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RESUMO

Nos ultimos anos estudos tém demonstrado a participacdo de citocinas e fatores de
proliferacdo e diferenciacdo na regeneragdo do miocardio em condigdes de agressdo. Os
fatores que influenciam a regeneragdo do miocéardio na fase aguda da infec¢do por 7. cruzi na
qual ocorre um processo massivo de destruicdo do miocardio, ainda sdo desconhecidos. Neste
trabalho foi investigada a expressdo dos genes de HGF, IGF-1, VEGF e TNF-a no coracao de
camundongos durante o curso da infeccdo aguda por 7. cruzi. Fragmentos de coragdes de
camundongos C57B1/6 infectados com cepa Colombiana de 7. cruzi, sacrificados com 15, 25
30, 40 e 60 dias pds-infec¢do, foram analisados pela técnica de PCR em tempo real. A
expressao dos genes de HGF, IGF-1, VEGF e TNF-a no coragao foi avaliada e correlacionada
ao grau de inflamacdo, fibrose e parasitemia nos tempos de infec¢do analisados. Foi
observado um aumento significativo na expressao dos genes de TNF-a e IGF-1 durante toda a
fase aguda da infec¢do, enquanto que a expressdo de HGF apresentou-se diminuida. Ja a
expressao do gene de VEGF nao foi significativamente alterada no decorrer da infec¢do. As
expressoes dos genes de HGF, IGF-1 e TNF-a apresentaram uma correlagdo negativa com a
parasitemia ¢ a inflamagdo. Estes resultados indicam que o miocardio produz varios
mediadores soliveis em resposta a infec¢do por 7. cruzi, que podem ter uma participagao
tanto nos mecanismos de lesdo, como o TNF-a, como na recuperacdo da lesdo tecidual
promovida pela infeccdo por 7. cruzi, como ¢ o caso do IGF-1. Outros estudos devem ser
realizados no sentido de melhor entender o papel destes mediadores produzidos localmente ou
trazidos pela circulacdo no processo de reparo do miocérdio pela infec¢ao por 7. cruzi.

Palavras chave: Regeneracdo cardica. Fatores de crescimento. Infec¢do . 7. cruzi. TNF-a.
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ABSTRACT

Studies carried out in the past few years have demonstrated the participation of cytokines and
growth factors related to cell proliferation and differentiation in the regeneration of the
myocardium after injury. The factors involved in the regeneration of the myocardium during
the acute phase of 7. cruzi infection, when a process of massive destruction of the
myocardium occurs, are not known. In this work we investigated the gene expression of HGF,
IGF-1, VEGF e TNF-a in the hearts of mice during the acute infection by 7. cruzi. Heart
fragments of C57Bl/6 mice infected by Colombian strain 7. cruzi were obtained 15, 25 30, 40
e 60 days after infection and analyzed by real time PCR. The gene expression of HGF, IGF-1,
VEGF, and TNF-a in the heart was evaluated and correlated to the degree of inflammation,
fibrosis and parasitemia at the time points analyzed. A significant increase in TNF-a and
IGF-1 gene expression was observed during the acute phase of infection, whereas the
expression of HGF was decreased. The expression of VEGF gene was not significantly
altered during infection. The expression of HGF, IGF-1, and TNF-a genes showed a negative
correlation with parasitemia and inflammation. The results indicate the miocardium as a
source of soluble mediators, in response to 7. cruzi infection, which may participate both in
the mechanisms of lesion induction, in the case of TNF-a, as well as in the repair of tissue
lesions promoted by 7. cruzi infection, such as IGF-1. Additional studies should be carried
out in order to understand the role of these mediators produced locally or brought by the
circulation in the process of lesion repair in the miocardium during 7. cruzi infection.

Keywords: Regeneration cardiac. Growth factors. Infection 7. cruzi. TNF-a.
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1- REVISAO DA LITERATURA

1.1 A doenga de Chagas: aspectos epidemioldgicos

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ causada pelo hemoflagelado
Trypanosoma cruzi. E uma zoonose tipica das regides tropicais e subtropicais da América
Latina, estendendo-se até a regido sudeste dos Estados Unidos da América (DIAS, 2006a).
Foi descoberta pelo médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, em 1909, que
também descreveu praticamente todos os seus aspectos quando realizava uma campanha
contra malaria que atingia operarios na constru¢ao de um trecho da Estrada de Ferro Central
do Brasil, ao norte de Minas Gerais. Ao fazer exames em uma menina doente, encontrou
tripanosomos em seu sangue e, posteriormente, ao examinar as fezes de insetos existentes na
regido e o sangue de animais mamiferos, constatou também a presenca dos mesmos parasitas.
Desta forma, Carlos Chagas pode descrever o agente causador, o transmissor € o0 modo de
transmissdo da doenca, como também comprovar a existéncia de vertebrados que sdo
reservatorios silvestres e domésticos do parasita, esclarecendo assim os aspectos basicos da
epidemiologia da doenca (SILVA et al, 2000).

A doenga de Chagas ¢ responsavel pela morte de pelo menos 50.000 pessoas a cada
ano, devido, principalmente, a insuficiéncia cardiaca congestiva (DIAS, 2006b). Dados
recentes da Organizacdo Mundial da Saade (OMS) divulgados apdés um encontro de
especialistas em 2005 indicam a existéncia de 16-18 milhdes de individuos infectados pelo
T. cruzi, sendo ainda encontrados individuos infectados em paises da Europa, na maioria das
vezes resultante da migra¢do em busca de melhores condi¢des de vida (LANNES e KROPF,
2007). No Brasil a doenca de Chagas ¢ a quarta causa de morte entre as doengas infecto-
contagiosas, sendo as faixas etarias acima de 45 anos as mais atingidas (GONCALVES DE
ARAUIJO et al., 2007). Em junho de 2006 o Brasil recebeu uma certificagéo concedida pela
OPS/OMS (Organizagdo Panamericana de Saude/Organizacdo Mundial de Saude) relativa a
eliminagdo da transmissdo da doenga de Chagas pelo principal vetor, o Triatoma infestans, €
por transfusdo de sangue (DIAS, 2006b). Entretanto outras espécies de triatomineos silvestres
se adaptam bem as moradias, atraidos pelas luzes das casas e sdo importantes vetores de T.
Cruzi.

Recentemente ocorreram surtos com morte por doenca de Chagas na forma aguda
através da ingestao de formas tripomastigotas dissolvidas em bebidas, como caldo de cana e

suco de agai, em que os insetos vetores, silvestres provavelmente, foram triturados durante o
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preparo ou suas fezes contaminaram o alimento, conforme divulgado amplamente na midia e
no Guia de Vigilancia Epidemiologica do Ministério da Satde 2006. No periodo de janeiro a
setembro de 2007 foi notificado a SVS (servico de vigilancia sanitdria) um total de 84 casos
com 4 obitos (letalidade de 4,76%) relacionados a surtos ocorridos na regido norte do Brasil,
sendo o alimento mais freqiientemente envolvido o acai (GONCALVES DE ARAUIJO et al.,
2007).

1.2 Infecgdo por 7. cruzi

O T. cruzi ¢ um protozoario do Filo Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981), Classe
Kinetoplastidea (HONIGBERB, 1963), Ordem Trypanosomatida (KENT, 1880) e familia
Trypanosomatidae.

O ciclo do T. cruzi na natureza envolve dois hospedeiros, um inseto triatomineo,
vulgarmente conhecido como barbeiro ou chupao e um mamifero (COURA, 2003).

Quando o triatomineo, um inseto hematéfago, alimenta-se com sangue de um
mamifero infectado pelo 7. cruzi, o mesmo ingere parasitos na forma tripomastigota, que ¢ a
forma que circula no sangue. Estes tripomastigotas transformam-se em epimastigotas na
por¢do anterior do intestino do inseto. Diferentemente dos tripomastigotas que sdo formas
infectivas e ndo replicativas, os epimastigotas sdo capazes de se multiplicar e ndo sdo
infectivos. Apds varios ciclos de replicagdo, os epimastigotas migram através do intestino do
inseto vetor e, nas porgdes terminais, diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sao
as formas infectivas. Durante o repasto de sangue no hospedeiro vertebrado, ocorre a
dilatagdo do abdome do triatomineo e as formas tripomastigotas metaciclicas sdo liberadas
nas fezes e urina do inseto, penetrando no interior do hospedeiro vertebrado através da pele
(no local do ferimento provocado pela picada) ou através da mucosa.

Uma vez na circulagdo, os tripomastigotas metaciclicos interiorizam-se em varios
tipos celulares seja através de fagocitose promovida pelos macrofagos, seja através da
penetragdo ativa em células ndo-fagociticas, como células musculares. No interior das células
do mamifero, os tripomastigotas metaciclicos transformam-se nas formas amastigotas. Estas
sao as formas que apresentam flagelo diminuto e sdo capazes de se replicar intracelularmente.
Apos varios ciclos de replicag@o, quando a célula do mamifero ja esta repleta de amastigotas,
ocorre a transformacdo destas em tripomastigotas que sdo liberados na corrente sangiiinea

apos a lise celular. Estas formas tripomastigotas sdo capazes de infectar novas células ou
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podem ser ingeridas, através da picada, por triatomineos durante o repasto de sangue, ¢ o ciclo
recomeca (GOLDENBERG e KRIEGER, 1997).

