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N&o hesito em dedicar mais uma conquista
a vocé, MAE (in memoriam).

Pelo seu altruismo.
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voceé se fez infinito.
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Laura Lacerda Coelho

A fibrose cardiaca é uma importante manifestacdo da cardiomiopatia chagéasica. O
papel dos fibroblastos cardiacos (FCs) nesse processo € pouco estudado. Nesse
trabalho investigamos o efeito da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi (cepa Y) e do
fator de necrose tumoral (TNF) sobre a ativagdo de FCs in vitro, visando
compreender o papel de FCs ativados no processo de génese da fibrose cardiaca na
infeccdo chagasica. Os FCs foram obtidos a partir de culturas primarias de células
cardiacas de fetos de camundongos Swiss Webster, e sua ativacdo avaliada através
da andlise da proliferacdo, diferenciacdo destas células em miofibroblastos e a
expressdo de proteinas de matriz extracelular (ECM) através de imunofluorescéncia
(IF) e Western blotting (WB). A caracterizagdo das culturas foi feita através de
analise morfologica e funcional e pela analise da expressdo dos marcadores
tropomiosina sarcomérica (TS) e receptor de dominio de discoidina 2 (DDR2). No
nosso sistema de cultivo, 40% dos FCs foram infectados pelo T. cruzi quando
utilizamos uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10 e 24h de interagao.

As andlises da expresséao de alfa actina de musculo liso (a-SMA) por WB, revelaram
aumento desta proteina nas culturas infectadas sugerindo diferenciacdo para
miofibroblasto nos tempos de 6h e 24h pdés-infeccdo. As andlises de proteinas de
ECM revelaram aumento na expressao de fibronectina (FN) ap6s 6h, 24h e 48h de
infeccdo e de laminina (LN) apos 6h e 24h, quando comparadas as culturas ndo
infectadas. O tratamento com TNF ndo estimulou a produgcédo de TNF e NO pelos
FCs. TNF também ndo induziu a diferenciagdo e a sintese de ECM, porém
influenciou o processo de proliferacdo destas células, revelado pelo aumento de
células ki-67+ por IF. Ainda, a citocina reduziu as taxa de infec¢cdo dos FCs pelo
parasita. Assim, nossos resultados demonstram um efeito da infec¢ao pelo T. cruzi e
do TNF sobre a ativacdo de fibroblastos cardiacos, seja através da inducdo de
diferenciacdo celular e expressédo de proteinas de ECM, ou ainda pela inducao de
proliferacdo dos FCs, processos estes que podem contribuir para a génese da
fibrose cardiaca observada na doenca de Chagas.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Laura Lacerda Coelho

Cardiac fibrosis is an important manifestation of Chagas cardiomyopathy. The
involvement of cardiac fibroblasts (CFs) in this process is understudied. Here we
investigated the effect of Trypanosoma cruzi infection (Y strain) and tumor necrosis
factor (TNF) on CFs in vitro, aiming to understand the role of activated CFs in the
process of genesis of cardiac fibrosis in chagasic infection. The CFs were obtained
from primary cardiac cell cultures from Swiss Webster mice fetuses, and CFs
activation analyzed by proliferation, myofibroblast differentiation and extracellular
matrix (ECM) proteins expression, through immunofluorescence (IF) and Western
blotting (WB). The characterization of cultures was made through morphological and
functional analysis and through analysis of expression of the markers sarcomeric
tropomyosin (TS) and discoidin domain receptor 2 (DDR2). In our culture system,
40% of CFs were infected by T. cruzi using a multiplicity of infection (MOI) of 10 e
24h of interaction. WB analysis of alpha smooth muscle actin (a-SMA) expression
revealed increased expression of this protein in T. cruzi-infected CFs suggesting cell
differentiation into myofibroblasts at 6h and 24h post infection. ECM proteins
analyses revealed increased expression of fibronectin (FN) at 6h, 24h e 48h pos
infection and laminin (LN) at 6h and 24h in T. cruzi-infected cultures compared with
non-infected ones. TNF treatment did not stimulate TNF and NO production by CFs.
TNF also did not induce differentiation and ECM production by CFs, but influenced
the proliferation process of these cells, revealed by increase of ki-67+ cells, through
IF. Furthermore, the cytokine decrease the infection rate of CFs by T. cruzi.
Therefore, our results demonstrate an effect of T. cruzi infection and TNF on cardiac
fibroblasts activation, either through induction of cell differentiation and expression of
ECM proteins, or by induction of CFs proliferation, processes which may contribute to
the genesis of cardiac fibrosis in Chagas disease.
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1. INTRODUCAO

Apresentagao

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
afeta cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo, principalmente na América Latina
(WHO, 2015). Hoje, considera-se como fator importante a globalizacdo da DC,
devido as migracdes humanas em busca de melhor qualidade de vida (WHO, 2015).
A cardiomiopatia chagasica cronica (CCC), sua principal manifestacdo, €
caracterizada por parasitismo, infiltrados inflamatérios causando miocitdlise,
necrose, progressiva fibrose e hipertrofia do coracao (Rassi Jr et al., 2010). A carga
parasitaria € um importante fator determinante da patologia cardiaca como
demonstrado em camundongos cronicamente infectados com o T. cruzi e tratados
com benznidazol (Garcia et al.,, 2005). Na CCC, a inflamagdo e a destruicéo
progressiva do tecido cardiaco levam a alteracdes funcionais que podem surgir de
10 a 30 anos apos a infeccdo pelo T. cruzi. Citocinas proé-inflamatérias como IFN-y
(interferon-gama) e TNF (fator de necrose tumoral) desempenham papel crucial no
controle do T. cruzi na infec¢cdo aguda, estimulando a producdo de Oxido nitrico
(NO), importante molécula efetora com atividade microbicida (Junqueira et al., 2010).
Porém, concentracbes plasmaticas de TNF, TGF-B (fator transformante de
crescimento beta) e IFN-y estdo diretamente correlacionadas ao grau de disfungéo

cardiaca em pacientes portadores da doenca de Chagas (Pérez et al., 2011).

TNF e TGF-B apresentam importante papel na génese da fibrose em diversos
tecidos (Wynn & Ramalingan, 2012) e a inibicdo da via de TGF-B foi capaz de
reduzir a fibrose cardiaca em camundongos durante a fase aguda da DC (de Oliveira
et al., 2012). Recentemente, nosso grupo demonstrou que a administracdo de anti-
TNF a camundongos cronicamente infectados reduz as concentracbes séricas de
TNF e IFN-y e reverte o quadro de fibrose cardiaca, colocando TNF (e talvez IFN-y)
como citocina chave no processo de manutencédo da fibrose cardiaca na infeccéo

cronica pelo T. cruzi (Pereira et al., 2014a).

De modo importante, o aumento do intervalo QRS, uma das principais
alteracbes elétricas da DC, foi diretamente correlacionado a presenca de fibrose
cardiaca e ao pior prognostico dos portadores crénicos da DC (Strauss et al., 2011).



Fibroblastos sdo os maiores constituintes da fibrose no coragdo que esta
associada com hipertrofia e insuficiéncia cardiaca em diferentes cardiopatias. O
principal processo na génese da fibrose cardiaca € a diferenciacdo de fibroblastos
em miofibroblastos que passam a expressar alfa actina de musculo liso (a-SMA) e a
secretar grandes quantidades de moléculas de componentes da matriz extracelular
(ECM), que desempenham papel central no remodelamento de tecidos conectivos e
cicatrizacdo (Asazuma-Nakamura et al., 2009). A ativacdo de fibroblastos ocorre
principalmente em resposta a citocinas fibrogénicas, principalmente TGF-g e TNF
(Wynn & Ramalingan, 2012), que apresentam-se em altas concentracdes séricas em
pacientes com a forma grave da CCC (Pérez et al.,, 2011). Foi demonstrado que
estas citocinas participam da génese da fibrose cardiaca em outras patologias
através da ativacdo de miofibroblastos e de metaloproteinases de matriz extracelular
(MMPs) (Liew et al., 2013).

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a infeccdo pelo T. cruzi induz
fibrose in vitro em cultivos tridimensionais de células cardiacas, independente da
presenca de células inflamatérias (Garzoni et al., 2008). Além disso, dados recentes
do nosso grupo vém demonstrando que o tratamento com compostos com atividade
tripanossomicida (posaconazol) (Nisimura LM — dados nao publicados) e que
modulam a via de TGF-B (SB -431542) (Ferrdo PM — dados ndo publicados),
reduzem a fibrose induzida pelo T. cruzi nas culturas tridimensionais de células

cardiacas.

Apesar do reconhecido envolvimento de fibroblastos na génese da fibrose em
diversos tecidos em diferentes doencas (Wick et al., 2013), o envolvimento dos
fibroblastos cardiacos (FCs) no desenvolvimento da fibrose durante a doenca de
Chagas ¢é ainda pouco estudado, o que nos motivou a investigar o papel do parasita
e da citocina inflamatéria TNF sobre a ativacdo dessas células, na tentativa de
contribuir para a compreensdo de processos envolvidos na génese da fibrose

cardiaca observada na DC.



Revisao Bibliografica

1.1 Doencade Chagas

Abordaremos nesse item aspectos gerais sobre a epidemiologia, o agente
etiolégico da DC e suas fases clinicas, dando énfase a CCC como principal
manifestacao.

1.1.1 Epidemiologia

A DC continua sendo um grande problema de saude publica nas éareas
endémicas da América Latina, mesmo ap6s mais de cem anos de sua descoberta
por Carlos Chagas em 1909. O pesquisador ndo somente descreveu a doenca, mas
também seu agente etioldgico, os vetores e reservatorios (Coura & Borges-Pereira,
2010). Trata-se de uma zoonose causada pelo parasita hemoflagelado Trypanosoma
cruzi. A principal forma de transmissdo € pela via vetorial, por insetos triatomineos,
conhecidos comumente no Brasil como “barbeiros”. Porém, a transmissédo pode
ocorrer através de outros mecanismos, como: transfusdo sanguinea, transmissao
congeénita, transplante de 6rgaos, transmisséo oral, através de ingestdo de alimentos
ou liquidos contaminados e, mais raramente, acidentes laboratoriais (Rassi Jr et al.,
2012).

Atualmente, a DC afeta cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo,
principalmente na América Latina, com estimativa de 12 mil mortes ao ano (WHO,
2015). Contudo, hoje se considera como fator importante a globalizacdo da doenca,
devido as migrag6es humanas em busca de melhor qualidade de vida. Tém sido
crescentemente encontrados individuos afetados nos Estados Unidos da América,
Canada, em muitos paises da Europa e em alguns paises do Pacifico Ocidental
(Rassi Jr et al., 2010) (Figura 1.1).

Nos Ultimos anos, a transmissdo da DC tem sido reduzida, devido
principalmente, a uma série de iniciativas coordenadas pela Organizacdo Pan
Americana de Saude (Sanchez-Sancho et al., 2010). Tais iniciativas tém encontrado
sucesso principalmente nos programas de controle vetorial. Entretanto, é evidente a
necessidade da adocdo de novas estratégias para o controle da doenca, visto o
grande impacto que a mesma ainda exerce na morbidade e mortalidade de
individuos vulneraveis (Lannes- Vieira et al., 2010). Na ultima década, por exemplo,

0 numero de casos reportados dobrou, e provavelmente seria ainda maior devido a
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existéncia de casos subnotificados, tanto em areas endémicas quando em regides
nao endémicas (Andrade et al, 2014). As discussfes tém sido pautadas em
estratégias que visem: melhora no diagnostico e tratamento, busca de novos
biomarcadores prognésticos, maior cuidado e atengdo médica com o paciente, entre
outras medidas (Lannes- Vieira et al., 2010).
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Figura 1.1: Distribuicéo de casos de infec¢éo pelo T. cruzi. Fonte: Rassi Jr et al., 2010.

