. Niveis de IL-1B em sobrenadantes de culturas de cardiomiocitos

infectados ou ndo com cepa Y e clone CL-Brener de T.cruzi.

Em culturas de cardiomidcitos nao infectadas, os niveis de IL-13 foram
indetectaveis ou proximos de zero.

Tanto a cepa Y quanto o clone CL-Brener foram capazes de induzir a
producao de IL-1B3 por cardiomiécitos na auséncia de estimulo prévio por
outras citocinas. Diferengas entre os isolados na producao de IL-13 foram
observadas no 1° dia de infecgao.

A cepa Y induziu a produgao de IL-1B no 1° (638,277 + 274,370 pg/ml) e
no 2° (75,896 + 52,378 pg/ml) dias de infeccdo sendo este Ultimo sem
diferenga significativa em relagéo ao controle (124,630 = 119,110 pg/ml). No
3% dia de infeccdo os niveis de IL-1B retornaram a valores indetectaveis
(GRAF 3A).

O clone CL-Brener também induziu a produgéo de IL-1B no 1° (364,005
+ 47,473 pg/ml). No 2° e 3° dias de infeccdo pelo clone CL-Brener, os niveis
de IL-1B foram indetectaveis (GRAF 3B).

Os niveis de IL-1B induzidos pela cepa Y mostraram-se semelhantes ao
do clone CL-Brener, mas com tendéncia a valores mais elevados na
infeccdo com a cepa Y, no primeiro dia de infeccdo (638,277 + 274,370
pg/ml X 364,005 + 47,473 pg/ml) (GRAF 3C).
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4.6. Niveis de NGF em sobrenadantes de cardiomiocitos infectados ou nao

com cepa Y e clone CL-Brener de T.cruzi.

Em culturas de cardiomioctos nao infectadas ocorre producdo de NGF a
partir do 3° dia de cultura, em ambos os experimentos. Ambas as
populagdes foram capazes de induzir a produg¢do de NGF por
cardiomidcitos na auséncia de estimulo prévio por citocinas. Diferencas
entre os isolados na producdo de NGF foram observadas a partir do 1° dia
de infeccao.

No experimento com a cepa Y, os niveis de NGF no 3° e 6° dia de
cultura foram significativamente diferentes e, respectivamente, 17,171 %
1,293 e 54,273 + 5,021 pg/ml. A cepa Y induziu a produgdo de NGF
somente no primeiro dia de infecgéo (454,668 + 72,424 pg/ml), retornando a
niveis ndo detectaveis no 2° e 3° dias de infeccdo (GRAF 4A).

No experimento com o clone CL-Brener, os niveis de NGF no 3° e 6° dia
de cultura foram significativamente diferentes e, respectivamente, 18,119 +
2,253 e 49,443 £ 8,533 pg/ml. O clone CL-Brener induziu a produgédo de
NGF no 1° e 2° dias de infecgéo, sendo os niveis do 1° dia superiores ao 2°
(259,075 £ 31,333 X 52,409 + 8,721 pg/ml). No 3%dia de infecgéo pelo clone
CL-Brener, os niveis de NGF foram proximos de zero (GRAF 4B).

Os niveis de NGF induzidos pela cepa Y foram significativamente
maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener no 1° dia de infecgdo
(454,668 + 72,424 X 259,075 + 31,333). No 2° dia de infeccdo, sé o clone
CL-Brener foi capaz de induzir a produc¢ao de NGF (GRAF 4C).
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GRAFICO 4 — Produgdo de fator neurotréfico (NGF) em sobrenadantes de
cardiomiocitos de ratos infectados ou nao por T.cruzi. (A) — cepa Y, (B) — clone CL-
Brener e (C) comparagéao entre os dois isolados, p<0,05.
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5. DISCUSSAO
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5. Discussao

O protocolo utilizado, em nosso laboratério, para cultura de
cardiomidcitos possibilitou a viabilidade dessas células por, aproximadamente,
14 dias. No primeiro e segundo dias de -cultura, os cardiomiécitos
apresentavam, em sua maioria, forma arredondada.