Outros modos de transmissdo sdo as transfusdes de sangue, caso o doador seja
portados da doenga, transmissdo congénita da mae para o filho, manipulagdo de caga através
da ingestdo de carne contaminada, acidentalmente em laboratorios (GARCIA ¢ MARTINS,

2005).

1.3 A fase aguda

A doencga de Chagas ¢ caracterizada por uma fase aguda que dura cerca de dois meses,
seguida de uma fase cronica que se prolonga por toda a vida do hospedeiro. A fase cronica
tem sido classicamente divida em trés formas: a indeterminada (assintomatica), a cardiaca,
mais severa e a digestiva representada pelo megaesdfago e megacdlon (TAFURI et al., 2007).

Ap6s a infeccdo pelo parasita hd um periodo de incubacdo de 4 a 12 dias, no qual se
inicia a fase aguda. Um grande nimero de parasitas pode ser detectado na circulagdo
sanguinea e no liquor durante a fase aguda (BASQUIERA et al, 2003). Clinicamente, a
infec¢do chagasica se inicia com um conjunto de manifesta¢des, variaveis em freqiiéncia e
intensidade, formado pelo sinal de porta de entrada da infeccdo que pode ser inaparente ou
aparente, sintomas gerais e alteragdes sistémicas. A forma aparente da porta de entrada da
infeccdo pode ser ocular, sinal de Romafia ou cutinea, chagoma de inoculagdo. Como sintoma
geral e de aparecimento precoce destaca-se a febre, acompanhada de mal estar geral, cefaléia,
astenia, hiporexia, diarréia, vomito (TANOWITZ et al., 1992; RASSI et al.,2000). Nas
alteracoes sistémicas, destacam-se o edema subcutaneo, o aumento de volume dos linfonodos,
a hepatomegalia e a esplenomegalia, podendo ser observadas ainda, manifestacdes de
comprometimento cardiaco e de meningoencefalite (RASSI ez al., 2000). Caracteriza-se como
final da fase aguda quando os parasitas circulantes ndo sdo mais detectados ao exame

parasitoldgico direto. (SOARES et al., 2001b).

1.3.1 A cardiopatia chagasica aguda (DCA)
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A miocardite ¢ o achado mais importante na infec¢do aguda causada pelo 7. cruzi, sua
patogénese nao esta totalmente conhecida. As manifestacdes de comprometimento cardiaco
sdo as de uma miocardite difusa, geralmente acompanhada de pericardite serosa e, as vezes,
de certo grau de endocardite (ANDRADE, 2000a).

As formas amastigotas do 7. cruzi sdo encontradas em varios tecidos e células, como
na camada muscular de varios segmentos do tubo digestivo, no miométrio, nas paredes da
veia central da supra-renal, na musculatura estriada em geral, no sistema nervoso central,
induzindo nestes sitios o desenvolvimento de uma reagdo inflamatoria focal. No miocardio,
em particular, a resposta usualmente ¢ mais intensa, apresentando carater difuso e mais
intenso. Ao microscopio observa-se um intenso infiltrado mononuclear e edema, dissociando
as fibras cardiacas, as quais podem exibir graus diversos de destruicdo, alteragdes regressivas,
sendo os parasitos facilmente encontrados.

A reacdo inflamatéria exerce papel fundamental na patogenia da doenga,
desencadeando-se apos a lise dos primeiros pseudocistos, a partir provavelmente de antigenos
de parasitos em degeneracdo. Predominam no infiltrado pequenos linfocitos, linfocitos NK,
macrofagos e plasmocitos (RASSI er al., 2000, ANDRADE, 2000a). Na cardiopatia chagésica
aguda ocorre uma microangiopatia devida a lesdes endoteliais, com agregacao plaquetaria e
microtrombose (ROSSI e RAMOS, 1996).

Clinicamente, no coragdo, a DCA se caracteriza por uma miocardite aguda, com
tendéncia a insuficiéncia cardiaca, exteriorizando os casos mais graves por descompensagao,
sinais eletrocardiograficos de sofrimento (taquicardia sinusal, baixa voltagem do complexo
QRS nas derivagdes periféricas, alteragdes primarias de repolarizagdes) e cardiomegalia (ao
raio x). A evolucdo dos infiltrados focais ou difusos se faz lentamente, ocorrendo deposi¢ao
de coldgeno em maior ou menor intensidade. O tratamento especifico ¢ por quimioterapia
antiparasitaria, com o objetivo de impedir a evolugao clinico-patologica através da eliminagao
dos parasitos, o que resulta rapidamente na diminui¢ao do processo inflamatério agudo. Nao
ocorrendo morte na fase aguda, todo o processo inflamatoério regride progressivamente, em

paralelo com a diminui¢ao da parasitemia (RASSI et al., 2000).
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1.4 O modelo experimental

Linhagens de camundongos tém sido utilizadas como modelo experimental de
pesquisas biomédicas desde o inicio do século 20. E o animal experimental de escolha em
varias areas por ser de facil criagdo e manipulacdo, ter uma reprodugdo rapida (SOARES et
al., 2004a) , habilidade de se controlar a sua genética (GODARD, 2002).

Nos estudos sobre doenca de Chagas, ha referéncias sobre a inoculagdo em varias
espécies animais como caes, cobaias, macacos, coelhos, ratos e camundongos, a fim de
investigar diferentes aspectos da infeccdo pelo 7. cruzi, com resultados varidveis e
caracteristicas peculiares. De todos os modelos, o camundongo ¢, sem duvida, o mais
utilizado (ANDRADE et al., 2000b). Além de ser um modelo ja bem estabelecido, existe uma
vasta gama de reagentes especificos disponiveis no mercado para analise desta espécie.

O estudo sistematico realizado em diferentes linhagens de camundongos infectados
pelo 7. cruzi demonstrou a presenca de lesdes inflamatoérias e degenerativas no musculo
cardiaco bem semelhante aquelas encontradas na doenga humana (ANDRADE, 1990). Foi
demonstrado, em estudos utilizando o modelo de camundongos, que as diferencas na
gravidade da doenca dependem da cepa de 7. cruzi e do “background” genético do hospedeiro
(GRAEFE et al., 2003).

Na fase aguda da doenga as caracteristicas da cepa e da linhagem de camundongo
utilizadas podem levar a evolugdes diferentes. Estas caracteristicas podem culminar na morte
precoce dos animais, quando infectados por cepas do biodema tipo I, ou permitir uma
sobrevida mais longa, como ocorre com cepas dos biodemas tipo II e III. A cepa Colombiana
utilizada nesse estudo ¢ uma cepa do biodema tipo III, cuja parasitemia evolui lentamente,
atingindo niveis elevados entre 20 a 30 dias, com nitido miotropismo determinando
miocardite progressiva e miosite nos camundongos (ANDRADE et al., 2000b). A linhagem
de camundongo C57Bl/6 ¢, de uma maneira geral, mais resistente a infeccdo, quando

comparada com outras linhagens como BALB/c e A (PASSOS et al., 2004).

1.5 Fatores de crescimento e citocinas.

Fatores de crescimento sdo um conjunto de substancias, de natureza protéica, que,
juntamente com os hormonios e os neurotransmissores, desempenham fungdes na proliferagao
celular, manutengdo da sobrevivéncia, estimulo da migracdo, diferenciagdo e apoptose

(THOMSON e LOTZE, 2003).
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Essas proteinas, encontradas em concentragdes muito baixas, cada uma com um ou
mais receptores especificos na membrana plasmatica das células-alvo, que sdo expressos em
um ou varios tipos celulares. A estrutura destes e os seus mecanismos de ativa¢do sdo similar
a dos hormonios, com producdo de segundos mensageiros, fosforilagdo de proteinas e
alteragdo da expressao génica (ALBERTS et al., 20006).

Segundo de Jesus e Campos (2000), os fatores de crescimento sdo classificados em
trés categorias:

- Agentes mitogénicos completos — capazes de induzir sintese de DNA e mitose em
uma populagdo de hepatocitos em repouso fase Go;

- Agentes mitogénicos incompletos ou co-mitogénicos — auxiliam a inducgdo da sintese
de DNA;

- Agentes inibidores de crescimento - controlam o término da proliferagao celular.

Citocinas sdo pequenas proteinas soliveis envolvidas na emissdo de sinais entre as
células durante o desencadeamento das respostas imunes. Podem ser produzidos por diversas
células, como mondcitos, macrofagos, linfocitos e outras que ndo sejam linfoides. As
citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias: interferons (IFN), interleucinas (IL),
fator estimulador de colonias (CSF), fator de necrose tumoral (TNF-o e TNF-B), e fator de
transformacao do crescimento (TGF f).

As citocinas tém funcdo de regular a duracdo e intensidade das respostas especificas;
recrutar células efetoras para as areas onde se desenvolvem respostas; e induzir a geracao e
maturacao de novas células a partir de percursores. Sao produzidas durante a fase de ativagao
e fase efetora da imunidade para mediar e regular a resposta inflamatoria e imunitaria. Sao
moleculas pleiotropicas, a mesma citocina pode atuar sobre muitos tipos celulares diferentes,
redundantes , vérias citoquinas podem efetuar as mesmas agdes, sinérgicas e antagoOnicas

(VILCEK, 2003; JANEWAY et al., 2005)

1.5.1 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1

A existéncia do IGF-1 foi primeiramente proposta em 1957 com base em estudos

indicando que o hormoénio de crescimento nao estimula diretamente a incorporagdo de sulfato

na cartilagem, porém age através de um fator sérico. Este fator foi inicialmente chamado

‘fator de sulfatacdo’, posteriormente de ‘somatomedina C’ e, atualmente, de fator de
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crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (SALMON ¢ DAUGHDAY, 1957). O IGF-1
permite a acdo do hormonio de crescimento (GH) por ser um mediador dos seus efeitos.