1.1.2 Trypanosoma cruzi: formas de vida e ciclo biolégico do parasita

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da DC, é um parasita hemoflagelado
pertencente a Familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. O T. cruzi apresenta
guatro formas de vida durante seu ciclo biolégico: epimastigotas, tripomastigotas
sanguineas e metaciclicas e amastigotas (Chagas 1909; Nagajyothi et al., 2012). As
formas epimastigotas possuem formato fusiforme e apresentam o cinetoplasto em
forma de disco cbncavo, localizado anteriormente ao nucleo. Sdo encontradas na
porcao anterior do trato digestivo do inseto vetor, onde se replicam por fisséo binaria;
tais formas sdo nao infectantes. Ja as tripomastigotas séo alongadas e levemente
achatadas, possuem cinetoplasto arredondado, localizado posteriormente ao nucleo
e sao formas nao replicativas, mas altamente infectantes, podendo ser encontradas
nos mamiferos (formas sanguineas) e no inseto — as metaciclicas (De Souza, 2002;
Teixeira et al., 2011; Rassi Jr et al., 2012). As amastigotas séao formas intracelulares

arredondadas replicativas encontradas no



hospedeiro vertebrado, possuem cinetoplasto em forma de barra e anterior ao
ndcleo. Ainda € reportado formas de transicdo intermediarias (Tyler & Engman,
2001; Teixeira et al., 2011). E importante ressaltar, que as amastigotas também s&o
capazes de infectar as células através de um mecanismo actina- dependente,

mantendo o ciclo intracelular do parasita (Fernandes & Andrews, 2012).

O ciclo do T. cruzi € bem complexo, envolvendo hospedeiros vertebrados
(mamiferos, incluindo humanos) e invertebrados (insetos pertencentes a familia
Reduviidae) (Fernandes & Andrews, 2012). Teixeira et al., 2011 conseguiram ilustrar
de forma bem detalhada e didatica o ciclo do parasita (Figura 1.2).

Na figura 1.2 podemos observar que o triatomineo, ao realizar o repasto
sanguineo (1), ingere formas tripomastigotas sanguineas (2) que na parte anterior do
tubo digestivo do animal se diferenciam em epimastigotas e algumas
esferomastigotas (formas intermediarias) (3). No intestino, as formas epimastigotas
se multiplicam por fisséo binéria (4) e ao alcancarem a porc¢ao final do tubo digestivo,
se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (5), que séo eliminadas nas fezes ou
urina do inseto, proximo ao local da picada (6). A forma metaciclica infectante (7)
invade o hospedeiro quando o0 mesmo coca o local da picada ou pelo contato com
mucosas. Dentro do hospedeiro, 0 parasita alcanca a corrente sanguinea e penetra
em células como macrofagos (8), células epiteliais, musculares e neurbénios. No
interior do vacuolo parasitéforo, a forma tripomastigota se diferencia em amastigota
(9), ocorrendo lise do vacuolo (10) e posterior replicacao intracelular do parasita por
fissdo binaria (11). As amastigotas entdo iniciam o processo de diferenciagcdo em
tripomastigotas, passando por um estagio intermediario (12) ainda no interior das
células. Apos diferenciacdo para tripomastigotas, ocorre lise celular (13), liberando
os parasitas na circulacdo (14). Pode haver lise antes que se complete o processo
de diferenciacéo, por isso € comum haver liberacdo tanto de formas tripomastigotas
(15a) quanto amastigotas (15b) no meio externo, ambas infectivas (Fernandes &
Andrews, 2012). O ciclo continua quando triatomineos realizam o repasto sanguineo

e ingerem as formas sanguineas infectantes.
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Figura 1.2: Formas de vida e ciclo biolégico do T. cruzi.

Fonte: modificado a partir de Teixeira et al., 2011.

1.1.3 Fase aguda e fase cronica da doenca de Chagas

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas: a fase aguda e a fase
cronica. A fase aguda (ou fase inicial) € geralmente assintomatica, mas pode haver
casos sintomaticos, sendo as principais manifestagcdes clinicas os sinais
caracteristicos de porta de entrada do parasita (chagoma de inoculagéo e sinal de
Romafia), febre, dores musculares, sudorese, mal-estar, adenopatia localizada ou
generalizada, hepatoesplenomegalia, insuficiéncia cardiaca devido a miocardite e,
raramente, meningoencefalite, principalmente em criangcas com menos de dois anos
(Coura & Borges-Pereira, 2010; Rassi Jr et al., 2012; Sanchez-Sancho et al., 2010).
Outras caracteristicas da fase aguda incluem a alta parasitemia, além de intenso
parasitismo e resposta imune exacerbada principalmente no miocardio (Fernandes &
Andrews, 2012; Vianna, 1911) (Figura 1.3).



Fase aguda Fase cronica
= E

Figura 1.3: Manifesta¢cdes clinicas de fase aguda e cronica da doenca de Chagas. A. sinal de
Romafa. B. chagoma de inoculagéo. C. tripomastigotas circulantes. D. megaesdfago. E. megacolon.
F. dilatacdo e espessamento da parede ventricular esquerda, com aneurisma apical. Fontes:
Kinoshita-Yanaga et al., 2009; Coura & Borges-Pereira, 2010 e Rassi Jr et al., 2010.

As manifestacbes de fase aguda se resolvem espontaneamente entre 2 a 3
meses em pelo menos 90% dos individuos infectados, mesmo sem tratamento
tripanossomicida (Rassi Jr et al., 2012). Apés esse periodo, se sucede a fase cronica
da doenca que pode apresentar-se de diversas formas: indeterminada, cardiaca,
digestiva ou cardio-digestiva. Nesta fase da DC, a maioria dos pacientes nao
manifestam sintomas clinicos, possuem exames radiol6gicos do coracéo, es6fago e
célon normais, como também os ecocardiograficos. Contudo, apresentam sorologia
positiva e/ou exames parasitolégicos positivos para o T. cruzi, caracterizando a
forma indeterminada da DC (Coura, 2007; Rassi Jr et al., 2010). De 30 a 40% dos
individuos afetados evoluem para a fase cronica sintomatica, apés 10 a 30 anos da
fase aguda, apresentando manifestacdes clinicas cardiacas, digestivas ou ainda
cardio-digestivas ou mesmo neuro-cognitivas (Parker & Sethi, 2011; Silva et al.,
2010). Vale ressaltar que pode haver reagudizacdo e/ou reativacdo da doenca nos
casos de pacientes crénicos com imunossupressao (Coura, 2007), sendo a
parasitemia a caracteristica mais marcante do processo de reagudizacao (Andrade
et al., 2014).

O tratamento dos portadores da infec¢é@o pelo T. cruzi é feito com compostos
tripanossomicidas, o nifurtimox e o benznidazol, os quais tém eficacia na fase aguda
da DC e fases iniciais da fase cronica (Sanchez-Sancho et al., 2010; Parker & Sethi,

2011). Devido a limitada eficacia desses quimioterapicos na fase cronica e o
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frequente surgimento de efeitos colaterais, outros compostos tém sido testados,
como o anti-fangico inibidor da sintese de ergosterol E1224 (ravuconazol).
Atualmente esses estudos encontram-se em fase 2 de triagem clinica para o
tratamento especifico da fase crénica da DC (Diniz et al., 2013; Urbina, 2015). De
modo importante, recentemente saiu o resultado do estudo “Benznidazole Evaluation
for Interrupting Trypanosomiasis” (BENEFIT), iniciado em 2004, através do qual
avaliou-se a evolucéo clinica de pacientes com CCC tratados com benznidazol. O
estudo demonstrou que a droga tripanossomicida reduziu a detecgéo do parasita no
soro dos pacientes, contudo ndo reduziu a progressao clinica cardiaca (Morillo et al.,
2015), enfatizando a importancia da busca por tratamentos mais eficazes. Vale
ressaltar que, pacientes que apresentam doenca cardiaca ou digestiva, associadas
com infeccédo pelo T. cruzi, devem procurar médicos especialistas na area em busca

de um tratamento mais direcionado (Rassi Jr et al., 2012).

1.1.4 A cardiomiopatia chagasica

A forma cardiaca da DC é a manifestacdo clinica mais importante, devido a
sua frequéncia e gravidade (Rassi Jr et al., 2012). Segundo a “Drugs for Neglected
Diseases initiative” (DNDi) de 2010, a DC é uma das principais causas de
cardiomiopatia infecciosa em todo o mundo. As principais manifestacdes clinicas séo
alteracdes no sistema de conducao elétrica, arritmias, problemas tromboembdlicos,
aneurismas, insuficiéncia cardiaca (IC) e morte subita (Fernando et al., 2014; Coura
& Borges-Pereira, 2010). A IC é uma manifestacdo tardia da CCC, causando altas
taxas de mortalidade quando comparada com a IC de outras etiologias (Rassi Jr et
al.,, 2012). Outras caracteristicas da patogénese da CCC incluem: parasitismo,
infiltrados inflamatérios causando miocitélise, necrose, fibrose progressiva e
hipertrofia do coragéo (Rassi Jr et al., 2010) (Figura 1.4). Vale ressaltar que segundo
a | Diretriz Latino-Americana para o Diagnostico e Tratamento da Cardiopatia
Chagasica, a CCC pode ser classificada em 4 estagios (A, B, C e D) de acordo com
o grau de acometimento do tecido cardiaco, conforme recomendacdes internacionais
adaptadas a etiologia chagasica (Hunt et al., 2005; Andrade et al., 2011), sendo esta
classificacdo importante para a avaliacdo do prognostico da doenca e tratamento do
paciente. No estagio A estao os pacientes que apresentam eletrocardiograma (ECG)

e R-X de térax normais, e ndo possuem IC. No estagio B,



encontram-se 0s pacientes com alteracdes no ECG e R-X de térax, mas que nunca
tiveram sinais ou sintomas de IC. No C, estdo os pacientes com disfuncédo do
ventriculo esquerdo e sintomas de IC prévios ou atuais. No estagio D, encontram-se
aqueles com sintomas graves de IC em repouso, sendo refratarios ao tratamento
clinico e, portanto, necessitando de intervencdes especializadas (Andrade et al.,
2011).

Cardiomiopatia chagasica cronica
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Figura 1.4: Manifestacdes clinicas caracteristicas da cardiomiopatia chagasica crbénica. A.
intensa miocardite. B. fibrose focal e disseminada no tecido cardiaco. C. pseudocistos do T. cruzi.
(seta). D. granuloma contendo antigenos do T. cruzi (seta). E. ventriculo esquerdo hipertréfico e
dilatado, apresentando fibrose no vértice (seta). Fonte: Higuchi et al., 2013.

1.2 Fibrose nadoenca de Chagas

1.2.1 Papel do T. cruzi na génese da fibrose

Como vimos, a fibrose cardiaca € uma importante manifestacdo clinica da
CCC (Rassi Jr et al., 2012). Por muito tempo o papel do T. cruzi na patogenia da
CCC foi alvo de questionamentos, e teorias tendo em pauta a questdo da
autoimunidade favorecendo o desenvolvimento das lesGes chagéasicas e
consequente fibrose foram suscitadas (Borda et al., 1984; Kierszenbaum, 1985). Isso
se deve, principalmente, ao fato de que na fase crbnica da DC, apesar de haver
persisténcia do parasita no tecido cardiaco, ha uma menor carga parasitaria, e é raro

encontrar correlacao entre presenca de ninhos de amastigotas e infiltrados
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inflamatérios em biopsias de pacientes, utilizando-se as tradicionais técnicas
histopatolégicas (Higuchi et al., 2003). Contudo, nos ultimos anos foram introduzidos
novos metodos de estudo e diagndstico, como o PCR e a imunoistoquimica,
possibilitando a deteccdo do KDNA e antigenos do parasita no tecido cardiaco (Ben
Younés-Chennoufi et al., 1988; Jones et al., 1993; Higuchi et al.,, 1993). Desta
maneira, foi possivel observar co-localizacdo de alta frequéncia de antigenos ou
material gendmico do T. cruzi com infiltrados inflamatérios bem como com regides
com miocitdlise e fibrose (Andrade & Grimaud, 1986; Andrade et al.,1989; Marin-
Neto et al., 2007).