Segundo Li (1996a), essa morfologia é caracteristica de cardiomiécitos
recém isolados e resulta da ruptura de sarcébmeros durante o processo de
isolamento. Sarcémeros intactos impedem a aderéncia dos cardiomiécitos e,
consequentemente, seu crescimento in vitro (Li, 1996b). Apds 24 horas em
cultura, ocorre o rearranjo dos sarcémeros dos cardiomidcitos, alterando assim
a morfologia da célula, que estando aderida, comecga a hipertrofiar e a contrair
espontaneamente, o que ocorre por volta do terceiro dia de cultura.

Em nossos experimentos, observamos que os cardiomidcitos emitiam
projecdes citoplasmaticas em direcéo a vizinhanga, estabelecendo contato com
as células vizinhas. Apds a confluéncia, formavam um sincicio que apresentava
contragao regular e espontanea. Essa caracteristica, como ja observado por
Goldman & Wurzel (1992) e Li (1996b), indica a presenga de jungdes do tipo
gap. Algumas células podem nao apresentar contragdo espontanea, mas sao
capazes de hipertrofia. Segundo Alberton et al. (1986), a auséncia de
contragdo € devido a ruptura do sarcomero no momento do isolamento e a
incapacidade de alguns cardiomiocitos de regenera-lo, apesar de possuirem
proteinas contrateis.

Quanto maior a confluéncia celular, maior o tempo de sobrevida da
cultura. Clark et al. (1998) estudando culturas de cardiomiocitos adultos,
ressaltaram a importancia da manutencdo dos contatos intercelulares e da
contracdo espontanea na sobrevivéncia da cultura. A auséncia de contatos
intercelulares promove perda gradual da estrutura miofibrilar, o que acarreta
perda da fungao contratil. O numero de contatos intercelulares em uma cultura
€ dependente do tamanho do midcito e da densidade de plagueamento. Em
culturas com baixa densidade celular, os midcitos apresentam distribuicao

esparsa, sem batimento e apresentam atrofia de miofibrilas.
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Frequentemente, em nossos experimentos, observamos cardiomiocitos
binucleados. Clubb & Bishop (1984) relatam que o desacoplamento entre
cariocinese e citocinese, em cultura, resulta em cardiomiodcitos com mais de um
nucleo, ja que estes continuam sintetizando DNA.

Em nossos experimentos, as caracteristicas morfolégicas — forma
celular, contracdo espontanea — e histoquimicas — positividade ao PAS e a
falotoxinas — confirmaram que a grande maioria das células em cultura era
cardiomiocitos. O estabelecimento de um protocolo eficiente para
estabelecimento de cultura de cardiomidcitos nos permitira desenvolver outros
projetos relacionados a interacéo T. cruzi - cardiomidcitos.

Pereira et al. (1993) relatam que em células musculares maduras a
proteina de filamentos intermediarios desmina pode apresentar dois padrdes
de distribuicdo. Entretanto, cardiomiécitos maduros contém desmina espalhada
pelo citoplasma ou em co-localizacdo com a linha Z das miofibrilas. Em
cardiomidcitos imaturos, a desmina esta acumulada em torno do nucleo e no
citoplasma. A observacdo de cardiomiocitos em cultura sem o padrao de
estriacdo caracteristico sugere que a desmina deve ser a ultima proteina a ser
integrada nas miofibrilas.

A infeccdo de cardiomidcitos pelas duas populacbées de T. cruzi
estudadas promoveu desagregacao do sincicio e elevado numero de células
mortas.

Zhang et al. (1999) demonstraram que, na cardiomiopatia chagasica, os
cardiomiécitos podem morrer por necrose e apoptose. Souza et al. (2003)
estudando trés populagdes de T. cruzi — cepa Y e os clones CL-Brener e
Dm28c — demonstraram que cardiomidcitos infectados sofrem apoptose, tanto
in vivo quanto in vitro. A intensidade do processo apoptético esta relacionada
com a populacao estudada, ocorrendo mais cedo e com maior freqliéncia na
infeccdo com Dm28c. In vivo, entretanto, esse clone induz miocardites mais
leves.