O GH age diretamente sobre as células do figado, ligando-se ao seu receptor e
induzindo uma série de eventos que acabam resultando na produ¢do do IGF-1 (VERGANI et
al., 1997). O hipotdlamo interfere na sintese e liberagdo do GH através de dois
neuropeptideos: o hormoénio liberador do GH (GHRN) e o horménio inibidor da liberagao de
GH (GHRIH ou somatostatina). O GH estimula a sintese do IGF-1, que pode atuar sobre o
hipotadlamo, estimulando a secrecdo de somatostatina, inibindo a liberagdo da sintese de
GHRN, e sobre a hipdfise, suprimindo a secregdo e a expressao génica do GH (SONNTAG et
al., 2005) (Figura 1).

Figura 1

Hypothalamus

GHRH sS

Pituitary
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tissues
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1 IGF-1

Adapted from TRENDS in Genetics

Figura 1: Esquema de producdo de IGF-1 e IGFBPs pelo figado e outros tecidos, através de
estimulos hormonais. Fonte: SONNTAG et a/,2005.

O sistema IGF inclui os ligantes IGF-1 e IGF-2, os receptores tipo 1 e 2 de IGF, IGF-

IR e IGF-IIR, respectivamente, as proteinas ligantes de IGF, proteinas de ligagdo aos IGFs

(IGFBP) 1 a 6 e as proteinas intracelulares sinalizadoras associadas ao IGF-IR (CASTRO e
GUERRA, 2005).
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As formas de IGFs 1 e 2 guardam grande homologia estrutural com a molécula de
insulina, o que permite aos IGFs, além de exercerem suas agdes via receptores especificos
tipo 1 e 2, ligarem-se também aos receptores de insulina que apresentem estrutura semelhante
ao receptor tipo 1 dos IGFs, ou ainda a receptores hibridos compostos por um hemi-receptor
tipo 1 e um hemi-receptor de insulina. A principal fun¢do do IGF-IIR ¢ regular negativamente
a biodisponibilidade da IGF-2. As acdes do IGF-1 sdo mediadas pelo seu receptor IGF-IR,
(JONES e CLEMMONS, 1995).

Na circulag@o os IGFs sdo predominantemente unidos as proteinas de ligacao IGFBP 1
a 6, que tém a funcdo de envid-los aos tecidos alvos, prolongar a meia vida e modular a
interacdo com a superficie de membrana dos receptores. A IGFBP3, entre as IGFBPs, ¢ a
forma mais abundante, responsavel pela maior parte da capacidade de ligagcdo as IGFs, em
especial a IGF-1, e estd normalmente associada a um complexo terndrio IGFBP3, IGF-1 e
ALS (acid-labile sub-unit). As IGFBP1 e IGFBP6 possuem uma capacidade de ligagcdo 10
vezes maior a IGF-2 em relagao a IGF-I1 enquanto que as demais IGFBPs tém igual afinidade
as IGFs (RAJARAM et al., 1997).

Apesar do IGF-1 sérico ser sintetizado em maior quantidade pelo figado, outros
tecidos também o sintetizam e sdo sensiveis aos seus efeitos (SONNTAG et al., 2005). Tem
sido demonstrado um efeito citoprotetor do IGF-1 em diferentes modelos de lesao cardiaca
por isquemia, com melhora da fungao e supressdo de apoptose do miocardio (WANG , 2001;
WANG et al., 2003a; BUERKE, 1995).

DAVINI et al (2003), utilizando o modelo ex vivo murino de lesdo causada por
isquemia e reperfusdo, demonstraram que o IGF-1 tem papel importante na regulacdo da
estrutura e fun¢do do miocardio, conferindo protecdo cardiaca com diminuicdo de edema
intersticial, protecdo da integridade mitocondrial, diminui¢do da creatina fosfoquinase (CPK)
e melhora da performance cardiaca.

Camundongos transgénicos com expressao aumentada de IGF-1, em modelo de infarto
por oclusdo de artéria coronariana, apresentaram uma diminui¢do da morte de midcitos nas
regides adjacentes ao infarto e atenuacdo da dilatagdo ventricular quando comparados com

camundongos normais (Li et al., 1997).
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1.5.2 Fator de crescimento de hepatocitos (HGF)

O HGF foi inicialmente descrito como mitégeno para hepatocitos. Sua atividade
biologica foi primeiramente descrita no soro de ratos normal e parcialmente hepatectomizados
(NAKAMURA et al., 1984c). GOHDA et al (1998), também isolaram e purificaram HGF do

soro e plaquetas de humanos.

O HGF ¢ uma molécula heterodimérica composta de uma subunidade o de 69 KDa,
com estrutura e seqiiéncia semelhante a plasmina e uma subunidade  de 34 kDa, estrutura
similar a serina protease, ligada por uma ponte dissulfito . A biossintese e a secrecdo do HGF
sdao feitas como uma forma precursora de cadeia simples inativa (pré-pr6 HGF, com 728
aminoacidos), que ¢ processada por membros da familia serino proteinase na forma de cadeia
dupla (MARS et al.,2003).

E também conhecido como “Fator de Dispersdo”, por sua capacidade de induzir
motilidade de células epiteliais fortemente agregadas, sendo produzido por células
mesenquimais de diversos orgaos. (DE JESUS et al, 2000).

O receptor para HGF ¢ o proto-oncogene c-met, que ¢ composto de uma subunidade o
de 50 kDa exposta extracelularmente e uma subunidade B de 145 kDa transmembrana
contendo um dominio intracelular de tirosina-quinase. A ligagdo do HGF ao receptor c-met
exerce multiplas acdes bioldgicas envolvendo migragdo e proliferagdao celular, morfogénese,
efeito anti-apoptotico, hematopoiético, embriogénese e angiogénese (FAN et al., 2000;
BUSSOLINO et al., 1992; RICCI et al., 1999; ZANG et al., 2002). Essas atividades se
estendem a uma variedade de tecidos, incluindo miocitos cardiaco (NAKAMURA et al.,

2000b; NAKAMURA et al., 2005a).

ZHU e colaboradores (2000) demonstraram que o aumento de HGF no soro humano
apos infarto agudo no miocérdio estd associado com a melhora da fungao cardiaca, sugerindo
que o HGF serve como um fator endogeno cardioprotetor. No soro de 1265 pacientes com
problemas cardiacos, a elevagao de HGF foi associada a redu¢do de casos de infarto fatal no

miocardio (HEESCHEN, 2003).

1.5.3 Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
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Em 1980 DVORAK e FERRARA, utilizando sistemas experimentais “in vivo” e “in
vitro”, respectivamente, descobriram que tumores sdo capazes de produzir um fator de
permeabilidade vascular (VPE) e que este fator também € capaz de estimular a proliferacao de

células endoteliais. Este fator foi identificado e caracterizado, e recebeu o nome de VEGF

(GABRILOVICH e DIKOV, 2003).

A familia do VEGF inclui 6 membros conhecidos como VEGF ligantes: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o fator de crescimento placentario (PIGF)
(HOEBEN et al.,2004).

O VEGF-A ¢ uma glicoproteina homodimérica basica de 34 a 42 kDa ligada a
heparina. O gene do VEGF produz multiplas espécies de mRNA que determina sete isoformas
homodiméricas de VEGF-A com subunidades peptidicas de 121 (120 no camundongo), 145,
148, 165 (164 no camundongo), 183, 189 e 206 aminoacidos. O VEGF,; ¢ VEGF s sdo os
mais encontrados nos mamiferos (HOEBEN et a/, 2004; HOMES e ZACHARY, 2005).

O VEGF ¢ um potente peptideo angiogé€nico e mitogeno, ativado por diferentes
estimulos, tais como citocinas, estresse oxidativo, hipoxia, induzindo angiogenese,
degradagdo da matriz extracelular e formagdo tubular. Além disso, possui efeito quimiotatico
sobre leucocitos induzindo uma variedade de mediadores cruciais para inflamagdo

(FERRARA et al.,,2003).

Os efeitos biologicos do VEGF sdo exercidos através da ligacdo a receptores tirosina-
quinases especificos: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (FIK\KDR) e VEGFR-3 (Flt-4). O VEGF-
B e PGFI1 se ligam com alta afinidade ao receptor VEGFR-1. VEGF- C, VEGF-D e
VEGF145 ligam-se ao receptor VEGFR-2, enquanto as isoformas 121 e 165 reconhecem os
dois receptores. Os VEGF-C e VEGF-D também se ligam ao receptor VEGFR-2, porém com
menor afinidade quando comparados ao VEGFR-3 que ndo reconhece o VEGF-A. O VEGF-E
se liga especificamente ao VEGF-R3. Neuropilina -1 (NRP-1), Neuropilina -2 (NRP-2) sdo
co-receptores que aumentam a afinidade de ligacdo para isoformas especificas de VEGF

(MORABITO et al, 2006; NEUFELD et al, 1999).