Dados do nosso grupo demonstraram que a infecgdo pelo T. cruzi induz
fiborose em modelo de cultivo tridimensional (3D) de células cardiacas, independente
da presenca de células inflamatoérias (Garzoni et al.,, 2008). Além disso, estudos
demonstraram que o T. cruzi € capaz de induzir diretamente a producdo de TGF- 3
em células cardiacas in vitro (Waghabi et al., 2009), podendo dessa forma contribuir
para a fibrose no tecido cardiaco, visto que TGF- 3 € uma das principais citocinas

envolvidas na inducao da fibrose (Kisseleva & Brenner, 2008).

A relacdo direta entre persisténcia do parasita e patogenia na DC é ainda
suportada através de estudos utilizando-se compostos tripanossomicidas. Reverséo
da fibrose em modelo murino de infecc&o crénica pelo T. cruzi foi verificada tratando-
se 0os camundongos com benznidazol (Andrade et al., 1991). Além disso, dados
recentes do nosso grupo vém demonstrando que o tratamento com o agente
tripanossomicida posaconazol reduz fibrose em cultivo 3D de células cardiacas
infectadas (Nisimura LM — dados nao publicados). Vale ressaltar que, segundo Silva
e colaboradores (2006), o posacanazol também pode melhorar a funcionalidade
cardiaca através da recuperacdo do citoesqueleto de cardiomidcitos qgue 0 mesmo
promove em células infectadas pelo parasita. De modo interessante, o antiarritmico
amiodarona, frequentemente utilizado no tratamento de pacientes cardiopatas na DC
(Andrade et al., 2011), com potencial efeito anti-T. cruzi, também demostrou exercer
influéncia na recuperagdo do citoesqueleto de células cardiacas, bem como na
distribuicdo de conexina 43 (Cx43), e na melhora da contratilidade celular, durante

infeccédo in vitro pelo T. cruzi (Adesse et al., 2011).

Apesar da autoimunidade ainda ser questionada por alguns autores, todos
esses achados apontam para a atuacdo direta do parasita como fator
desencadeador das lesdes cardiacas e consequente geracdo de fibrose na DC.
Contudo, muitos trabalhos demonstram o aumento na deposi¢cao de componentes
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de ECM no tecido cardiaco associado ndo somente com a presenca de ninhos de
amastigotas do T. cruzi, mas também com infiltrados inflamatorios. Nesse sentido,
atualmente € consenso a participacdo do parasita conjuntamente com a inflamacéo
e possivelmente, outros mecanismos do sistema imunolégico na patogénese da
CCC (Andrade & Grimaud, 1986; Andrade et al.,1989; Higuchi et al., 2003; Marin-
Neto et al., 2007), possivelmente contribuindo para a geracdo de fibrose, uma das

suas principais manifestacdes clinicas (Rassi Jr et al., 2012).

1.2.2 Papel das citocinas na génese da fibrose

Dentre os principais mediadores inflamatérios orquestrados na DC, merecem
destaque as citocinas. A infeccdo aguda pelo T. cruzi € acompanhada por uma
excessiva ativacdo do sistema imunologico, havendo grande estimulacdo de
producéo de citocinas inflamatérias, como o IFN-y e o TNF que desempenham papel
crucial no controle do parasita, ao estimular os macréfagos a produzirem NO,
importante molécula efetora com atividade microbicida (Mufioz-Fernandez et al.,
1992; Silva et al., 1995). Contudo, apesar da inflamacdo exacerbada ser favoravel
ao controle da infeccdo, também provoca dano tecidual, devido principalmente ao
infiltrado inflamatério que se estabelece nos tecidos do hospedeiro. De maneira
importante, a inflamacédo tem sido reportada contribuir para o desenvolvimento da
CCC (Marin-Neto et al., 2007; Junqueira et al., 2010). J& em 1987, Higuchi e
colaboradores haviam relatado maior prevaléncia de miocardite em biopsias
endomiocardicas de pacientes com alteracdes cardiacas graves.

Mais do que favorecer a patogenia da DC, a inflamacao tem sido relatada
contribuir para a génese da fibrose observada na CCC. Andrade e colaboradores
(1986) estudaram a constituicdo dos infiltrados inflamatorios no tecido cardiaco de
camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi, e, segundo os autores, ha
predominio de células do sistema imune, como macrofagos, além de outros tipos
celulares, como os fibroblastos e miofibroblastos e também grande deposicéo de
colageno, sugerindo associacdo entre o processo inflamatério e a fibrogénese. Vale
acrescentar, que atraves de imunoistoquimica, foi observado em tecidos cardiacos

provenientes de autépsias de pacientes com CCC, presenca ndo somente de
macrofagos, mas de linfocitos T, principalmente TCD8™, nos infiltrados inflamatérios

(Reis et al., 1993). De fato, aumento na expressao de genes associados a
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inflamacédo e a ECM tem sido relatado, seja em estudos avaliando estagios iniciais
de infeccao ou fase cronica da DC (Garg et al., 2003; Mukherjee, et al., 2003).
Importante ressaltar, que o envolvimento das citocinas no desenvolvimento da
cardiomiopatia na DC, incluindo génese de fibrose ja tem sido bastante reportado,
em diferentes modelos experimentais (Aradjo-Jorge et al,. 2002; Waghabi et al.,
2007; de Oliveira et al., 2012; Ferrdo — dados nao publicados). Esses trabalhos
buscam o entendimento do papel do TNF, TGF-B, IFN-y, além de outro mediador
inflamatorio, o NO, os quais se apresentam em altas concentracfes séricas em
pacientes com a forma grave da CCC (Pérez et al., 2011), e suas vias de sinalizacéo
no processo de patogénese da doenca. Estudos revelaram elevadas concentracfes
de TGF-B circulante, juntamente com aumento na expressdo de fibronectina e
SMAD?2 fosforiladada (PS2), um marcador de ativacdo da via de sinalizacdo de TGF-
B, em bidpsias de pacientes crénicos com cardiomiopatia (Araujo-Jorge et al., 2002).
De maneira interessante, a administracao oral de um inibidor da via de sinalizacéo
do TGF-f (GW788388) diminuiu o numero de ninhos de amastigotas, infiltrados
inflamatdrios e deposicdo de proteinas de ECM em modelo experimental in vivo de
infeccdo aguda pelo T. cruzi (de Oliveira et al.,, 2012). Ainda, estudos in vitro
utilizando um composto que modula o receptor | do TGF-B (SB-431542), revelaram
que o mesmo além de interferir na infecgdo e ciclo do parasita (Waghabi et al.,
2007), reduz a fibrose induzida pelo T. cruzi em modelo tridimensional de cultivo de

células cardiacas (Ferrdo PM — dados néo publicados).

Recentemente, nosso grupo demostrou que o anticorpo anti-TNF infliximab
reduz a expressao do RNA mensageiro de TNF no tecido cardiaco, as
concentracfes séricas de TNF e IFN- e em camundongos cronicamente infectados e
reverte o quadro de fibrose cardiaca, colocando TNF (e talvez IFN- o ) como citocina
chave no processo de manutencédo da fibrose cardiaca na infeccédo crénica pelo T.
cruzi (Pereira et al.,, 2014a). Utilizando o imunomodulador pentoxifilina, que age
diminuindo a expressédo e a producdo dos receptores do TNF (Mahmoud et al.,
2012), em modelo experimental murino de infeccdo crénica, foi possivel impedir a
progressédo do dano cardiaco, diminuindo a deposi¢cdo de fibronectina no tecido e
regulando a expressdo de Cx43, além de reverter alteracdes eletrocardiograficas
(Pereira et al., 2015). Dados sugerem que a via de sinalizagdo TNF/TNFR1(receptor
1 do TNF) esta envolvida no desenvolvimento da cardiomiopatia durante a infecgédo
pelo T. cruzi (Kroll-Palhares et al., 2008; Pereira et al., 2015). Utilizando modelo de

infeccdo aguda, camundongos geneticamente deficientes em TNFR1 apresentaram
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expressdo normal de Cx43 no coracao, e os tratados com anti-TNF mostraram
diminuicdo na deposicdo de fibronectina, além de niveis reduzidos da atividade de
CK-MB no soro, um marcador de lesédo cardiaca (Kroll-Palhares et al., 2008).

N&o se sabe ainda ao certo o papel do NO na génese da fibrose na DC,
contudo sabe-se que concentracbes aumentadas dessa biomolécula, seja no soro
de pacientes ou no de animais cronicamente infectados estédo correlacionadas com a
gravidade da CCC, inclusive associado as concentracoes séricas elevadas de TNF
(Pérez-Fuentes et al., 2007; Pérez et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Pereira et al.,
2014b). Vale ressaltar, que uma vez que os FCs sao ativados pelas citocinas
abordadas anteriormente e inclusive por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Porter
& Turner, 2009; Wynn & Ramalingan, 2012; Bai et al., 2013), esse talvez possa ser

um dos processos envolvidos na inducédo de fibrose na DC.

Resumindo, vimos que ha dados na literatura que suportam que tanto o
parasita quanto a inflamacéo tém papel fundamental na génese da DC. Apesar de
ainda ser um grande desafio entender todos 0s processos e mecanismos envolvidos
na patogenia da doenca, esses estudos abriram portas para além de novos
conhecimentos, novas oportunidades de se avaliar e desenhar estratégias
terapéuticas para o tratamento da DC, visando melhor prognéstico e qualidade de

vida do paciente.

1.3 Fibrogénese

A fibrose cardiaca é uma importante manifestacao clinica da CCC (Rassi Jr et
al., 2012). Nesse sentido, nesse topico abordaremos um pouco mais sobre as
caracteristicas fisiopatolégicas e como € possivelmente orquestrado esse processo
em outras patologias que ndo a DC.

1.3.1 Reparo tecidual e fibrose

Os componentes acelulares que compdem os diferentes tecidos do organismo
sdo denominados coletivamente como matriz extracelular (ECM), os quais incluem:
os colagenos; proteoglicanos; glicoproteinas como a fibronectina e a laminina; além
de proteases, citocinas e fatores de crescimento (Corda et al., 2000; Porter & Turner,
2009).
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A ECM forma uma rede tridimensional organizada envolvendo e conectando
0s componentes celulares dos tecidos, tendo papel importante na arquitetura e
funcao tecidual (Porter & Turner, 2009).

Durante o desenvolvimento dos tecidos ocorre um processo de
remodelamento tecidual fisiologico, caracterizado por mudanca na sua geometria,
permitindo que os mesmos se adaptem as mudancas mecanicas, quimicas e
elétricas do ambiente. Normalmente, o remodelamento envolve mudancas na
guantidade e organizacdo dos componentes da ECM, importante para manter a
homeostase do tecido (Baudino et al., 2006).