Varios autores ja relataram alteragbes estruturais do citoesqueleto de
células musculares cardiacas apés infeccado com T. cruzi. Pereira et al. (1993)

ressaltam a ruptura dos microfilamentos de actina e filamentos intermediarios,
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além de desorganizagdo de microtubulos. Paulin et al. (1988) relatam que o
numero e a distribuicdo de microtubulos alteram-se conforme o tempo de
infeccdo, perdendo o padrao radial de distribuicdo. Rodriguéz et al (1995)
entretanto, relatam a reorganizagcéo dos microfilamentos de actina, relacionada
com o aumento dos niveis intracelulares de Ca**, e que a permanéncia dos
tripomastigotas no interior da célula é dependente desse rearranjo dos
microfilamentos de actina.

Pereira et al. (1993) ressaltam a permanéncia da ruptura das miofibrilas
e do citoesqueleto nas regides ocupadas pelas amastigotas. Quando o
citoplasma celular esta repleto de amastigotas, os filamentos de actina
concentram-se na periferia da célula tornando-a arredondada (Carvalho et al
1999).

Em nosso trabalho, a infeccdo com a cepa Y induziu maior
desagregacao do sincicio e maior parasitismo de cardiomiécitos (média de 30
amastigotas/célula) quando comparado com clone CL-Brener (média de 20
amastigotas/célula).

Ruiz et al. (1998) ndo observou diferencas entre a cepa Y e o clone CL-
Brener, quanto a expressdo de glicoproteinas de superficie. Ambas
apresentam expressao elevada de glicoproteinas com alta capacidade indutora
de calcio, como gp82, e baixos niveis de glicproteinas com pequena
capacidade sinalizadora de calcio, como gp 35/50.

Estudos anteriores do nosso laboratorio (Camargos et al., 2000)
mostraram que a infecgdo de ratos jovens com o clone CL-Brener resulta em
maior parasitemia e maior taxa de mortalidade que a cepa Y; a intensidade da
miocardite € similar nos dois grupos.

Em nosso trabalho, detectamos a produgdao de NO por cardiomiocitos
infectados com a cepa Y e com o clone CL-Brener, na auséncia de estimulo
prévio por citocinas. A infecgdo com o clone CL-Brener, entretanto, induziu
maior producdo de NO e durante mais tempo, dois dias, sendo a produc¢ao do
segundo dia maior que a do primeiro.

O NO sintetizado a partir no NOS2 possui atividade citotoxica, antiviral e

antimicrobiana (Pinsky et al. 1999). Vespa et al. (1994) demonstraram,
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utilizando moléculas doadoras de NO, que este é capaz de matar
tripomastigotas e, que essa atividade tripanocida é tempo e dose dependente.

Machado et al (2000) também observaram producdo de NO em
cardiomidcitos de murinos infectados com a cepa Y de T. cruzi, na auséncia de
estimulo por citocinas.

Além de seu efeito tripanocida, sabe-se que o NO possui atividade
citotoxica. De acordo com Pinsky et al. (1999) o NO produzido pela INOS pode
induzir a inibicdo da sintese de DNA e apoptose. Além disso, demonstrou que
NO sintetizado por cardiomidcitos era capaz de induzir apoptose nos
cardiomidcitos vizinhos e que esse processo era inibido por inibidores de NOS.
Machado et al. (2000) demostraram que cardiomidcitos infectados com T. cruzi
expressam mRNA para NOS2 e produzem NO. Esses dados corroboram os
nossos resultados, pois além de detectarmos a producédo de NO obtivemos um
grande numero de células mortas por apoptose em consequéncia da infecgao.
O clone CL-Brener induziu a maior producdo de NO, e por mais tempo. Os
cardiomidcitos infectados com esse isolado possuiam um menor numero de
amastigotas no citoplasma. Baseado nesses dados e na literatura, podemos
sugerir que esse isolado é mais eficiente na indugdo da produgdo de NO e,
consequentemente, sofrem a acao desse tripanocida. Portanto, o cardiomidcito
parece ser mais capaz de controlar a infecgdo com o clone CL-Brener que com
acepay.