Células endoteliais, miocitos e da linhagem hematopoiéticas como plaquetas,
leucocitos, basofilos e neutrofilos podem secretar e apresentar receptores para VEGF. Estudos
recentes t€m enfatizado o papel deste fator no desenvolvimento de condigdes fisiologicas e
patologicas no organismo, incluindo doengas cardiacas. Camundongos com cardiomidcitos

deficientes na expressdo de VEGF apresentaram diminuicdo de quantidade, espessura e
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funcdo contratil de artérias coronarianas (GIORDANO et al., 2001). YANG ¢ colaboradores
(2002) reportaram que células-tronco embriondrias que causaram uma melhora da fungao

cardiaca em ratos com infarto no miocéardio apresentavam aumento da expressdao de VEGF.

1.5.4 Fator de necrose tumoral

O TNF-a ¢ um polipeptideo de 17-kDa composto por 157 aminoécidos produzido,
principalmente, por monocitos e macréfagos, mas, também, por outros tipos celulares,tais
como os midcitos cardiacos, em resposta a determinados estimulos (OPIE, 2004). Dentre os
fatores que induzem a produg¢do de TNF-a estdo as infecgdes virais, bacterianas (LPS) e
parasitarias, células tumorais, isquemia, transplantes e outras citocinas como interferon gama
(IFN-y), interleucinas 1, 2 e 12 (IL-1, IL-2, IL-12), fatores de crescimento como o fator
ativador de plaquetas (PAF) e o proprio TNF-a (MELDRUM, 1998).

O TNF-a age na célula através de dois receptores, TNFR tipo 1 e TNFR tipo 2, sendo
o primeiro dominante no coragdo. ApoOs sua ativagdo, a interacao destes receptores com
diferentes vias de sinalizacdo celular levam ao aumento da expressao de citocinas pro-
inflamatorias, regulagdo da sobrevivéncia, crescimento e apoptose celular. O tipo de resposta
induzida pelo TNF-a depende do tipo celular, da ativagdo celular, do tipo e intensidade do
estresse celular e da concentragdo local da citocina (OPIE, 2004). No coragao, por exemplo, o
TNF-o compromete a fungdo mecanica ¢ a demanda de oxigénio. Estudo realizado em
pacientes com disfun¢do ventricular esquerda revelou que pacientes com baixos niveis
plasmaticos de TNF (<6.5 pg/ml) t€ém um prognostico melhor do que pacientes com valores

mais elevados (SETA et al., 1996).

O TNF-a ¢ capaz de deprimir a fungdo miocardica por meio de mecanismos
dependentes de o0xido nitrico ou esfingomiosina (FINKEL et al., 1992; OHTA et al., 1994),
de forma direta e indireta. O mecanismo indireto envolve a indug¢ao da enzima 6xido nitrico

sintetase induzivel que leva a producdo em excesso de 6xido nitrico com conseqiiente efeito

inibitorio sobre o miocardio (SAWYER e LOSCALZO, 2002).

O papel do TNF-a na infeccao por 7. cruzi ¢ controverso tanto na fase aguda quanto
na cronica. O TNF-o, bem como outras citocinas, ¢ células T CD4+ ¢ CD8+ foram detectadas
no infiltrado inflamatério de coragdes chagasicos (CUNHA-NETO et al.,1998). Na fase
aguda foi demonstrado experimentalmente que esta citocina ¢ relevante no controle da

parasitemia, na redug¢do da mortalidade (LIMA ef al., 1997) e na evolu¢gdo do processo
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inflamatoério tecidual através da inducao pelo TNF-o de mecanismos anti-oxidativos, mediada
pelos receptores TNRF1 (CASTANHOS-VELEZ et al., 1998). MACHADO e colaboradores
(2000) demonstraram que a ativacdo de citocinas pro-inflamatorias produzidas por
cardiomiocitos para controlar o crescimento de parasitas contribui para patogénese da
cardiopatia chagésica em camundongos infectados com 7. cruzi. CHANDRA e colaboradores
(2002) comprovaram que o aumento do TNF-a plasmatico tem um papel importante no
desenvolvimento e progressdo do remodelamento ventricular na miocardite aguda causada
pela infec¢do por 7. cruzi. Concomitantemente, o TNF-a pode induzir efeitos deletérios
(caquexia) na fase aguda da doenca, sendo este efeito limitado pelos receptores de TNF-a

soluveis que neutralizariam a bioatividade desta citocina (TRUYENS et al., 1999).

1.6 Fatores de crescimento, citocinas e regeneracao cardiaca.

Até recentemente o coragdo era considerado um o6rgdo plenamente diferenciado,
incapaz de se regenerar apos lesdes graves. Entretanto, estudos relatam a ocorréncia de
replicacdo dos cardiomiocitos humanos e animais sob condi¢des fisiologicas e patoldgicas
(KAJSTURA et al., 1998; BELTRAMI et al., 2001). Estudos utilizando marcadores
especificos de células tronco determinaram que células c-Kit+ correspondem as células-tronco
cardiacas que estdo distribuidas pelo coragdo com morfologia distinta da dos miocitos
(ANVERSA e NADAL-GINARD, 2002).

Nos ultimos anos a medicina regenerativa tem utilizado células, fatores de crescimento
e biomateriais que permitem ao proprio organismo reparar os tecidos e oOrgdos lesados
(RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2004). No processo de reparacdo tecidual, a exemplo de
doencas agressoras do miocardio, diferentes tipos celulares como macrofagos, mondcitos,
fibroblastos, neutrofilos e células endoteliais relacionados a cicatrizagao e ao remodelamento
tecidual sdo normalmente recrutados para a regido afetada por mecanismos especificos
envolvendo citocinas, modifica¢cdes da matriz extracelular e proteinas de adesdo (GOWDAK,
2007).

Citocinas e fatores de crescimento, como ja citado anteriormente, produzem efeitos
maléficos e benéficos na regeneracdo do miocardio em diferentes situacdes. A infec¢do aguda
por T. cruzi é descrita como a doenga que mais destrdi o miocardio, porém, ao chegar na fase

cronica, ha uma recuperacao consideravel do miocardio (RASSI et al., 2000).
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O papel dos fatores que participam neste processo de regeneragdo ainda nao esta bem
esclarecido. MARTINELLI e colaboradores (2006) analisaram o aumento da expressao de
fatores neurotropicos durante a infec¢do por 7. cruzi em ratos, sugerindo a importancia desses
na regeneragdo das fibras nervosas destruidas durante a infec¢do. REIS e colaboradores
(2000) pesquisaram os fatores de crescimento presentes no miocardio em pacientes com a
cardiopatia chagasica cronica, concluindo que o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) possivelmente exerce um papel fundamental na prolifera¢do de células inflamatorias
e, conseqiientemente, na producdo de fibrose. Sendo assim, o objetivo deste estudo ¢
investigar a expressao no tecido cardiaco dos fatores de crescimento VEGF, IGF-1 e HGF e
da citocina TNF-a, durante os processos de lesdao e reparo do miocardio na infec¢do aguda por

T. cruzi.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a expressao de RNAm para IGF-1, HGF, VEGF e TNF-a através da técnica de
PCR em tempo real, utilizando o modelo experimental da infec¢do aguda por 7. cruzi em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a parasitemia e o parasitismo dos animais com 15, 25, 30, 40 e 60 dias pds-infecgao.
- Avaliar aspectos histopatologicos (inflamacdo e fibrose) das lesdes no tecido cardiaco dos
animais em diferentes tempos de infecgdo.

- Avaliar a expressao de mRNA para os genes de HGF, IGF-1, VEGF e TNF-a nos animais
infectados e controles em diferentes tempos de infeccao.

- Correlacionar a cinética de expressdo dos fatores de crescimentos e citocinas com a

parasitemia , inflamacao e fibrose no curso da infec¢do aguda.
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3. JUSTIFICATIVA

Até recentemente o coragdo era considerado um 6rgdo incapaz de regenerar-se apos
lesdes graves. Atualmente varios estudos relatam a ocorréncia de replicagdo dos
cardiomiocitos humanos e animais sob condi¢des fisiologicas e patologicas. No processo de
reparo tecidual, diferentes tipos celulares como macrofagos, mondcitos, fibroblastos,
neutrofilos e células endoteliais relacionados a cicatrizacdo ¢ ao remodelamento tecidual sao
recrutados para a regido afetada por mecanismos especificos envolvendo citocinas, fatores de
crescimento e regeneragdo tecidual, modificagcdes da matriz extracelular e de proteinas de
adesao.

A fase aguda da infec¢@o por 7. cruzi é causadora de uma miocardite difusa de grande
intensidade. Nao ocorrendo morte por insuficiéncia cardiaca na maioria dos casos, hd uma
regressao progressiva do processo inflamatorio e da parasitemia, iniciando a fase cronica.
Estudos recentes demonstraram que uma variedade de fatores de crescimento e citocinas tém
apresentado acdo benéfica ou maléfica em diversos modelos de lesdo cardiaca, sugerindo a
importancia desses fatores na regenera¢ao ou na destrui¢do do miocardio.

Recentemente a inje¢cdo de fatores de crescimento celular IGF-1 e HGF em coragdes
de ratos lesados por agressdo isquémica, resultou em recuperagdo da funcdo cardiaca e
regeneracgdo celular.

O conhecimento dos fatores que sdo produzidos durante o reparo cardiaco na infec¢ao
por T. cruzi abrira perspectivas para possibilidades de terapias baseadas na simples injecao de
fatores de estimulagdo e/ou crescimento.