Fibrose é definida como uma excessiva deposicdo de colageno e outros
componentes de ECM em 6rgaos e tecidos como consequéncia da proliferacéo e
ativacdo de fibroblastos e miofibroblastos (Wick et al., 2013). Ela pode ser
desencadeada por diferentes fatores, como: infeccdes, toxinas, drogas, dano
tecidual e inflamacao recorrente (Winn & Ramalingan, 2013). Embora a fibrogénese
seja essencial para o reparo tecidual normal e cicatrizacdo de feridas (Baudino et al.,
2006), o processo pode se tornar progressivo e irreversivel, levando a deposicéo
exacerbada de componentes de ECM, culminando em mal funcionalidade do
tecido/érgdo e morte (Winn & Ramalingan, 2013). O processo fibrotico ja foi descrito
ocorrer em diferentes 6rgaos, sendo os principais: coragdo, pulméo, figado, rim e
pele (Hinz et al., 2007).

1.3.2 Papel do fibroblasto e da inflamacé&o na génese da fibrose

Fibroblastos sdo comumente encontrados nos tecidos conjuntivos que
compdem os 6rgaos (Vasquez et al., 2011). J&4 é bem conhecida a participacdo de
fibroblastos/miofibroblastos na génese da fibrose em outras patologias que nao a
DC, como fibrose hepatica, pulmonar e renal, formacdo de queloide, doencas
autoimunes entre outras, tendo a inflamagcdo um papel importante como fator
desencadeador da fibrogénese (Wick et al., 2013). Além disso, tem sido reportado o
papel de fibroblastos na progressédo do cancer, havendo a participagdo de células
inflamatorias e citocinas nesse processo (Bhowmick et al., 2004), como veremos a
adiante.

Na cirrose hepatica alcoolica, por exemplo, apés dano toxico e inflamacéo,
ocorre necrose e apoptose das células do figado as quais sado continuamente
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substituidas por tecido fibrotico produzido ndo somente pelos miofibroblastos, mas
também pelas células estreladas hepéaticas (HSCs). Primeiramente, ocorre
deposicdo de colageno tipo Ill, e nesse momento a fibrose ainda €& reversivel;
contudo, aos poucos ocorre substituicdo pelo colageno tipo |, favorecendo o
estabelecimento de um estégio cirrético considerado irreversivel (Miller et al., 2011;
Wick et al., 2013).

A esclerose sistémica é uma doenca autoimune inflamatéria-fibrtica. A
deposicdo de grandes quantidades de componentes de ECM na pele e 6rgaos
viscerais € uma das mais notadveis manifestagcbes clinicas. Estudos vém
demonstrando que células da vasculatura, como células endoteliais e pericitos tém
papel importante no processo fibrético, servindo como fonte de miofibroblastos.
(Chizzolini et al., 2011; Rajkumar et al., 2005; Li & Jimenez, 2011).

Fibroblastos também contribuem para a génese da excessiva cicatriz presente
nas queloides. Nessa patologia, ha aumento da proliferacdo de fibroblastos e
desregulacédo na producdo de componentes de ECM (MMPs, TIMPs (inibidores
teciduais das metaloproteinases), colageno e outras proteinas da ECM) por essas
células, e a inflamag&o novamente contribuindo para tais eventos (Wick et al., 2013).

No cancer em desenvolvimento, células do estroma, como os fibroblastos,
células endoteliais e inflamatérias séo recrutadas para o local da tumorigénese,
tornando-se ativadas e alterando o padrdo de secrecdo de citocinas, fatores de
crescimento e componentes da ECM, criando o chamado “estroma reativo”.

Alteracdo na producao/secrecao de ECM promove a progressdo do cancer, atraves
da inducéo de proliferacdo celular e aumento da capacidade invasiva das células
neoplasicas, devido a, principalmente, degradacdo da membrana basal (Marjanovic
et al., 2013).

1.3.3 Fibroblastos cardiacos

Os FCs sao células majoritarias no coragcdo. Apesar de os cardiomiocitos
contribuirem mais em massa para o volume do coracdo, FCs apresentam-se em
maior quantidade (Baudino et al.,, 2006). Segundo Jugdutt (2003), um coracéo
humano adulto normal apresenta 30% de cardiomiécitos e 70% de ndo-midcitos,
sendo a maioria fibroblastos cardiacos. Em ratos adultos esta propor¢édo se mantém
(Baudino et al., 2006), mas varia no modelo murino adulto, onde foi verificado que a
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populacdo celular do coracdo era composta por 56% de cardiomiécitos e 44% de
nao-midcitos, sendo 27% dos ndo-midcitos,s fibroblastos cardiacos (Baneerjee et al.,
2007). Estes sao tradicionalmente definidos como células de origem mesenquimal
que produzem coladgeno intersticial (Kanekar et al., 1998), contudo a questdo da
origem é controversa e dependendo da atividade biologica da célula, esta podera
produzir colageno ou ndo (Baudino et al, 2006). Estudos tém discutido diferentes
fontes de origem para os fibroblastos cardiacos, levando em consideracdo o
aumento na densidade dessas células correlacionado a fibrose do miocardio durante
seu desenvolvimento ou fibrose patoldgica (Bing et al, 1997; Sedmera et al, 2000), e
nao necessariamente aumento da proliferagéo local (Benjamin et al, 1989). Nesse
sentido, os FCs podem ser células residentes do tecido cardiaco, ou ainda:
originados através da transicdo epitélio-mesenquimal, transicdo endotélio-
mesenquimal, provenientes de células tronco mesenquimais da medula 6ssea, ou
oriundos de pericitos (Border & Noble, 1994; Sundberg et al., 1996; Sartore et al.,
2001; Takeda & Manabe, 2011).

Fibroblastos apresentam heterogeneidade fenotipica, dependendo do estagio
de desenvolvimento, 6rgdo e condicfes fisiologicas (Fries et al., 1994). De forma
geral, possuem formato fusiforme achatado (Porter & Turner, 2009), nucleo oval,
extensivo reticulo endoplasmatico rugoso, um complexo de Golgi proeminente e
material citoplasmatico granular abundante (Baudino et al., 2006). Vale ressaltar que
tais células ndo possuem microfilamentos contrateis (Tomasek et al., 2002).

FCs expressam vimentina, e secretam componentes de ECM, como
fibronectina e laminina (Eghbali, 1992). Também, FCs estdo envolvidos na
manutenc¢ao da estrutura do tecido cardiaco, incluindo homeostase da ECM, através
da producao de metaloproteinases e seus inibidores teciduais, os TIMPs e producéo
de fatores de crescimento, citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
como NO, importantes em eventos de sinalizacdo (Porter & Turner, 2009; Vasquez
et al., 2011).

Marcadores especificos para estas células ainda ndo foram encontrados;
contudo, recentemente, foi demonstrado que o receptor de dominio de discoidina 2
(DDR2) é expresso em FCs, mas nao em células endoteliais, células do musculo liso
e cardiomidcitos (Goldsmith et al. 2004).

Uma vez ativados, principalmente em respostas as citocinas e fatores de
crescimento como o TGF-B e o TNF (Wynn & Ramalingan, 2012), os fibroblastos
cardiacos quiescentes passam a expressar a-SMA, uma proteina de citoesqueleto, a
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exibir um fenétipo contratil e a secretar grandes quantidades de componentes da
ECM; tais células, agora denominadas miofibroblastos, desempenham um papel
central no remodelamento de tecidos conectivos e cicatrizacdo (Asazuma-Nakamura
et al., 2009). Além dos parametros descritos acima, os FCs exibem maior
propriedade proliferativa, migratéria e secretoéria, alterando principalmente, o perfil de
secrecdo de citocinas e fatores de crescimento como as interleucinas (IL-6 e IL-1),
TGF-B e TNF (Porter & Turner, 2009) (Figura 1.5).

Embora essas alteragbes funcionais tenham um papel reparador inicial,
podem se tornar prejudiciais em resposta a estimulos prolongados ou intensos,
levando a grande deposicao de ECM, fibrose e, consequente, alteracdes elétricas e,
mais tardiamente, a disfuncdo cardiaca (Gurtner et al., 2008).

Miofibroblastos ndo estédo presentes no tecido cardiaco normal com a excec¢ao
das vélvulas cardiacas. Apesar de miofibroblastos de pele sofrerem apoptose apos
conclusdo do reparo tecidual (Desmouliere et al., 1995), falha no processo de
apoptose de FCs tem sido sugerida contribuir para a progressao da fibrose (Brown &
Dejana, 2003).

Citocinas e fatores de
crescimento

"
--’
-’

-
Proliferacao
O Sintese de
’ componentes

FIBROBLASTO de ECM
- CARDIACO

Migracao

Diferenciacao de FCs em -
miofibroblastos Degradacao
da ECM

Figura 1.5: Fibroblastos cardiacos ativados. Fibroblastos cardiacos respondem a estimulos
ambientais de diversas maneiras: através da diferenciacdo em miofibroblastos; alterando seu pefrfil
migratorio, proliferativo e secretdrio; modificando a secre¢do de componentes da ECM, inclusive
metaloproteinases e TIMPs. Fonte: Adaptado a partir de Porter & Turner, 2009.
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1.3.4 Citocinas e fibroblastos cardiacos

Segundo Wick e colaboradores (2013), independente da forma de fibrose
(cardiaca, pulmonar, etc), reacdes inflamatorias/ imunoldgicas sdo desencadeadoras
do processo fibrotico, havendo participacao tanto de elementos da imunidade inata,
guanto adaptativa. De acordo com palavras dos proprios autores do artigo, “sem
inflamacgéao, sem fibrose”. Wynn & Ramalingan (2012) destacam a participacédo de
mediadores inflamatérios e imunoldgicos, como as citocinas, quimiocinas e radicais

livres, no processo de ativacéo e diferenciagao de fibroblastos (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Inflamacéo, resposta imune e fibrose. Dano epitelial/endotelial causado por diferentes
insultos leva a ativacdo do sistema imunol6gico e inflamagdo como mecanismo para restabelecer a
homeostase (A). Primeiramente ha ativacao da via de coagulacdo (B), seguida por uma inflamacéo
aguda e ativacdo do sistema imune inato (C). As citocinas liberadas pelas células epiteliais e do
sistema imune inato (ex.: macréfagos, neutrdéfilos) estimulam a ativagao do sistema imune adaptativo,
gue pode ser diretamente ativado pelo dano tecidual (D). Mediadores inflamatérios e imunolégicos
(citocinas, quimiocinas e radicais livres) ativam fibroblastos e estimulam sua diferenciacdo em
miofibroblastos (E), que através da sintese de componentes de ECM e angiogénese tentam conter o
dano (F). Falha no processo de remocao/contencao do insulto pode exacerbar a resposta inflamatoria
e ativacao de fibroblastos (G), levando a um dano e reparo tecidual continuo e intenso, resultando em
fibrose (H). TSLP, linfopoietina estromal timica; Ac, anticorpo; PMN, Leucécitos polimorfonucleares;
EOS, eosindfilos; Baso, baséfilos; Mast, mastocitos. Fonte: Modificado a partir de Wynn &
Ramalingan, 2012.
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Fibroblastos cardiacos sao fontes primarias de TGF- no coragao (Bujak &

Frangogiannis, 2007). TGF- tem sido reportado contribuir para a migracéo de FCs,
além de induzir producdo de colageno, fibronectina e proteoglicanos (Border &
Nobre, 1994, Brown et al., 2007). Esta citocina também € capaz de induzir a
expressao de a-SMA nessas células, sendo um importante ativador da diferenciacéo
de FCs em miofibroblastos (Tomasek et al., 2002).