A producao de NO, via NOS2, é induzida por citocinas, como, TNF-a, IL-
1B, IFN-y e IL-6. Cardiomidcitos infectados com T.cruzi expressam mRNA para
TNF-a e IL-1B8 (Machado et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram que ambas as populacdes foram
capazes de induzir a produgao de TNF-a no primeiro dia de infecgcdo, e os
niveis de TNF-a induzidos pela cepa Y foram aproximadamente 3 vezes
maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener.

Lima et al. (1997) demonstraram que TNF-a é necessario para o
processo inflamatério e para controle do parasitismo em camundongos
infectados com T.cruzi. Chandrasekar et al. (1998) demonstraram a presenca

de TNF-a, IL-1B e NOS2 no coragdao apos 36 horas de infecgdo com cepa
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Sylvio X10/7 de T. cruzi, e esse aumento era sustentado até o 15° dia de
infecgao.

Fichera et al. (2004) demonstraram que cardiomiécitos em cultura
infectados com a cepa Silvio X10/4 e estimulados com TNF-a produzem NO.

Na auséncia da infecgdo, TNF-a ndo é capaz de induzir a producédo de
NO. TNF-a atua através da sua interagao com receptor (TNFR) e essa ligacéo
€ capaz de induzir diferentes cascatas de transdugao de sinal, como a do NF-
kKB (Ashkenazi & Dixit, 1998). Cardiomiocitos de camundongos expressam
TNFR1 (Song et al. 2000). Meldrum (1998) demonstra que TNF-a inibe a
contracdo do miocardio e induz apoptose de cardiomiécitos murinos através da
estimulagcdo de TNFR1. A indugao de apoptose ocorre em paralelo ao aumento
do mRNA para NOS2 e producdo de NO. Baseado nesses dados, Meldrum
(1998) conclui que TNF-a induz apoptose através da expressdo de NOS2 e da
producdo de NO. (Meldrum, 1998). Nakamura et al. (1998) também relatam
que, em cardiomiécitos, TNF-a pode induzir hipertrofia ou apoptose.

Em nosso trabalho demosntramos que a infeccdo com a cepa Y
resultou na produgdo de elevados niveis de TNF-a e em grande numero de
cardiomiocitos mortos por apoptose, 0 que nos leva a considerar que essa
citocina, juntamente com NO, pode ser responsavel pela proeminente redugéo
celular encontrada.

Nosso trabalho também demonstrou que ambos os isolados foram
capazes de induzir a producédo de IL-1B no primeiro dia de infeccéo, e que a
cepa Y demonstrou uma tendéncia em induzir maiores niveis. Fichera et al
(2004) demonstrou que cardiomidcitos nao infectados e estimulados com IL-113
produziam NO. Além disso, comparando os niveis de NO produzidos por
cardiomiocitos infectados com T.cruzi e estimulados com IL-13, TNF-a e IFN-y,
constatou que IL-1B8 era a que induzia os maiores niveis de NO. Devido a
grande capacidade de induzir a produgao de NO, IL-1B pode contribuir para
aumento da apoptose de cardiomidcitos infectados encontrado nesse trabalho.
Petersen & Burleigh (2003), estudando cardiomidcitos infectados com cepa Y

de T. cruzi, demonstraram que essas células desenvolviam hipertrofia mediada
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por IL-1B, e esta citocina atua concomitantemente com TNF-a induzindo a
translocacgao do fator de transcricdo kB para o nucleo.

Nossos resultados mostraram que cardiomidcitos nao infectados, com
3 e 6 dias de cultura, e infectados com ambos os isolados, produzem NGF. O
clone CL-Brener induziu a produgdao de NGF nos primeiros dois dias de
infecgcdo, mas em niveis inferiores aos induzidos pela cepa Y no primeiro dia de
infeccado. Furukawa et al. (1984) demonstraram que cardiomiécitos murinos em
cultura sintetizam e secretam um fator que € imunologicamente e
biologicamente indistinguivel do NGF da glandula submaxilar de camundongos.