Portanto, neste trabalho propomos a analise da expressdo de IGF-1, HGF, VEGF e
TNF-a no coracdo de camundongos C57Bl/6 infectados com cepa Colombiana de 7. cruzi
com o objetivo de investigar a expressao mRNA dos mesmos durante a regeneragdo e/ou

destruicao do tecido cardiaco neste modelo experimental.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6 com 6 a 8 semanas de vida foram usados nos
experimentos. Os animais foram fornecidos pelo biotério do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz. Todos os protocolos usados neste estudo foram aprovados pelo comité de ética no uso

de animal (CEUA, CPqGM- FIOCRUZ).

4.2 Infecgao por 7. cruzi

Formas tripomastigotas da cepa Colombiana de 7. cruzi (FEDERICI, 1964) foram obtidas de
sobrenadantes de cultura de células LLCMK2 infectadas. Camundongos C57Bl/6 foram
infectados, por via intraperitoneal, com 1000 parasitas, sendo a concentra¢do ajustada

utilizando solugdo salina como diluente.

4.3 Parasitemia

Os niveis de parasitemia foram avaliados através da contagem, em microscopio Optico, das
formas tripomastigotas presentes em 50 campos microscopio em lamina contendo 5 ul de
sangue periférico obtido da cauda do animal e coberta com uma laminula 22x22 mm, segundo

o método descrito por MELO & BRENER (1978).

4.4 Grupos experimentais:

Grupo I - Animais C57 Bl/6 ndo infectados - 5 animais

Grupo II - Animais infectados sacrificados com 15 dias pds-infecgdo - 6 animais

Grupo III - Animais infectados sacrificados com 25 dias pds-infecgdo - 5 animais (para
extragdo RNA, 3 animais).

Grupo IV - Animais infectados sacrificados com 30 dias pés-infecgdo - 5 animais

Grupo V - Animais infectados sacrificados com 40 dias pos-infecgdo - 5 animais

Grupo VI - Animais infectados sacrificados com 60 dias poés-infec¢do - 5 animais (4 para

extracdo RNA).

4.5 Avaliagdo histopatologica e analise morfométrica:
A analise histopatologica foi realizada nos cora¢des dos animais infectados e normais seguido
de fixagdo com formalina a 10% e inclusdo na parafina. Cortes histologicos dos coragdes com

espessura de 4 micra, foram corados com hematoxilina e eosina (I min hematoxilina e 1
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minuto eosina) para avaliagdo do infiltrado inflamatorio, e com picrossirius (corante Sirius
red 10 min e corante Light Green por 2 segundos), para observagdo da fibrose. Para as
avaliagdes morfoldgicas, as imagens foram digitalizadas usando uma camera digital colorida
(CoolSnap cf), adaptada a um microscopio Olympus AX-70 (Media Cybernetics) e analisadas
usando o programa Image pro Plus versao 5.0 (Media cybernetics),permitindo a contagem das
células do infiltrado inflamatorio. O percentual de fibrose foi determinado usando o mesmo
programa, integrando as areas de tecido fibrotico e nao-fibrotio em cada campo, em cortes de
coracdo corados por picrosirius vermelho.

Foram analisados 100 campos em 5 se¢des do coracdo para contagem de células
inflamatodrias, com aumento de 200X, de forma cega e aleatdria (atrio e ventriculo) e 10
seccoes por coracdo aumento de 600X, de forma cega e aleatdria (atrio e ventriculo) para

quantificagdo fibrose.

4.6 Avaliagcdo do parasitismo

Para analise do parasitismo, cortes histologicos dos coragdes com espessura de 4 micra, foram
corados com hematoxilina e eosina (1 minuto hematoxilina e 1 minuto eosina). Os ninhos de
amastigotas foram contados em 3 seg¢des do coracdo por animal nos diferentes dias de

infecgao.

4.7 Extracao de RNA

Camundongos da linhagem C57BIl/6 foram sacrificados por deslocamento cervical e 50% do
coragdo foi submetido a congelamento rapido no nitrogénio liquido e conservados a -70° C. O
RNA foi extraido do tecido cardiaco utilizando o kit QUIAGEN RNeasy Minikit (Quiagen,
Valencia, CA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. Fragmentos de aproximadamente
30 miligramas de corag¢do foram macerados em graus estéreis com nitrogénio liquido até virar
poO. Apds maceracao foi adicionado tampao de lise contendo beta-mercaptoetanol (Sigma). O
material genético foi precipitado em etanol 70% e transferido para uma mini-coluna de
extracdo da QUIAGEN. O RNA foi eluido em 4gua Rnase-free e a quantificagdo e o grau de
pureza do RNA foram determinados por espectofotometria utilizando o instrumento

Nanodrop (ND-1000, NanoDrop Technologies, EUA).
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4.8 Obtencao de cDNA

Inicialmente, foi feita a digestdo do DNA contaminante presente na amostra de RNA eluido,
adicionando a enzima Dnase I, Amp Grade (Invitrogen). A inativa¢do da enzima foi feita pela
administracdo de EDTA 25 mM (Invitrogen) por 10 minutos a 65° C no Thermomix
(Eppendorf, Germany). A reacdo de transcricdo reversa foi feita adicionando oligo dT
(Invitrogen), dNTP 10 mM (Invitrogen), seguido de DTT 0,1 M (Invitrogen) e da enzima
SuperScript II (Invitrogen); incubados por 1 hora a 42° C e por 15 minutos a 70° C.

4.9 Analise da expressdo génica por PCR em tempo real

Aproximadamente um micrograma de cDNA foi utilizado para a amplificagdo a partir da
reagdo de PCR em tempo real para os genes VEGF, IGF-1, HGF e TNF-a. Todas as reagdes
foram realizadas no termociclador 7500 Real Time (Applied Biosystems, Foster city, CA).

O numero de copias dos genes foram determinadas utilizando TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied biosystems) para os genes GAPDH, VEGF, IGF-1 e TNF-a e
SYBR® Green ER™ qPCR SuperMix (Invitrogen™, USA) para o gene HGF e beta-actina.

O protocolo de amplificacao de reagdo com Tagman realizou-se com 55 ciclos (1 ciclo
de 50°C por 2 min; 1 ciclo de 95°C por 10 min; 55 ciclos a 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg,
72°C por 30 seg: 1 ciclo de 72° C por 10 min) e com 1 ciclo de 95° C por 10 min; (40 ciclos
de 95° C por 15 seg e 1 ciclo de 60° C por 1 min), 1 ciclo com curva de dissociagdo a 95° C
por 10 seg; 60° C por 20 seg; 95° C por 15 seg para Sybergreen . A curva de dissociagao foi
realizada para verificar a especificidade da amplificagdao e confirmar a auséncia da formagao
de dimeros de primer ou qualquer outro produto inespecifico.

As seqiiéncias de primers utilizadas neste estudo estdo listados na tabela abaixo:
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Tabela 1: Sequéncia primer

GENES SEQUENCIA DO PRIMER METODOS

HGF 5> CAAGGTCTGGACTTACATGTTCCA 3’ (senso) Sybergreen
5’ GCTAGCATCTGGCTCCAGAA 3’ (antisenso)

Beta-actina | 5> AGGCATCCTCACCCTGAAGTA 3’ (senso) Sybergreen
5’ CACACGCAGCTCATTGTAGA 3’ (antisenso)

IGF-1 1D:Mm00445259 ml, ndo fornecida pela Applied Biosystem | Tagman

VEGFa ID: MMO00437304 ml, ndo fornecida pela Applied Biosystem | Tagman

TNF-a ID: Mm00443258 ml, ndo fornecida pela Applied Biosystem | Tagman

GAPDH ID: Mm99999915 gl, nao fornecida pela Applied Biosystem. | Tagman

Os célculos dos niveis de mRNA foram obtidas através da diferenga entre (Ct do gene
endogeno animal ndo infectado - Ct do gene de interesse animal ndo infectado) — (Ct do gene
enddgeno animal infetado — Ct do gene de interesse do animal infectada), pelo método de
normalizagdo AACt, segundo Yuan e colaboradores (2006).

O Ct (Treshold cycle) e o primeiro ciclo de amplificagdo, no qual o amplicon de DNA
e detectado acima da linha basal.

Foi considerado aumento da expressdo animais com numero de mRNA 2 vezes maior
que o controle e diminuicdo da expressdo animais com nimero de mRNA menor que a

metade da expressdo do controle.

4.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prysm 3
(GraphaPad Software, Inc.) baseadas na analise de varidncia (ANOVA), pds-teste Newman-
Keuls, para andlise do parasitismo tecidual, nimero de células inflamatérias e % fibrose e
Kruskal-Wallis test, pos-teste Dunns para analise da expressdo mRNA, além do teste do qui-
quadrado com correcdo de Yates e do teste de Pearson. As diferengas foram consideradas

significantes quando o valor de p foi menor que 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Infec¢ao aguda de camundongos C57Bl/6 pela cepa Colombiana de 7. cruzi

Foi avaliado o perfil parasitémico dos animais durante a infec¢do, representado na
figura 2. A parasitemia foi progressiva, com pico em torno do 30° dia de infeccdo. Apds esse
periodo os animais apresentaram uma queda continua da parasitemia no sangue, tendendo a se

tornar negativa no 60° dia.

Figura 2
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Figura 2: Parasitemia dos animais em diferentes dias pés-infec¢do. Animais da linhagem
C57Bl/6 foram infectados com 1000 tripomastigotas da cepa Colombiana de 7. cruzi. A
contagem das formas tripomastigotas no sangue foi realizada em diferentes dias pos-infeccao.