FCs sao as principais fontes de TNF no miocéardio (Yokoyama et al., 1999;
Shames et al., 2002; Porter & Turner, 2009), agindo de forma autécrina via 0s
receptores de TNF do tipo | e Il (TNFR1 e TNFR2) (Porter et al., 2004). TNF modula
a funcéo dos fibroblastos cardiacos de maneira bem ampla, que inclui inducdo de
aumento na migragao/invasao, proliferacéo, expressado de proteinas da ECM, MMPs
e citocinas pré-inflamatérias (Porter et al., 2004; Turner et al., 2007). Também age
indiretamente, influenciando no sistema RAAS, através da inducdo da expresséo de
receptores para Ang Il nos FCs (Gurantz et al., 2005; Cowling et al., 2005).

IL-18 estimula migracdo de FCs e secrecdo de MMPs, contudo inibe a
proliferacdo celular e sintese de colageno (Siwik et al., 2000; Mitchell et al., 2007;
Xiao et al., 2008). Também age influenciando no sistema RAAS, através da indugéo
da expresséao de receptores para Ang Il nos FCs (Gurantz et al., 2005; Cowling et al.,
2005). Ja a citocina IL-6 induz proliferacdo de fibroblastos cardiacos e tem sido
revelado estimular a degradacdo da matriz através da diminuicdo da sintese de
colageno e aumento da expressdo de MMPs (Siwik et al., 2000).

Além disso, estudos recentes tém demonstrado que as citocinas TNF, TGF-j3,
IL-18 e IL-6 estimulam a producdo de ROS no tecido cardiaco, bem como séo
estimuladas pelos mesmos (Nian et al., 2004). Evidéncias sugerem que ROS podem
servir como moléculas sinalizadoras, ativando ERK1/2 e a producdo de TGF-p
contribuindo assim para a proliferacdo e diferenciagcdo de fibroblastos em
miofibroblastos (Thannickal & Fanburg, 2000).

1.3.5 Papel do fibroblasto cardiaco na génese da fibrose em cardiopatias

Podemos perceber que ha o reconhecido envolvimento de fibroblastos na
génese da fibrose em diferentes doencas e tecidos (Wick et al., 2013). Da mesma
forma, tem sido elucidado o papel dos FCs no desenvolvimento da fibrose em outras
cardiopatias que ndo a DC. Segundo Asazuma-Nakamura e colaboradores (2009),
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os FCs sao os maiores constituintes da fibrose cardiaca associada a hipertrofia em
doencas cardiovasculares, principalmente no infarto do miocérdio, hipertenséo e IC
(Porter & Turner, 2009; Vasquez et al., 2011; Lindner et al., 2014).

A fibrose cardiaca € caracterizada por acumulo desproporcional de colageno
e outras proteinas da ECM, que ocorre apds uma série de eventos, incluindo morte
dos cardiomidcitos, inflamacédo, aumento da sobrecarga de pressdo e hipertrofia
(Bishop & Lindahl, 1999), o que pode levar a alteracdes elétricas, perda de funcéo
cardiaca e morte.

Foi reportado que em condi¢des de hipdxia, como no infarto do miocardio, ha
ativacao de miofibroblastos, que sao estimulados pela morte das células cardiacas a
produzirem ECM (Li et al., 1999). Além disso, mudancas no estiramento mecanico
cardiaco foram descritas exercer efeito pré-fibrético sobre os fibroblastos (Yamada et
al., 2005).

Em pacientes com IC € comum haver aumento nos niveis miocardicos e
circulantes de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) (Swynghedauw, 1999).
Estudos tém revelado papel importante da noradrenalina na estimulagdo da
proliferacdo de fibroblastos cardiacos, via ativacdo de seu receptor de superficie
celular B2-AR (Turner et al., 2003).

Endotelina-1 também se encontra em altas concentracdes em pacientes com
IC, exercendo seu efeito na génese da fibrose cardiaca através da ativacao de FCs
induzindo sua proliferacao, sintese de colageno e inibicdo de colagenases (Guarda
et al., 1993; Piacentini et al., 2000; Kuruvilla et al., 2007).

De forma interessante, trabalhos tém demonstrado que a angiotensina Il (Ang
II), molécula que se encontra ativada em pacientes com infarto do miocéardio,
hipertenséo e IC (Ma et al., 2010), também é importante ativadora da diferenciacéo
de FCs em miofibroblastos, e sua acdo se da através da estimulacdo da producéo
de ROS (Bai et al., 2013), ou ainda induzindo a sintese de TGF-B (Campbel &
Katwa, 1997), TNF (Sato et al., 2003), e outras moléculas bioativas, por essas
células.

1.4 Reverséao da fibrose: fibroblastos cardiacos como alvo terapéutico

Dada a relevancia do papel do fibroblasto cardiaco na fibrogénese, alguns
estudos tém demonstrado que agentes terapéuticos prescritos para as mais diversas
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doencas cardiovasculares podem ter seu efeito benéfico ao modular a fungéo destas
células. E, mais que isso, ainda sugerem que FCs sdo um potencial alvo terapéutico
para atenuar a fibrose cardiaca.

Os anti-hipertensivos, como o0s inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECASs) e os bloqueadores do receptor de angiotensina (BRA), ja sé&o
descritos reduzir o remodelamento cardiovascular (Rosenkranz, 2004; Anavekar &
Solomon, 2005). Estudos in vivo (Yu et al., 2001) demonstraram que tais inibidores
diminuem o numero de miofibroblastos cardiacos no coracdo apoOs infarto do
miocardio. Ademais, lisinopril, um agente inibidor da ECA, foi capaz de inibir a
sintese de colageno induzida por TGF-3, em fibroblastos cardiacos de rato adulto
(Lijnen et al., 2004).

Beta-bloqueadores, prescritos para o tratamento da hipertensao, arritmia e I1C
(Swedberg et al.,2005; Hunt et al., 2005), principalmente os ndo seletivos ou [(32-
seletivos (subtipo predominantemente expresso pelos FCs), inibem a proliferacao de
FCs induzida ou n&o por catecolaminas (Yin et al, 2003; Lotze et al., 2002).

O hormoénio relaxina, secretado na circulagdo em grandes quantidades
durante a gravidez, tém sido reconhecido por apresentar papel cardioprotetor
modulando os efeitos da Ang Il em pacientes com IC (Dschietzig et al., 2001). Nesse
sentido, Samuel e colaboradores (2004), verificou que a relaxina modula a
proliferacdo induzida por Ang Il, além da diferenciacdo e producdo de colageno
estimuladas por Ang Il e TGF-B em FCs in vitro.

Estudos tém mostrado que estatinas, utilizadas para o tratamento da
hipercolesterolemia, possuem efeito benéfico anti-remodelamento em cardiopatias
(Tsouli et al., 2008). Sinvastatina atenua a expressao de a-SMA induzida por TGF-f3,
em fibroblastos atriais caninos (Shiroshita-Takeshita et al., 2007) e a proliferacéo de
FCs humanos induzida por TNF (Porter el al., 2004).

Ainda, de forma interessante, estudos sugerem que a metformina,
antidiabético mundialmente utilizado, possui papéis cardioprotetores adicionais
(Sasaki et al., 2009), sendo um desses efeitos o de promover a inibicdo da fibrose
cardiaca (Xiao et al., 2010). De fato, um trabalho recente demonstrou atenuacéo da
fiborose cardiaca em modelos de ratos nao diabéticos com IC poés-infarto do
miocardio (Yin et al, 2011). Um estudo ainda mais atual sugere que a inibicdo da
fibrose cardiaca pela metformina pode ser devido a sua capacidade de inibir a
diferenciacdo de FCs em miofibroblastos, processo este induzido por Ang Il (Bai et
al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da infeccdo pelo T. cruzi e do TNF sobre a ativacdo de
fibroblastos cardiacos in vitro, visando compreender o papel de FCs ativados no
processo de génese da fibrose cardiaca na infeccao chagasica.

2.2 Objetivos especificos

1) Obter e caracterizar cultivos de fibroblastos cardiacos murinos;
2) Estabelecer a infeccéo pelo T. cruzi em fibroblastos cardiacos in vitro;

3) Verificar a ativacdo de fibroblastos cardiacos durante a interacdo com o
T. cruzi através da analise da expressao de ~-SMA, proteinas de ECM

(laminina e fibronectina) e proliferacdo celular (ki-67);

4) Avaliar o papel do TNF e da infeccéo pelo T. cruzi sobre a producéo de TNF e
NO pelos fibroblastos cardiacos;

5) Avaliar o efeito do TNF sobre a infeccado de fibroblastos cardiacos pelo T.
cruzi;

6) Investigar o efeito do tratamento com TNF sobre a ativacdo de fibroblastos
cardiacos nao infectados e infectados pelo T. cruzi através da andlise da
expressdo de ~-SMA, proteinas de ECM (laminina e fibronectina) e

proliferacao celular (ki-67).

22



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura priméaria de células cardiacas e obtencdo dos fibroblastos
cardiacos

Fémeas gravidas (18-21 dias de gestacdo) de camundongos Swiss Webster
foram eutanaziadas em camara de CO2, foi feita a excisdo do coracao dos fetos e

remocdo do ventriculo para posterior fragmentacdo e digestdo enzimatica com
tripsina (0,05%) e colagenase (0,01%) em tampao fosfato-salino (PBS), como
descrito previamente (Meirelles et al., 1986). Para obtencdo dos fibroblastos
cardiacos (FCs), realizamos dois protocolos inicialmente: utilizando células aderidas
na primeira hora e células aderidas com 24h. Apos as células obterem confluéncia,
foram feitos os repiques utilizando-se tripsina (0,125%) e EDTA (0,02%) em solucao
salina balanceada sem calcio e magnésio (BSS — CMF), pH: 7,8. As células foram
mantidas em garrafas plasticas de cultivo (sem gelatina) a 37°C em atmosfera

contendo CO2 a 5%, em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo

penicilina e estreptomicina, suplementado com 2% de L-glutamina, 8% de CaCl2, 2%

de extrato embrionério de pinto e de 10% de soro fetal bovino (SFB). Nesse trabalho,
utilizamos fibroblastos cardiacos a partir da segunda passagem (p.02), uma vez que
obtivemos enriquecimento de FCs a partir da primeira passagem (expressao
negativa para tropomiosina sarcomérica). Para os experimentos, as células foram
plaqueadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro na densidade de 5 x

10%células/ poco, ou em placas de Petri (60 mm) na densidade de 5 x 10° células/
placa (sem gelatina). Ap6s 24h de cultivo houve troca do meio nutritivo.

Parte dos cultivos primarios foram obtidos no Laboratério de Ultraestrutura
Celular (LUC) — Fiocruz/IOC, em colaboracéo.

3.2 Ensaios in vitro de infeccdo de fibroblastos cardiacos pelo T. cruzi,
tratamento com TNF

A. Procedéncia do parasita

Formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, cepa caracterizada como
sendo T. cruzi Il (Tcll) em relacdo as unidades discretas de tipagem (DTUSs)

(Zingales et al., 2009, 2012), foram obtidas a partir do sangue de camundongos
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Swiss Webster (Meirelles et al.,, 1984). Vinte camundongos machos (18 a 20
gramas) foram inoculados com 3x10° formas tripomastigotas, pela via intraperitoneal

e no 7° dia pos-infeccdo (dpi), pico da parasitemia, foi realizado o isolamento e

hY

purificacdo dos parasitas. Os camundongos foram submetidos & eutanasia em
camara de CO2 e o sangue foi obtido por puncéo cardiaca, utilizando-se 0,2 mL do

anticoagulante citrato de sédio a 3,8%. Para obtencdo do plasma sanguineo
enriquecido em formas tripomastigotas de T. cruzi, o sangue total foi centrifugado
por 10 minutos a 1.000 rpm (200 g), para obtencdo do plasma sanguineo que
posteriormente foi centrifugado por 15 minutos a 3.500 rpm (2500 g) para
sedimentacao dos parasitas. Com a finalidade de remover as plaquetas, o sedimento
contendo os parasitas e plaquetas foi ressuspenso em meio DMEM suplementado
com 20% de SFB e mantido por 20 minutos em banho-maria a 37 °C. Ao final dessa
etapa, o grumo de plaguetas foi removido e os parasitas foram centrifugados
novamente por 15 minutos a 3.500 rpm (2500 g). O sedimento contendo os parasitas
foi entdo ressuspenso em 2mL de DMEM e o numero de parasitas/mL determinado
pela quantificacdo em camara de Neubauer, utilizando-se microscopia 6ptica de
contraste de fase (Zeiss). Todos os procedimentos com animais experimentais foram
aprovados pela Comisséo de Etica no uso de animais experimentais (CEUA) Fiocruz
sob licenca LW-37/13.