Varios autores tém relatado diferentes fungdes fisioldgicas para NGF. No
sistema nervoso periférico,b o NGF promove o desenvolvimento, a
sobrevivéncia e a diferenciacdo de neurbnios simpaticos e sensitivos derivados
da crista neural. Brodie & Sampson (1990) relataram que NGF promovia a
diferenciacdo de células musculares esqueléticas em cultura. Rende et al.
(2000) relataram que NGF influenciava a diferenciagao de mioblastos, fusao de
mioblastos para formar miotubos, proliferacdo e morfologia celular de
mioblastos e que essas fungdes eram mediadas por TrkA. Wheeler & Bothwell
(1992) relataram que NGF e seu receptor de baixa afinidade p75 parecem
atuar na regulagao da morfogénese e miogénese em ratos.

Inimeros trabalhos tém ressaltado a atuacdo do NGF na regulagao da
resposta imune e inflamatoria (Gee et al. 1983; Bischoff & Dahinden 1992; Aloe
et al. 1997; Bennett et al. 1998). Kannan et al. (1991) relataram aumento da
fagocitose e producédo de superdoxido em neutréfilos murinos sob estimulo de
NGF. NGF induz proliferacdo de linfécitos e promove a diferenciacdo de
linfocitos B para secregao de imunoglobulinas como, IgM, IgA e IgG (Otten et
al. 1989). Susaki et al. (1996) demostraram que NGF promove fagocitose,
atividade antimicrobiana e producdo de IL-1B por macréfagos peritoniais
murinos. Recentemente, Kuno et al. (2006) demostraram em astrécitos, que
TNF- a induz produgao de NGF através de seus receptores (TNFRs). Hattori et
al. (1996) demostraram que induzia a produgdo de NGF em fibroblastos via
TNFR1. Sabe-se que cardiomiocitos possuem TNFR1 e nossos resultados

demostram que secretam TNF-a . Kuno et al. (2005) demonstraram que TNF-a
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atua de maneira autdcrina regulando a secregdo de mediadores inflamatorios,
como o proprio TNF-a. Sendo assim, podemos sugerir que o TNF-a produzido
pelos cardiomidcitos infectados esteja induzindo a producdo de NGF, e este
atuaria aumentando a ativacdo do sistema imune em resposta a infecgao
parasitaria.

Nossos resultados parecem confirmar essa hipotese, a cepa que induz a
maior produgao de NGF é a que produz maiores niveis de TNF-a, a cepa Y.
Heese et al. (2006) demonstraram que ativagdo do fator de transcricdo kB é
evento chave para produgdo de NGF em linfécitos B. Citocinas, como TNF-a e
IL-18 , assim como o proprio T.cruzi sdo capazes de ativar, induzindo a
producao de NGF, o que explicaria o aumento na produgcdo de NGF em
cardiomidcitos infectados. Além de atuar diretamente induzindo a producéo de
NGF, o T. cruzi, através de sua molécula trans-sialidase, se liga ao receptor
TrkA promovendo sua internalizagao e ativagdo (Woronowicz et al. 2004).

Estudos anteriores do nosso laboratério (Martinelli et al. 2006)
demonstraram presenga de mMRNA para NGF e da proteina NGF em
cardiomiocitos de ratos infectados com a cepa Y de T. cruzi. Esse estudo
revelou aumento nos niveis cardiacos de NGF aos 20 dias de infeccéo,
concomitantemente ao processo de desnervacdo simpatica do miocardio. Os
niveis cardiacos de NGF diminuem consideravelmente na fase cronica da
infeccdo, quando a densidade de terminagdes noradrenérgicas cardiacas ja se
encontra em padréo similar a de animais controles. Nessa fase da infec¢ao, ha
resolucao do processo inflamatdrio, de modo que nao se pode, ainda, inferir a
real contribuicdo de cardiomidcitos e de células inflamatérias, para a elevacao
dos niveis cardiacos desse fator, na fase aguda da infecgéo.

Nosso estudo, in vitro, indica que a infeccdo com T.cruzi, per se,
aumenta a secregao de NGF por cardiomidcitos. Assim, podemos sugerir que
esse fator neurotréfico pode ter papel ndo apenas na regeneracao de fibras
nervosas, mas também na construcdo de resposta imunitaria local ou
sistémica.