Dados representam a media com desvio padrdo da parasitemia de 4 a 26 animais por ponto.
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5.2 Avaliacgao histopatologica do tecido cardiaco durante a infec¢ao aguda por 7. cruzi

A andlise histopatologica dos coragdes de camundongos C57Bl/6 infectados com a
cepa Colombiana de 7. cruzi demonstrou uma miocardite difusa (Figura 3), com infiltrado
inflamatério multifocal composto predominantemente de células mononucleares, podendo ser
vistos alguns polimorfonucleares e raros eosindfilos. Nao ha diferengas significativas no
padrdo de células inflamatérias que compdem o infiltrado inflamatorio durante o periodo
avaliado. Fibras cardiacas apresentando ninhos de formas amastigotas intracelulares
predominando no 15° dia de infecgdo (Figura 3B). Areas com intenso infiltrado inflamatorio
de células linfocitarias e macrofagicas associado a destruigdo de fibras musculares,
encontradas com maior intensidade no 30° dia de infeccdo (Fig. 3C e D).

No final da infec¢ao, foi observada a diminui¢do do nimero de células inflamatorias, a
auséncia de ninhos e uma menor quantidade de fibras em degeneragdo (Fig E), concomitante

ao aumento de fibrose.
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Figura 3

Figura 3: Seccées de tecido cardiaco de animais normais e infectados por 7. cruzi.
Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram sacrificados em diferentes dias de infec¢do pela
cepa Colombiana de 7. cruzi para andlise histologica do coragdo. A, Coragdo de camundongo
C57Bl1/6 ndo-infectado. B, Ninho com formas amastigotas (15 dias pés-infec¢do). C, Secgao
atrio com intenso infiltrado inflamatorio e destruicdo de fibras (30 dias pos-infecgdo). D,
Intenso infiltrado inflamatério associado destruicdo fibras (30 dias pos-infeccdo). E,
Diminuicdo infiltrado inflamatorio (60 dias pos-infeccdo). H&E, aumento de 600X, figura C,

aumento de 200x .
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O parasitismo tecidual no tecido cardiaco foi avaliado durante a fase aguda da
infec¢dao (Figura 4). A contagem de ninhos de parasitas em sec¢des de coracao dos animais
nos diferentes dias pds-infeccdo demonstrou um elevado niimero de ninhos no 15° dia de
infeccdo, que diminui no decorrer da infecc¢do, indicando que o pico de parasitismo tecidual

precede aquele da parasitemia (por volta do 30° dia).

Figura 4
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Figura 4: Parasitismo no tecido cardiaco durante a fase aguda da infeccido por 7. cruzi.
Camundongos da linhagem C57Bl1/6 foram sacrificados em diferentes periodos de infecc¢ao
pela cepa Colombiana de 7. cruzi. O numero de ninhos de parasitas foi avaliado e integrado
por area, em secgOes de coracdes coradas por H&E. Os dados representam a média=SEM de

6-5 animais por grupo. * p< 0.01.

A quantifica¢do das células inflamatdrias no tecido cardiaco, feita através de andlise
morfométrica em sec¢des coradas por hematoxilina e eosina, demonstra a presenga de células
inflamatdrias no miocardio de animais com 15 dias de infeccdo em diante (Figura 5). O
nimero de células inflamatdrias tende a decrescer apds o pico de parasitemia (30° dia), sendo

significativamente menor no 60° dia de infec¢do (p<0,05 em relacdo ao 25° e 30° dia).
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Figura 5
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Figura. 5: Numero de células inflamatdrias no tecido cardiaco durante a fase aguda da

infec¢do por 7. cruzi. Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram sacrificados em diferentes

periodos de infec¢do pela cepa Colombiana de 7. cruzi. O nimero de células inflamatorias foi

avaliado por morfometria em sec¢des de coragdes coradas por H&E. Os dados representam a

médiatSEM de 5-6 animais por grupo. * p<0.05.

Foi observada uma correlacdo positiva entre inflamagdo e parasitemia, ou seja, o

aumento de parasitemia induz um aumento da inflamacdo no tecido cardiaco durante a fase

aguda da infeccao (Figura 6).
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Figura 6
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Figura 6: Analise da correlacdo entre inflamacio e parasitemia. A andlise de correlacdao
entre a inflamagdo e a parasitemia foi feita utilizando as médias dos grupos de animais (5 a 6

animais por grupo) em diferentes dias de infecgao.

A quantificacdo da fibrose realizada por morfometria, em sec¢des de coragdo coradas
com picrosirius vermelho, demonstra um aumento crescente com o tempo de infecgdo,

atingindo uma porcentagem mais alta no 60° dia de infec¢ao (Figura 7).
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Figura 7
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Figura 7: Porcentagem de fibrose no tecido cardiaco durante a fase aguda da infecgao
por T. cruzi. Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram sacrificados em diferentes periodos
de infeccdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi. O percentual de fibrose foi quantificado por
morfometria em sec¢des de coragdo coradas por picrosirius vermelho. Os dados representam a

média £ SEM de 5-6 animais por grupo. *** P<(.001.

5.3 Expressao génica de fatores de crescimento e de TNF-a

A expressdo génica dos fatores de crescimentos relacionados a neovascularizacio
(VEGF) e a regeneragdo tecidual (HGF e IGF-1) e de TNF-a no tecido cardiaco foi
quantificada ao longo da infec¢ao aguda por 7. cruzi, pela técnica de PCR em tempo real.

A expressdo de VEGF tende a aumentar em relagdo aos valores normais por volta do
25° dia, embora as diferengas encontradas ndo sejam estatisticamente significativas pela

analise de variancia (p= 0.7960; Figura 8).
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Figura 8
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Figura 8: Analise da regulacao da expressao génica de VEGF no tecido cardiaco durante

a fase aguda da infec¢do por 7. cruzi. Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram

sacrificados em diferentes periodos de infeccdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi.

Fragmentos dos coragdes foram utilizados para obtencdo de mRNA e a andlise da expressao

génica foi realizada por PCR em tempo real. Os dados representam a média + SEM de 3-6

animais por grupo.

A andlise utilizando o teste do qui-quadrado demonstrou que ndo houve aumento

significativo (igual ou maior que 2 vezes o controle) da expressdo de VEGF no tecido

cardiaco no decorrer da infec¢do, quando comparados com o grupo de animais ndo infectados

(Tabela2).
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Tabela 2: Comparaciao de alteracoes na expressio de VEGF entre animais normais e

infectados com 7.cruzi

VEGF
Normal | Infectado Total
<2.0(-) 6 17 23
>2.0 (1) 0 6 6
Total 6 23 29

Teste do qui-quadrado com corre¢do de Yates: p=0,4015

Houve uma diminui¢do da expressao do HGF durante a infeccdo quando comparadas

com animais normais, com uma tendéncia a aumento por volta do 60° dia de infeccdao, embora

as diferengas ndo tenham sido estatisticamente significativas pela analise de variancia

(p=0.3446; Figura 9).
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Figura 9
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Figura 9: Anélise da regulacio da expressao génica de HGF no tecido cardiaco durante
a fase aguda da infeccdo por 7. cruzi. Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram
sacrificados em diferentes periodos de infeccdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi.
Fragmentos de coragdes foram utilizados para obtencdo de mRNA e a andlise da regulacdo da
expressao génica foi realizada por PCR em tempo real. Os dados representam a média + SEM

de 3-6 animais por grupo.

A analise de correlagdo entre a inflamagao e expressdo de HGF mostra uma correlagio
inversa entre estes parametros no tecido cardiaco, indicando que a infec¢do aguda por 7. cruzi
inibe a expressao do HGF nos cardiomiocitos (Figura 10). Esta relagdo também pode ser
observada na figura 9, pois apesar do HGF apresentar uma diminui¢do na expressao durante a
infec¢do quando comparado com os animais ndo infectados, a expressao tende a aumentar no

final da fase aguda, coincidindo com a diminui¢do da inflamacgao e o controle da parasitemia.
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Figura 10
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Figura 10: Analise de correlacido entre inflamacao e HGF. A anélise entre a expressao de
HGF e a inflamacao foi feita a partir da correlagdo entre a média dos grupos dos animais (3 a

6 animais por grupo), em diferentes dias de infecg@o.

A andlise utilizando o teste do qui-quadrado demonstrou que houve uma redugao
significativa (menor ou igual a 0.5) na expressdo do HGF no tecido cardiaco, quando

comparados com o grupo de animais ndo infectados (Tabela 3).