B. Infeccao dos fibroblastos cardiacos

Apoés 24 horas de cultivo, os fibroblastos cardiacos (a partir da passagem 2)
foram infectados utilizando-se MOI de 10. Vinte e quatro horas pos — infeccdo, os
cultivos foram lavados com PBS para remocdo dos parasitas nao interiorizados. As
andlises experimentais foram feitas em diferentes tempos de infec¢éo: 6h, 24h, 48h,
72h e 96h, de acordo com a pergunta experimental e conforme indicado nas figuras.

Cultivos nao infectados foram utilizados como controle.

C. Estimulo dos fibroblastos cardiacos com TNF

A citocina TNF murina recombinante (BMS301, Ebioscience) foi adicionada
em diferentes concentragdes (0,1 ng/ mL; 3 ng/ mL; 30 ng/ mL) ao cultivo de
fibroblastos cardiacos 2 horas antes da infeccdo e seu estimulo foi mantido durante
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24h, tempo em que foram feitas as analises experimentais. Cultivos nao infectados e
infectados, ambos né&o tratados, foram utilizados como controles.

3.3 Coloracao por Giemsa

As células foram lavadas 3x com PBS e depois fixadas em Bouin (75 mL de
solucao de &cido picrico a 1,2%, 25 mL de formalina (37% formaldeido) e 5 mL de
acido acético) durante 5 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavadas 3x com etanol 70% para retirada do fixador e houve posterior coloracédo com
solucdo de Giemsa (1:10) em agua destilada, a temperatura ambiente. Apds cerca
de 50 minutos no corante, as células fixadas foram lavadas 2x com agua tridestilada
e desidratadas em ordem crescente/decrescente de xilol-acetona. As laminulas
foram montadas em Permount. As células foram visualizadas através de microscopia
de campo claro (Nikon Eclipse E200, Japéo) e fotografadas com auxilio do programa
Nis-Elements BR, versdo 4.0. Foram contados 10 campos aleatérios por laminula,
gue corresponde a aproximadamente 300 células totais, utilizando-se a objetiva de
20x.

3.4 Imunofluorescéncia

As células foram fixadas com paraformaldeido a 4%, durante 5 minutos a
temperatura ambiente, lavadas 3x com PBS e permeabilizadas com PBS + Triton x-
100 0,5%. Foi feito o bloqueio com 4% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS e
incubacdo com anticorpos primarios (especificados na Tabela 3.1) em 4% de
PBS+BSA, durante 16 a 20h, a 4°C. Apé6s bloqueio com 1% de BSA em PBS, as
células foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados a Alexa 488/594
(Tabela 3.1) por 1 hora (37°C) diluidos em 1% de PBS+BSA. Os controles negativos
foram preparados na presenca apenas do anticorpo secundario, estando ausentes
anticorpos primarios especificos para as proteinas do estudo. As laminas foram
montadas com ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (P36931, Molecular
Probes — Life Technologies) para posterior visualizagéo, utilizando-se um sistema de
imagem composto por microscopio Nikon Eclipse Ci (Nikon, Japéo) acoplado ao
sistema de fluorescéncia formado pelos aparelhos Intensilight C-HGFI e Digital Sight

DS-U3 (Nikon, Japao). Foram fotografadas utilizando - se o programa Nis-Elements
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BR, verséo 4.0. Foram contados 10 campos aleatérios por laminula, que
corresponde a aproximadamente 300 células totais, utilizando-se a objetiva de 20x.

Tabela 3.1: anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia.

Anticorpos Fabricante/codigo Diluicéo

Anticorpo priméario 1gG de
camundongo anti- Sigma — T9283 1:80

tropomiosina sarcomérica

Anticorpo priméario 1gG de

camundongo anti-a-SMA Sigma — A2547 1:400
Anticorpo primario IgG de
coelho anti-FN Sigma — F3648 1:400
Anticorpo priméario 1gG de
coelho anti-LN Sigma - L9393 1:50
Anticorpo primario IgG de
coelho anti-Ki67 ABCAM - ab16667 1:200
Anticorpo secundério de
cabra anti-IgG de Molecular Probes - 1:800
camundongo conjugado a A21203

Alexa Fluor® 594

Anticorpo secundario de
cabra anti-IgG de Molecular Probes - 1:800
camundongo conjugado a A21202
Alexa Fluor® 488

Anticorpo secundario de

cabra anti-lgG de coelho Molecular Probes - 1:800
conjugado a Alexa Fluor® A21207
594
Anticorpo secundario de
cabra anti-IgG de coelho Molecular Probes - 1:800
conjugado a Alexa Fluor® A21206
488
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3.5 Extracédo e dosagem de proteinas

Para o preparo das amostras, foi feita a extragdo de proteinas dos fibroblastos
cardiacos com tampéo de lise RIPA (50 mM Tris —HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1 %
SDS, 1% desoxicolato de sédio), acrescido de 10% de inibidores de protease
(13136600, Roche) e 10% de fosfatase (P0044, Sigma) seguido por sonicagao (2
ciclos de 10 segundos), utilizando o equipamento da empresa Fisher Scientifc
(FB120, Pittsburgh, EUA)

A dosagem de proteinas foi feita através de espectrofotometria, utilizando-se
o kit BCA (Pierce — Life Technologies), segundo as instru¢bes do fabricante. A
absorbancia do total de proteinas nas amostras foi comparada com a curva padrao
de BSA 1mg/mL. Os lisados foram mantidos a -80°C até o momento do experimento.

3.6 Western Blotting

Entre 10 a 20 pg de proteinas foram diluidas em tampao de amostra 5x (Tris-
HClI 80 mM pH 6,8; SDS 2%; glicerol 12%; B mercaptoetanol 5% e azul de
bromofenol 0,05%), submetidas a acdo da temperatura de 100°C por 5 minutos e
aplicadas em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Satcking Gel: 5% Bis/Acrilamida; 0,19 M Tris (pH 8,8); 0,2% SDS; 0,1% Persulfato
de amoénio e 0,1% TEMED - Running Gel: 10% ou 12 % Bis/Acrilamida; 0,37 M Tris
(pH6, 8); 0,2% SDS; 0,1% Persulfato de aménia e 0,04% TEMED). Sobre o gel, foi
aplicado um campo elétrico de 100 Volts, separando as proteinas de acordo com

seu peso molecular.

ApoOs eletroforese, as amostras foram transferidas para membrana de
nitrocelulose para realizacdo do imunoblot. Visando inibir as ligacbes inespecificas
dos anticorpos com proteinas, foi feito bloqueio com solugc&o contendo TBST (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) e 5% de leite em p6 desnatado (MOLICO®) por
1 hora. Os anticorpos primarios (especificados na Tabela 3.2) diluidos em solugéo
de bloqueio (TBST + 5% de leite) foram incubados durante 16 a 20h a 4°C. Os
anticorpos secundarios (Tabela 3.2) foram incubados por uma hora a temperatura
ambiente e também diluidos em solucdo de bloqueio. O anticorpo IgG camundongo
anti GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi incubado por 1 hora a
temperatura ambiente, sendo utilizado como controle interno. A revelacdo da
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peroxidase foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando-se o kit Super Signal

West Pico (Pierce Biotechnology) e filmes de Raios-X. A densitometria foi realizada

utilizando-se o software ImageJ, versdo 1.47 (NIH, EUA). Os valores obtidos foram

normalizados com relacdo aos valores dos controles nao infectados.

Tabela 3.2: anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting.

Anticorpos Fabricante e codigo do Diluicéo
produto
Anticorpo primario IgG de
camundongo anti- Sigma — T9283 1:1.000
tropomiosina sarcomerica
Anticorpo primario IgG de
camundongo anti-a-SMA Sigma — A2547 1:5.000
Anticorpo primario IgG de
coelho anti FN Sigma — F3648 1:5.000
Anticorpo priméario 1gG de
coelho anti-LN Sigma - L9393 1:1.000
Anticorpo primario IgG de
camundongo anti-GAPDH Fitzgerald - 10R-G109a 1:60.000
Anticorpo secundario de
cabra anti-IgG de Thermo Scientific - 31430 1:10.000
camundongo conjugado a
peroxidase
Anticorpo secundério de
cabra anti-IgG de coelho | Thermo Scientific - 31460 1:10.000

conjugado a peroxidase

3.7 Dosagem de TNF

A avaliacdo da producdo de TNF pelos FCs foi realizada através de ensaio

imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se o0s sobrenadantes dessas células em

diferentes situagdes de cultivo. Com esse propésito, o kit de ELISA para detecc¢éo de
TNF de camundongo foi obtido da BioLegend (cat. 430905, EUA), e foi utilizado

conforme o protocolo do fabricante. A reac&o colorimétrica obtida pela revelagéo da
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reacao foi avaliada na absorbéancia de 450 nm em um leitor de microplacas (Expert
Plus, Alemanha). As concentracdes das amostras foram calculadas com base em
uma curva-padréo de 7,8 pg/mL a 500 pg/mL.

3.8 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A andlise da produgdo de NO pelos FCs foi indiretamente avaliada, pelo
método de Griess, através do qual é possivel dosar a acumulacdo de nitrito, o
produto da degradacgéo oxidativa do NO (Green et al., 1981). Nesse sentido, 0s
sobrenadantes de cultivos de FCs, macréfagos murinos (linhagem RAW 264.7) nédo
estimulados (utilizados como controles negativo) e estimulados com INF-° + LPS
(lipopolissacarideo) (controles positivos) foram coletados e misturados com igual
volume de reagente de Griess, consistindo de uma mistura 1:1 de 2% (w/v) de
solugdo de sulfanilamida e 5% (w/v) de solucdo de naftiletiienodiamina

dihidrocloridrato com 0,1% (v/v) de HCI em H20 destilada. A acumulag&o de nitrito

foi determinada pela medida da absorbé&ncia a 540 nm em um leitor de placas
(Expert Plus, Alemanha). As concentracdes das amostras foram calculadas com
base em uma curva-padrao de 100 uM a 3,125 uM.