Os resultados e metodologias desenvolvidos nesse trabalho nos

permitirdo desenvolver outros projetos abordando a relagdo cardiomidcito-
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T.cruzi. Para estudarmos melhor o papel de citocinas, NO e do NGF como
ativador da resposta imune na infeccdo com T.cruzi, sera interessante
realizarmos uma co-cultura de cardiomiécitos e macréfagos. Poderemos
estudar a ativagdo de macrofagos pelos mediadores quimicos secretados pelos
cardiomidcitos infectados e seu papel na eliminagao do parasita.

Baseando-se nos nossos resultados e resultados prévios do laboratério
de Neurobiologia sobre o comprometimento do sistema nervoso na doenga de
Chagas humana e experimental., pretendemos estudar, in vitro, a agdo do T.
cruzi sobre a interacdo de neurbnios com sua célula-alvo. Para isso,
utilizaremos co-cultivo de neurdnios autondmicos simpaticos e cardiomidcitos.
Essa abordagem né&o foi realizada anteriormente no estudo da doenga de
Chagas e permitira esclarecer ndo s6 o comportamento diferencial de
populagdes distintas de T.cruzi no estabelecimento de lesbes, como a
participagdo de cardiomiocitos nos processos degenerativos e regenerativos.
Neste projeto pretendemos verificar, in vitro, se a infecgdo de cardiomidcitos
com diferentes populagbes de T. cruzi interfere, de modo distinto, com a
interacdo dessas ceélulas com neurbnios autondmicos simpaticos,
principalmente em relagéo a producao de fatores neurotréficos e de citocinas e

aspectos estruturais e funcionais da jun¢gao neuromuscular.
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6.CONCLUSOES
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6. Conclusoes

Consideramos importante ressaltar dois grupos de resultados. O
primeiro refere-se ao desenvolvimento de protocolo para a manutencdo de
cardiomidcitos viaveis, em cultura, pelo periodo de 14 dias. Esse protocolo
possibilitara explorar varios aspectos da biologia deste tipo celular, além de sua
interacdo com Trypanosoma cruzi. O segundo grupo de resultados refere-se a
infeccdo com Trypanosoma cruzi, especificamente da cepa Y e do clone CL-
Brener.

A cepa Y apresentou maior capacidade infectante, pois as células que
sobreviveram a infeccdo apresentavam maior numero de amastigotas
intracelulares (em média 30). Os cardiomiocitos que resistiram a infeccdo com
clone CL-Brener apresentavam, em média, 20 parasitas por célula. Com relagao
a producdo de oxido nitrico (NO), ambas as populagbes de T. cruzi foram
capazes de induzir a producdo de NO, na auséncia de estimulo prévio por
citocinas. A cepa Y induziu a producao de NO somente no primeiro dia de
infeccdo e o clone CL-Brener induziu a producdo de NO nos dois primeiros dias
de infecgdo, sendo os niveis do 2° dia superiores ao 1°. Os niveis de NO
induzidos pelo clone CL-Brener foram significativamente maiores que os
induzidos pela cepa Y.

Em culturas de cardiomiécitos n&o infectadas, os niveis de TNF-a e IL-
18 foram indetectaveis. Ambas as populagdes de T. cruzi foram capazes de
induzir a producdo de TNF-a no primeiro dia de infecgdo e na auséncia de
estimulo prévio por outras citocinas. Os niveis de TNF-a induzidos pela cepa Y
foram significativamente maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener. Tanto a
cepa Y quanto o clone CL-Brener foram capazes de induzir a producao de IL-1j3,
na auséncia de estimulo prévio por outras citocinas. Os niveis de IL-1
mostraram uma tendéncia a valores mais elevados na infecgao com a cepa Y, no
primeiro dia de infecgéo.

« Em culturas de cardiomidcitos nao infectadas ocorre producao de
NGF a partir do 3° dia de cultura. A cepa Y induziu a producdo de NGF somente

no primeiro dia de infecgcédo e o clone CL-Brener induziu a produgdo de NGF nos
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dois primeiros dias de infecgéo, sendo os niveis do 1° dia superiores ao 2°. No 1°
dia de infecgéo, os niveis de NGF induzidos pela cepa Y foram significativamente

maiores que os induzidos pelo clone CL-Brener.
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