Tabela 3: Comparaciao de alteracdes na expressio de HGF entre animais normais e

infectados com 7.cruzi

HGF
Normal Infectado | Total
> (.5 (-) 6 4 10
<0.5(+) 0 18 18
Total 6 22 28

Teste do qui-quadrado com corregdo de Yates: p= 0,013
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Em relagdo a expressdao de IGF-1, ha um aumento da expressdo ao longo da infecgdo,
observando-se uma significancia estatistica no 15° e 25° de infec¢do com uma diminui¢ao
por volta do 30° dia de infec¢do, e uma tendéncia a aumento no 60° de infec¢do pela anélise

de variancia (p< 0,05; Figura 11).
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Figura 11: Analise da regulacio da expressdo génica de IGF-1 no tecido cardiaco
durante a fase aguda da infeccdo por 7. cruzi. Camundongos da linhagem C57B1/6 foram
sacrificados em diferentes periodos de infecgdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi.
Fragmentos do coragdo foram utilizados para obtencdo de mRNA e a andlise da expressdo
génica foi realizada por PCR em tempo real. Os dados representam a média + SEM de 3-6

animais por grupo.
A anélise utilizando o teste do qui-quadrado demonstrou um aumento significativo

(igual ou maior que 2 vezes o controle) na expressdo do IGF-1 no tecido cardiaco no decorrer

da infec¢@o, em comparacdo com o grupo de animais nao infectados (Tabela 4).
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Tabela 4: Comparacido de alteracoes na expressio de IGF-1 entre animais normais e

infectados com 7.cruzi

IGF-1
Normal | Infectado Total
<2.0(-) 6 0 6
>2.0 () 0 23 23
Total 6 23 29

Teste do qui-quadrado com corre¢do de Yates: p= 0,0001

Correlacionando-se a expressao de IGF-1 com os niveis de parasitemia (Figura. 12),

observa-se uma correlacdo inversa entre estes dois pardmetros, indicando que o aumento da

parasitemia diminui a expressdo de IGF-1 no tecido cardiaco. Esta inibi¢do pode ser

observada com uma tendéncia diminui¢do da expressdo do IGF-1 no 30° dia de infec¢ao

(Figura 11) que corresponde ao pico de parasitemia (reduc¢ao de aproximadamente 2 vezes).

Figura 12
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Figura 12: Analise de correlacdo entre expressio de IGF-1 e parasitemia. A analise da

expressao de IGF-1 e a parasitemia foi feita a correlagdo (teste de Pearson) entre a média dos

grupos dos animais (3 a 6 animais por grupo), em diferentes dias de infec¢ao.
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Foi observado um aumento da expressdao de TNF-a em relagdo aos animais normais

no 15° de infecgao com diminuigdo da expressao apos esse periodo e tendéncia a aumento no

60 dias de infeccao, (p= 0.0094; Figura 13).
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Figura. 13: Andlise da regulacio da expressdo génica de TNF-o no tecido cardiaco

durante a fase aguda da infec¢do por 7. cruzi. Camundongos da linhagem C57Bl/6 foram

sacrificados em diferentes periodos de infeccdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi.

Fragmentos do coragdo foram utilizados para obtengdo de mRNA e analise da regulagdo da

expressdo génica foi realizada por PCR em tempo real. Os dados representam a média + SEM

de 3-6 animais por grupo.

A analise utilizando o teste do qui-quadrado comprovou que houve um aumento

significativo na expressdo do TNF-a no tecido cardiaco durante a infecgdo (Tabela 5).
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Tabela 5: Comparacio de alteracoes na expressio de TNF- o entre animais normais e

infectados com 7.cruzi

TNF- a
Normal | Infectado Total
<2.0(-) 6 0 6
>2.0 () 0 22 22
Total 6 22 28

Teste do qui-quadrado com corre¢do de Yates: p= 0,0001

A parasitemia esta inversamente correlacionada a expressdao de TNF-a indicando que o

aumento da parasitemia reduz a expressao dessa citocina no tecido cardiaco (Figura 14). Esse

resultado também pode ser observado no grafico de expressdo de TNF-a no tecido cardiaco

(Figura 13), no qual hd uma diminuicdo no 30° dia de infec¢do, ou seja, no pico de

parasitemia (cerca de 3 vezes menos do que no 15° dia).

Figura 14
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Figura 14: Analise de correlacio entre TNF-0 e parasitemia. Para a andlise entre a

expressao de TNF-a e parasitemia, foi feita a correlagdo (teste de Pearson) entre a média dos

grupos dos animais (3 a 6 animais por grupo), em diferentes dias de infec¢ao.
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Evidéncias na literatura demonstram que a interagdo entre TNF-alfa e IGF-1 podem
modular fungdes bioldgicas no tecido cardiovascular (NIEBAUER et al.,1998; WANG et al.,
2003).

A andlise de correlagdo da expressio de TNF-a e de IGF-1 indica que hd uma

correlagdo positiva entre estes dois fatores (Figura 15).
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Fig. 15: Analise de correlacdo entre a expressiao de TNF-a e de IGF-1. A anélise entre a
expressdao de TNF-a e IGF-1 foi feita baseada na correlagdo (teste de Pearson) entre a média

dos grupos dos animais (3 a 6 animais por grupo), em diferentes dias de infeccao.
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DISCUSSAO

A infec¢do aguda por 7. cruzi é altamente lesiva para o miocardio. Camundongos
C57Bl/6 sao descritos como resistentes a infecg¢do, controlando as formas circulantes ou
tripomastigotas no sangue e apresentando uma recuperagao consideravel dos danos cardiacos
causados durante a infec¢do aguda. Sendo assim, este ¢ um modelo interessante para o estudo
da expressdo de fatores e citocinas associados a lesdo e ao reparo do tecido cardiaco.

O pico de parasitismo tecidual (no coragdo) precede o da parasitemia, uma vez que
encontramos mais ninhos no 15° dia, sendo decrescente apos este periodo. Com o rompimento
dos ninhos apo6s o 15° dia, deve ocorrer uma liberagdo massiva de parasitas, que causa o
aumento de parasitemia além do aumento da destrui¢do de fibras. A liberagcdo de parasitas
causa o influxo de células no tecido,devido liberagdo de antigenos e um aumento da resposta
inflamatoéria que libera mediadores aumentando a permeabilidade vascular e por isso o pico de
inflamagao ¢ coincidente com o pico de parasitemia. Esta migracao intensa de macréfagos e
linfocitos T na fase aguda da infecgdo pela cepa Colombiana de 7. cruzi ¢ dependente da
expressdo do receptor de quimiocinas CCRS, e parece ser importante para o controle do
parasitismo no coragao e da parasitemia (HARDISON et al, 2006).

A parasitemia durante a infec¢ao pela cepa Colombiana evolui lentamente, atingindo
niveis elevados entre o 20° e o 30° dias, com nitido miotropismo que determina uma
miocardite progressiva e miosite nos camundongos (ANDRADE, 2000b). A fase aguda ¢
caracterizada por uma parasitemia alta, por uma disseminagdo grande dos parasitos ¢ uma
imunossupressao marcante (MINOPRIO et al., 1989). A expressao de IGF-1, e do TNF-a
apresentou uma tendéncia a diminui¢do e o HGF apresentou uma tendéncia a supressao no
pico de parasitemia, sugerindo que o aumento de parasitos, de algum modo, inibe a expressao
desses genes localmente, que tende a aumentar novamente com o controle da parasitemia no
final da fase aguda.

O TNF-a ¢ bem descrito na literatura como importante no controle do parasitismo na
infeccdo por 7. cruzi sendo assim ¢ esperado que um aumento do numero de parasitos
coincida com a diminui¢do dos niveis de RNAm para TNF-a.

Diversos trabalhos na literatura t€ém apontado o aumento do fator HGF em situagdes
de lesdes cardiacas com um fator cardioprotetor (ZHU et al, 2000; NAKAMURA et al,
2000b; KITTA et al, 2003; YASUDA et al., 2000). ONO e colaboradores (1997) descreveram
um rapido aumento da expressdo de HGF no rim, figado, pulmio e baco, no modelo de

isquemia e reperfusdo do miocardio, além do aumento de receptor especifico para HGF, o c-
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met, no cora¢do. Portanto, embora a produ¢do local de HGF esteja suprimida pela infecgao
aguda por T. cruzi, € possivel que este ainda participe da regeneragao do miocardio através da
sua producdo em outro 6rgdo e migracdo pela circulacdo (efeito endocrino). Para melhor
esclarecer o papel do HGF na regeneracdo ou reparo do tecido cardiaco na infec¢do por 7.
cruzi, outras metodologias, tais como o ELISA para quantificagdo sorologica deste fator e a
analise da expressao de c-met no tecido cardiaco, devem ser aliadas.

O HGF tem uma ag¢do imunossupressora ja descrita, sendo o seu uso apontado como
uma nova estratégia de tratamento para doengas auto-imunes e cardiopatia alérgica
(KUROIWA et al.; 2006, FUTAMATSU et al.; 2005). O HGF inibe o desenvolvimento de
miocardite autoimune experimental através da indugdo de citocinas tipo Th2 e supressao de
citocinas Thl (FUTAMATSU et al.; 2005). Na fase aguda da infecg¢do por 7. cruzi hd uma
producdo de citocinas pro-inflamatorias por células do sistema imune (CUNHA- NETO et
al.,1998). Camundongos deficientes na produg¢do de IL-4 apresentam uma exacerbacdo da
resposta Th1 (aumento de IFN-y) e intensa miocardite na infec¢do por 7. cruzi, sugerindo que
um balango entre respostas Th1 e Th2 ¢ importante para a modulag¢do da resposta inflamatdria
no corag¢ao (SOARES et al,,2001c). Portanto, mecanismos de aumento da expressao de HGF
poderdo ter acdo benéfica no tratamento da cardiopatia chagésica, tanto pelo reparo tecidual
induzido por esse hormonio celular, quanto pela modulagdo da resposta Thl, que é patogénica
na miocardite chagasica (SOARES et al, 2001D).