3.9 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versao
5.0 (Graph-Pad Software Inc.). A analise estatistica foi feita aplicando-se o teste t-
Student ou ANOVA, considerando diferenca significativa quando p <0,05 (*), p <0,01
(**) ou p <0,001 (***).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacédo dos cultivos de fibroblastos cardiacos

4.1.1 Caracterizagdo morfologica das células em cultura

Uma vez que os FCs foram obtidos a partir do cultivo primario de células
cardiacas, compostas por cardiomiécitos, FCs e uma pequena quantidade de células
endoteliais, foi necessario caracterizarmos as culturas para verificarmos em qual
passagem teriamos nossa cultura enriqguecida em FCs. Realizamos dois protocolos
inicialmente: utilizando células aderidas na primeira hora e células aderidas com
24h. Verificamos que o primeiro protocolo resultou em um numero muito baixo de
células aderidas (dado nao mostrado) e optamos por utilizar as células com 24h de
adesdo. As células foram analisadas desde o cultivo primério até a passagem 3,
através de microscopia de contraste de fase ou coloragdo com Giemsa (figura 4.1
A). No cultivo primario, mesmo nao utilizando a gelatina como substrato, apos 72h
de cultivo, verificamos através de microscopia de contraste de fase a presenca de
alguns grupos de cardiomidcitos contrateis com uma confluente monocamada de
FCs espraiados em seu entorno (figura 4.1 B). Observamos raros grupos de células
endoteliais (dado ndo mostrado). Nas passagens subsequentes ndo observamos
mais células contrateis e nem grupos de células endoteliais e observamos grande
guantidade FCs caracterizados por células espraiadas e formando monocamada
confluente (figura 4.1 C, D, E). Através da coloragdo com Giemsa o0s FCs
apresentavam-se como células grandes com formato fusiforme, citoplasma emitindo

prolongamentos, nucleo oval e grande com nucléolos evidentes (figura 4.1 F e G).
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Figura 4.1. Caracteristicas morfolégicas de cultivos de FCs murinos. A:
Esquema experimental. B-E: Microscopia de contraste de fase demonstrando o
aspecto do cultivo primério (B) e da passagem 1 (C), passagem 2 (D) e passagem 3
(E). Em B a seta indica a presenca de grupo de cardiomiécitos (CM) que foram
observados contraindo, rodeados por FCs (*) formando monocamada. F e G:
Imagens de microscopia de campo claro de culturas coradas com Giemsa
demonstrando células com formato fusiforme, citoplasma emitindo prolongamentos,
além do nucleo oval e grande com nucléolos evidentes, caracteristicas de

fibroblastos.
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4.1.2 Caracterizacdo do enriquecimento das culturas de células
cardiacas em fibroblastos através de Western Blotting e imunofluorescéncia

Para verificarmos qual seria a passagem em que teriamos 0 enriquecimento
das culturas em FCs analisamos a expressao de tropomiosina sarcomeérica, um
marcador especifico de célula muscular estriada (Perry, 2001), uma vez que O
cardiomidcito é o principal contaminante das culturas. Para tal, as células cardiacas
foram plagueadas em diferentes passagens, desde o cultivo primario até a
passagem 5 para andlise da expressao proteica por Western Blotting (figura 4.2 A).
Nossos resultados revelaram marcacao positiva para tropomiosina sarcomeérica (TS)
apenas no cultivo primario (CP), indicando que a partir da primeira passagem as
células musculares cardiacas ja ndo estavam mais presentes nas culturas (figura 4.2
B). Avaliamos também a expressao de fibronectina visando demonstrar que as
células encontravam-se funcionais. A expressao de fibronectina foi visualizada em
todas as amostras (figura 4.2 B). Desta forma, por uma questdo de seguranca,
definimos realizar os nossos experimentos a partir da segunda passagem (p.02).
Ainda, a fim de confirmar esses dados, analisamos as culturas de FCs na segunda
passagem quanto a expressao de TS por Western Blotting e avaliamos o percentual
de células TS positivas por imunofluorescéncia (figura 4.3 A). Através de Western
Blotting, verificamos expressdo de TS somente nas amostras de coracéo fetal de

camundongos, utilizadas como controle positivo (figura 4.3 B). A expressao de a-

SMA foi também avaliada. Verificamos expressdo de a-SMA em todas as condi¢des,
demonstrando que as células encontravam-se funcionais (figura 4.3 B). Além disso,
nossos resultados de imunofluorescéncia revelaram que menos de 5% das células
apresentavam marcacao positiva para TS (figura 4.3 C e D); demonstrando alto
indice de enriquecimento dos cultivos de FCs (>95%). Diante da auséncia de um
marcador especifico para fibroblastos, através de Western Blotting caracterizamos a
expressdo de DDR2 (figura 4.4 A), que vem sendo considerado um marcador
especifico de FCs (Goldsmith et al. 2004). Nossos resultados revelaram a presenca
desta proteina nos nossos cultivos em todos os tempos analisados (de 24, 48 e 72h

de plaqueamento) (figura 4.4 B).

32



Analysis

A A
[ \

CP p.01 p.02 p.03 p.04 p.05

vYyy v

e
LS =
S £ :
B B 5 g
& o o
g }:—: w N = =
= (N N “y > c o = -
€ Eco 33 a2g e £53598
O cac aa O aanoa
Fisronecting -l
| » ' -
: . ™ b
(220 kDa) :
135 kDa)
Exp.1 Exp.2 Exp.3

Figura 4.2: Caracterizacdo da expressdao de tropomiosina sarcomérica na
cultura de fibroblastos cardiacos em diferentes passagens. A: Esquema
experimental. B: Western Blotting representativo da expresséo in vitro de fibronectina
e tropomiosina sarcomérica em diferentes passagens demonstrando expressao de
fibronectina em todas as condicbes de estudo enquanto que a expressdo de
tropomiosina sarcomérica foi visualizada apenas nos cultivos primarios. p=
passagem; Exp.=experimento. Dados representativos de 3 experimentos
independentes.
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Figura 4.3: Caracterizacdo da expressdo de tropomiosina sarcomérica na
cultura de fibroblastos cardiacos através de Western Blotting e
imunofluorescéncia. A: Esquema experimental. B: Western Blotting representativo
da expressdo in vitro de a-SMA e tropomiosina sarcomérica demonstrando
expressdo de a-SMA em todas as amostras enquanto que a expressao de
tropomiosina sarcomerica foi visualizada somente nas amostras de coracgao fetal de
camundongos Swiss Webster. Exp.= experimento. Imagem representativa (C) e
grafico (D) do numero de células tropomiosina sarcomérica totais, por
imunofluorescéncia, revelando que <5% das células apresentam marcacéo para esta
proteina (em vermelho). Ndcleos foram marcados com DAPI (em azul). Dados
representativos da médiatdesvio padrdo de 3 experimentos independentes.
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Figura 4.4: Caracterizagdo da expressédo de DDR2 na cultura de fibroblastos
cardiacos. A: Esquema experimental. B: Western Blotting representativo da
expressao in vitro de DDR2 demonstrando que a presenca do marcador de FCs
pode ser observada em diferentes tempos de cultivo.
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4.1.3 Caracteristicas funcionais

A fim de caracterizar funcionalmente nossos cultivos, analisamos através da
técnica de Western Blotting a sintese de componentes de ECM em diferentes
tempos de plagueamento: 6h, 24h, 48h e 72h, como indicado na figura (figura 4.5 A).
Avaliamos ainda a presenca de miofibroblastos, caracterizados pela expressao da
proteina de citoesqueleto alfa- actina de musculo liso (a-SMA). A analise da
expressdo de proteinas de ECM revelou o aumento da expressdo de laminina em
48h de plagueamento (figura 4.5 B), enquanto que a expressédo de fibronectina
aumentou ao longo do tempo de cultivo (figura 4.5 C). Imagens representativas da
marcacgao pra estas proteinas com 72h de cultivo podem ser visualizadas nas figuras
4.6 B e C, respectivamente. Conseguimos observar inclusive formacdo de rede
fibrilar sugestivo de deposi¢ao de fibronectina (figura 4.6 C). Observamos aumento
na expressao de a-SMA nos tempos finais de cultivo (48h e 72h) demonstrando
diferenciacdo de FCs em miofibroblasto (figura 4.5 D); na figura 4.6 D, podemos
observar uma imagem representativa do padrdo de marcacdo para essa proteina
com 72h de cultivo, por imunofluorescéncia. Sintetizando os dados até o momento,
vimos que foi possivel obter e estabelecer a cultura de FCs, em que as células
apresentam caracteristicas biol6gicas (morfolégicas e funcionais) preservadas. Tais
achados nos permitiu dar o proximo passo, ou seja, estabelecer e caracterizar in

vitro a infeccéo pelo T. cruzi nos FCs.
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Figura 4.5: Caracteristicas funcionais de cultivos de FCs murinos. A: Esquema
experimental. B-D: Andlise quantitativa da expressao de laminina, fibronectina e a-
SMA, respectivamente, por Western Blotting durante 6h a 72h de cultivo. Os valores
s&o expressos como indice de Variacdo (IV) das médias das amostras analisadas
pela média do tempo de 6h z+desvio padrdo. Dados representativos de 3
experimentos. GAPDH foi utilizado como controle interno das amostras. * p <0,05;
*** n <0,001. One-way ANOVA. PGgs-teste: Tukey.
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Figura 4.6: Caracterizacdo por imunofluorescéncia da expressdo de proteinas
de matriz extracelular e alfa actina de musculo liso nas culturas de fibroblastos
cardiacos. A: Esquema experimental. B-D: Imagens representativas da expressao
de laminina (B), fibronectina (C) e a-SMA (D) (vermelho). Nucleos marcados em azul
(DAPI).
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4.2 Infecgéo in vitro pelo T. cruzi e ciclo do parasita nos FCs

Ap6s 24 horas de cultivo, os FCs foram infectados com formas
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, utilizando-se MOI de 10 e a infecgao foi
mantida por 6h, 24h, 48h, 72h e 96h, conforme indicado na figura 4.7 A. Através das
analises por microscopia de campo claro das culturas coradas com Giemsa,
verificamos que o T. cruzi foi capaz de infectar os fibroblastos cardiacos in vitro
(figura 4.7 B), se diferenciar em amastigostas (figura 4.7 C), proliferar (figura 4.7 D e
E), se diferenciar em tripomastigostas novamente, evadir as células infectadas,
aderindo e infectando novas células, dando continuidade ao ciclo (figura 4.7 F e G),
confirmando dados prévios da literatura em culturas mistas de células cardiacas
(Meirelles et al., 1986). Avaliamos também o percentual de infec¢do no periodo de 6-
72h e observamos que apOs 6h de interacdo parasita-célula hospedeira, 10% dos
FCs apresentavam-se infectados. Ap0s 24h de interagdo, realizamos as lavagens
das culturas e observamos aproximadamente 40% de infeccdo. Este percentual se
manteve nos tempos de 48h e 72h pés-infeccao (figura 4.7 H). Através da analise da
guantidade de parasitas intracelulares, observamos como esperado, um aumento
progressivo no numero de formas amastigotas no citoplasma das células

hospedeiras (figura 4.7 1).
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Figura 4.7: Ciclo do T. cruzi no fibroblasto cardiaco. A: Esquema experimental.
B-G: Imagens representativas de microscopia de campo claro das células coradas
com Giemsa mostrando o ciclo intracelular do T. cruzi nos FCs. Em B podemos
observar a presenca de parasitas intracelulares ja apds 6h de interagdo do T. cruzi
(seta). Com 24h podemos observar o inicio do processo de proliferagdo das formas
amastigotas (seta) (C) que perdura apoés 48 (D) e 72h (E) pos-infeccéo (setas). Com
96h de infecgcdo podemos observar grande quantidade de formas tripomastigotas no
interior dos FCs (asterisco), evadindo essas células (seta) (F) e aderindo em novos
FCs para reiniciar um novo ciclo (seta) (G). Os graficos demonstram o percentual de
células infectadas pelo T. cruzi. (H) e o numero de parasitas por célula durante o
ciclo intracelular do parasita (I). Os dados sdo apresentados como a médiatdesvio
padréo de duplicatas de um experimento.
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4.3 Efeito da infeccéo pelo T. cruzi sobre a ativagdo de FCs

Para respondermos a pergunta experimental relativa a capacidade do T. cruzi
em ativar FCs, analisamos dois dos principais parametros de ativacdo: diferenciacéo
em miofibroblasto e aumento da expressédo de componentes de ECM (Baudino et al.,
2006, Porter & Turner, 2009).