A producdo dos quatro tipos de inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMPs 1-4)
no coragdo ¢ em cardiomiocitos tem sido descrita (LI ef al., 1999). A expressao do TIMP-1 ¢
induzida por uma variedade de estimulos, incluindo citocinas pro-inflamatorias. Na infecgdo
por T. cruzi, a expressdao de TIMP-1 estd aumentada no coragdo (dados ndo publicados), e
pode ter importante papel no acaimulo de fibrose no coragdo apos lesdo causada pela resposta
inflamatéria. O TIMP-1 foi descrito por MOHAMMED e colaboradores (2005) como um
regulador negativo da producdo de HGF durante a recuperagdo hepatica. Deste modo, o
aumento da expressao de TIMP-1 na infecgdo por 7. cruzi pode estar causando a supressao da
expressao do HGF observada em nosso estudo.Neste estudo ndo foi feita a correlagdo entre
expressao de TIMP-1 e reducao do fator HGF, porém essa analise podera ser feita
futuramente neste modelo.

Dentre os seis membros da familia do VEGF, o VEGF-A é o mais descrito na
literatura relacionado ao processo de angiogénese (NEULFELD et al., 1999). ARAKAWA e
colaboradores (2003) relataram uma diminui¢do da producdo de VEGF através da técnica de

ELISA no soro de pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva. ABRAHAM e
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colaboradores (2000) relataram uma diminui¢do na expressao de mRNA e da proteina VEGF-
A em pacientes com cardiopatia dilatada. Em pacientes com cardiopatia isquémica houve um
aumento da expressao de mRNA para VEGF-A e em ambos os casos houve aumento da
expressado do mRNA e da proteina VEGF-C quando comparados com pacientes normais.
Outros membros da familia do VEGF estdo associados com angiogénese podendo ser
importantes na regeneracdo da infeccdo por 7. cruzi e nao foram analisadas neste estudo

(HOLMES et al., 2005).

O IGF-1 seja apontado como um fator indutor de reparo de tecidos lesados, juntamente
com o HGF. WELCH e colaboradores (2002), utilizando animais provenientes do cruzamento
entre camundongos transgénicos para cardiopatia dilatada e camundongos transgénicos para
IGF-1, demonstraram que houve a reducdo da apoptose e da necrose em miocitos cardiacos
nos camundongos F1. Estes dados sugerem que o aumento da expressao de IGF-1 no coracdo
de camundongos infectados por 7. cruzi observado em nosso estudo tem um papel protetor.
Futuramente neste modelo pretendemos analisar apoptose pela técnica TUNEL e analisar
proliferagao celular através da injecdo de BRDu antes do sacrificio dos animais.

Em nosso estudo observamos uma correlacdo positiva entre a expressao dos genes de
IGF-1 e TNF-a. H4 evidéncias na literatura de que a interag@o entre as vias de TNF-a e IGF-1
pode modular fungdes biologicas no tecido cardiovascular. PELOSI e colaboradores (2007),
utilizando camundongos transgénicos com expressdo muscular local para IGF-1,
demonstraram apds lesdo muscular, um processo de regeneragdo acelerado.

VALLEE e colaboradores (2003) sugeriram que a citoprotecao conferida pelo IGF-1
estd associada a diminuicao da expressao do fator nuclear kappa beta (NF-kf}) induzida pelo
TNF-o. Por ser um fator de transcricdo de vias da resposta inflamatdéria, o NF-kf3 esta
envolvido na regulagdo dos genes da resposta inflamatéria, na apoptose, na proliferacdo
celular e no aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) (WINTHER et
al.,2005).

A regeneragdo e o reparo muscular ocorrem em quatro fases interdependentes: lesao,
inflamagao, regeneragdo e fibrose. O controle da fase inflamatéria ¢ um componente critico
para a resposta regenerativa (TIDBALL, 2005). REIS e colaboradores (1997) relataram uma
produgdo significativa de TNF-o no infiltrado inflamatério na cardiopatia chagasica.O
miocardio ¢ uma fonte importante de produgao de TNF-a. Portanto, ¢ possivel que, no nosso
modelo, o TNF-a no coracdo seja produzido tanto por cardiomidcitos quanto por células do

infiltrado inflamatorio. O maior nivel de RNAm para TNF-a ndo coincide com o pico de
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parasitemia e inflamagao, sugerindo que na cardiopatia chagésica ha de fato a produgao deste
fator por cardiomiocitos, como sugerido anteriormente por estudos in vitro (MACHADO et
al, 2000).

Nao ha relatos na literatura de producdo de IGF-1 por células inflamatoérias sugerindo
que o aumento dos niveis de RNAm para IGF-1 neste modelo foi produzido pelos
cardiomiocitos. OPGAARD E WANG, 2005 descreveram o aumento da expressao de IGF-1
como um fator cardioprotetor poderemos relacionar esse papel melhor neste modelo com a
associacdo de novas técnicas ja citadas como TUNEL e BRDu.

Na fase aguda da infec¢do o TNF-a ¢ importante no controle da parasitemia (LIMA et
al., 1997). Apesar de ter um efeito protetor na infecgdo, a alta producdo de TNF-a no coragao
¢ patogénica para o miocardio. A utilizagdo de bloqueadores do TNF-a, como anticorpos anti-
TNF-a, em modelos experimentais de cardiopatia demonstrou uma reversao na depressdo do
miocardio e no tonus vascular e reducdo do infiltrado inflamatério intersticial, apesar da
persisténcia da hipertrofia e da fibrose (PORAT et al .,1995, KUBOTA et al., 2000). Além de
induzir varios distarbios funcionais, a alta produ¢do de TNF-o causa acimulo de fibrose
(SABA et al., 2005). De fato, em nosso estudo foi observado que, ao final da fase aguda,
quando a parasitemia e a inflamac¢do diminuiram, o aumento progressivo de fibrose ocorreu
concomitante a um novo aumento da expressao de TNF-a no coragao.

Além do aumento do TNF-a,, a expressdo do gene do HGF, que ¢ um fator capaz de
diminuir a fibrose em modelos de lesdo cardiaca (NAKAMURA et al., 2005a), foi suprimida
durante toda a fase aguda da infecg¢@o por 7. cruzi. A modulagdo da expressao destes fatores
poderd ser importante para a redugdo do acaimulo de tecido fibroso que ocorre a partir do fim
da fase aguda até a cronica e que contribui para a disfungdo cardiaca na doenca de Chagas
(ANDRADE, 2000). Nao houve correlacdo. O estudo de outros fatores associados a producao
de fibrose como TGF-B deverdo ser analisados neste modelo correlacionando com HGF na
tentativa de elucidar a importancia do mesmo na diminuicao da fibrose.

Neste modelo nao houve correlacao entre a fibrose com os fatores de crescimento ¢/ou
citocinas ( dados ndo mostrados).A falta de correlagdo pode ser devido ao pequeno numero de
animais utilizados neste estudo.

Embora o HGF e VEGF tenham diversas fun¢des descritas na literatura, o aumento da
expressdo destes fatores tem sido associado a condigdes de hipoxia. REHMAN e
colaboradores (2004) demonstraram que células progenitoras de adipdcitos aumentam a

secrecdo de VEGF e HGF em condi¢des de hipdxia.
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Analisando a expressio de mRNA para VEGF em pacientes com cardiopatia
isquémica e dilatada, ABRAHAM e colaboradores (2000) observaram um aumento da
expressio de VEGF somente nos pacientes com cardiopatia isquémica. Arakawa e
colaboradores (2003), revisando resultados encontrados em diferentes situagcdes de
insuficiéncia cardiaca congestiva, concluiram que a diminui¢do do VEGF na circulagdo ¢
devido a uma diminui¢do da producdo do VEGF no tecido cardiovascular. A miocardite
chagasica aguda, embora seja observada uma vasculopatia com areas de microinfarto, ¢ uma
patologia multifatorial (ROSSI et al.,1996; HASSAN et al., 2006). De fato, nossos resultados
ndo demonstraram um aumento da expressdao de VEGF no tecido cardiaco, corroborando com
os achados de literatura na qual se obt¢ém um aumento VEGF somente em cardiopatias de
etiologia isquémicas. Outros fatores relacionados com angiogénese como VEGF-C que se
encontram aumentados em situagdes de cardiopatia dilatada deve ser analisados neste modelo.

Os resultados encontrados em nosso estudo abrem novas perguntas sobre a presenca
de inibidores da transcri¢do, e outros fatores que podem ser de importancia em determinadas
fases da infeccdo, que devem ser alvo de investigacdo para o melhor entendimento do papel
destes mediadores soliveis no modelo de infecg¢do por 7. cruzi em camundongos, envolvidos
nos mecanismos de destruicdo e de reparo do miocardio. Esse conhecimento podera abrir
novas portas para o desenvolvimento de terapias baseadas nesses e em outros fatores de
crescimento e estimulacdo celular, que venham a intervir nos processos de patologias
cardiacas, em especial para a cardiopatia chagésica cronica, que ¢ a principal causa de obito

na doenca de Chagas.
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SUMARIO DE RESULTADOS

- A infecgdo aguda por 7. cruzi aumenta os niveis de RNAm para IGF-1 e TNF-a e diminui
os niveis de RNAm para HGF.

- Os niveis de mRNA dos genes HGF, IGF-1 e TNF-a apresentou uma correlagdo negativa
com a parasitemia e a inflamagao na fase aguda da infec¢ao por 7. cruzi.

- Os niveis mRNA para o gene de VEGF nao foi significantemente alterada no decorrer da

infecgao.
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