4.3.1 Efeito sobre a diferenciacdo de FCs em miofibroblastos

Apoés 24h de cultivo as células foram infectadas com formas tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi usando MOI de 10 e a infeccao foi mantida por 6h, 24h, 48h e
72h (figura 4.8 A). Avaliamos a cinética de expressao de a-SMA através da técnica
de Western Blotting. Nossos resultados indicaram um aumento na expressao de a-
SMA nos tempos de 6h e 24h pés-infeccdo e diminuicdo nos tempos de 48h e 72h,
guando comparamos com o0s cultivos nao infectados (NI) referentes ao mesmo
tempo de estudo (figura 4.8 B). Através de imunofluorescéncia nés caracterizamos a
distribuicdo desta proteina no tempo inicial (24h) e final (72h) de infeccdo. Apos 24h
de infeccdo observamos maior marcacdo nas culturas infectadas sem alteracado no
padrao de organizagdo dos filamentos de a-SMA (figura 4.8 C e D). Apds 72h de
infeccao, foi possivel observar reducdo da marcacao para esta proteina e alteracao
na organizacao dos seus filamentos (figura 4.8 E e F).
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Figura 4.8: Efeito da infeccdo pelo T. cruzi sobre a diferenciacdo de FCs. A:
Esquema experimental. B: Analise quantitativa e Western Blotting representativo da
expressao de a-SMA em cultivos de FCs. Nos tempos de 6h e 24h observamos
aumento da expressdo de a-SMA e queda nos tempos de 48h e 72h (B). NI=
culturas ndo infectadas; Y= culturas infectadas pelo T. cruzi. Os valores séo
expressos como Indice de Variacdo (IV) das médias das amostras analisadas pela
meédia dos seus respectivos controles (cultivos nao infectados (NI) referentes ao
mesmo tempo de estudo) xdesvio padrao. GAPDH foi utilizado como controle interno
das amostras. Dados representativos da média de 3 experimentos independentes. *
p <0,05 (estimulo); %% p <0,01 (inibigdo); *** p <0,001 (estimulo). One-way ANOVA.
Pos-teste: Tukey. C-F: Imunofluorescéncia para a-SMA (verde) mostrando o padréo
de marcagao dos filamentos de a-SMA nas culturas nédo infectadas (C e E) e
infectadas (D e F). Ap0s 24h de infeccao (D) € possivel observar aumento da
marcagdo de a-SMA em comparacdo ao controle nédo infectado (C). Em F
observamos a reducdo da marcacao nas culturas infectadas apo6s 72h bem como,
alteracao no padrao de distribuicao dos filamentos de a-SMA quando comparado ao
controle néo infectado (E).
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4.3.2 Efeito sobre a expressdo de componentes de ECM

Apés andlise da diferenciacdo celular, investigamos a producdo de
fibronectina e laminina pelos FCs. Para tal, novamente passadas 24h de cultivo as
células foram infectadas com formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi (MOI de
10) e acompanhadas por 6h, 24h, 48h e 72h de infec¢éo, como indicado na figura
4.9 A; o nivel de expressdo das proteinas foi avaliado por Western Blotting.
Comparando com seus respectivos controles NI, as analises revelaram aumento na
expressao de fibronectina em 6h, 24h e 48h pds-infeccédo e queda apds 72h (figura
4.9 B). Aumento de expressao de laminina foi também verificado apos 6h e 24h de
infeccéo (figura 4.9 C). Nossos resultados demonstram que a infecgéo pelo T. cruzi
ativa os FCs através da inducdo ndo somente de diferenciacéo celular, mas também

da expresséo de componentes de ECM nos tempos iniciais de infeccao.
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Figura 4.9: Efeito da infeccéo pelo T. cruzi sobre a expressao de componentes
de ECM em FCs. A: Esquema experimental. B e C: Analise quantitativa da
expressao fibronectina (FN) (B) e laminina (LN) (C) por Western Blotting em cultivos
de FCs. Em B, é possivel observar aumento da expresséao de fibronectina apés 6h,
24h e 48h de infeccdo e queda apos 72h de infec¢do pelo T. cruzi. Aumento de
laminina pode ser observado apdés 6h e 24h de infeccdo (C). NI= culturas nao
infectadas; Y= culturas infectadas pelo T. cruzi. Os valores sdo expressos como
indice de Variacdo (V) das médias das amostras analisadas pela média dos seus
respectivos controles (cultivos néo infectados (NI) referentes ao mesmo tempo de
estudo) *desvio padrdo. Dados representativos da média de 3 experimentos
independentes. GAPDH foi utilizado como controle interno das amostras. * p <0,05

(estimulo); ** p <0,01 (estimulo); *** p <0,001 (estimulo) &&& p=<0,001 (inibi¢&o).
One-way ANOVA. Pés-teste: Tukey.
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4.4 Efeito do pré-tratamento de culturas de FCs com TNF durante a infeccao
pelo Trypanosoma cruzi

Nos resultados anteriores demonstramos que a infec¢ao pelo T. cruzi per se é
capaz de ativar os FCs, através da inducao de diferenciagéo celular e expressao de
proteinas de ECM. Contudo, devido a reconhecida contribui¢do da inflamacao para o
desenvolvimento da CCC (Marin-Neto et al., 2007) e uma vez que os FCs séo
principalmente ativados em respostas as citocinas como o TNF (Wynn &
Ramalingan, 2012), a qual encontra-se em altas concentra¢des séricas em pacientes
cronicos com alteracfes cardiacas graves (Pérez et al., 2011), resolvemos investigar
o efeito do tratamento com TNF sobre os FCs. Apés 24h de cultivo, TNF em
diferentes concentrag¢des (0,1 ng/ mL; 3 ng/ mL; 30 ng/ mL) foi adicionado ao cultivo
de FCs 2 horas antes da infeccdo e seu estimulo foi mantido durante 24h.

4.4.1 Producao de TNF pelos FCs

FCs sao fontes priméarias de TNF no coracao (Yokoyama et al., 1999; Shames
et al., 2002). Nesse sentido, avaliamos a producdo dessa citocina pelos FCs néo
infectados e infectados, sob influéncia ou ndo do proprio TNF (figura 4.10 A). A
analise da producdo de TNF por ELISA revelou que nas nossas condi¢cdes de
estudo, néo foi possivel detectar esta citocina no sobrenadante das culturas FCs,
mesmo durante a infeccdo pelo T. cruzi. O pré-tratamento com TNF das culturas nédo
infectadas e infectadas resultou em concentracdes detectaveis da citocina, porém
muito abaixo das quantidades adicionadas ao sistema (figura 4.10 B), sugerindo que
a citocina pode estar sendo consumida e/ou degradada. A curva-padrao da citocina
esta representada na figura 4.10 C. Para facilitar a interpretacdo dos dados, uma vez
gue as concentracdes de TNF adicionadas estdo na ordem de ng/mL e o grafico do
TNF produzido é representado em pg/mL, construimos um grafico das

concentragdes de TNF exdgeno adicionadas convertidas em pg/mL (Figura 4.10 D).
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Figura 4.10: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a producédo de TNF pelos
FCs durante infeccdo pelo T. cruzi. A: Esquema experimental. B: Grafico
guantitativo da producéo de TNF pelos FCs por ELISA, nas diferentes condi¢des de
estudo, demonstrando que as concentracdoes de TNF detectadas foram menores que
as quantidades de TNF adicionadas nas culturas, de acordo com o grafico de TNF
exdgeno adicionado (D). C: Curva-padrdao de TNF. Os dados sédo apresentados
como a meédiatdesvio padrao de 3 experimentos.
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4.4.2 Efeito do TNF sobre a producéo de NO pelos FCs

Avaliamos também a producdo de NO pelos FCs (figura 4.11 A), ja que &
um mediador inflamatério que também se encontra em altas concentragdes no soro
de pacientes com a forma grave da CCC (Pérez et al., 2011). A producao de NO foi
verificada pelo método de Griess e nas nossas condi¢cdes experimentais, detectamos
producdo de niveis basais deste mediador inflamatério pelos FCs, seja quando
estimulados somente com T. cruzi ou TNF, ou mesmo utilizando-se os dois
estimulos ao mesmo tempo (figura 4.11 B). A curva-padrdo de producdo de nitrito
esta representada na figura 4.11 C. Utilizamos como controles positivo e negativo da
producdo de NO o sobrenadante de macrofagos da linhagem RAW 264.7
estimulados ou ndo com IFN- o e LPS, respectivamente (Figura 4.11 D).
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Figura 4.11: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a producéo de NO pelos
FCs durante infeccdo pelo T. cruzi. A: Esquema experimental. B: Grafico
guantitativo da producéao de nitrito pelos FCs nas diferentes condi¢cdes de estudo,
pelo método de Griess, demonstrando que houve producdo de nitrito em niveis
basais. C: Curva-padrdo de nitrito. D: Grafico da produgcdo de nitrito pelos
macrofagos da linhagem RAW 264.7, utilizado como controle do ensaio. Os dados
sdo apresentados como a médiatdesvio padrdo de 3 experimentos independentes.
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4.4.3 Efeito do TNF sobre a infec¢cao de FCs

Em seguida, investigamos se o TNF poderia influenciar na infecgcédo de FCs
pelo T. cruzi. As analises tanto do percentual de infeccdo quanto do numero de
parasitas por célula infectada foi feita através da identificacdo dos parasitas pelo
DAPI (figura 4.12 A). Verificamos que o pré-tratamento com TNF reduziu o
percentual de células infectadas em todas as concentracdes utilizadas, quando
comparamos com a as culturas infectadas e nédo tratadas (figura 4.12 B-F). Além
disso, ao analisarmos 0 numero de parasitas intracelulares, observamos que baixas
concentracfes de TNF (0,1 ng/ mL) também reduziram a quantidade de parasitas
por célula (figura 4.12 G). Assim, nossos dados demonstram que, nas nossas
condi¢cBes de estudo, o tratamento prévio de FCs com TNF reduz a taxa de infeccéo

pelo T. cruzi.
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Figura 4.12: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a infec¢cdo de FCs pelo

Trypanosoma cruzi. A: Esquema experimental. B-E: Imagens representativas da
infec¢do avaliada através de fluorescéncia. Nucleos e cinetoplastos estdo marcados
com DAPI (em azul). Setas indicam formas amastigotas. F e G: Gréficos do
percentual de células infectadas pelo T. cruzi (F) e do niumero de parasitas por
células infectadas (F), demonstrando que o tratamento com TNF foi capaz de reduzir
a infeccdo em FCs. O efeito sobre os parasitas intracelulares foi observado apenas
na menor concentracdo utilizada (G). Os dados sao apresentados como a

médiatdesvio padréo de 3 experimentos independentes. & p <0,05 (inibicdo). && p
<0,01 (inibicdo). One-way ANOVA. Pos-teste: Tukey (F). t-Student ndo pareado (G).
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4.4.4 Efeito do TNF sobre a diferenciacao de FCs em miofibroblastos

Avaliamos também se o TNF poderia ativar os FCS através da inducédo de
diferenciagao celular, pela analise da expressédo proteica de a-SMA por Western
Blotting (figura 4.13 A). Verificamos que o tratamento com TNF nao interferiu na
expressao a-SMA pelos FCs seja nos cultivos NI (figura 4.13 B) quanto durante a
infeccdo pelo T. cruzi (figura 4.13 C), quando comparamos com as respectivas
condi¢cBes controles (NI e infectados sem a citocina). Esse resultado sugere que o
TNF, nessas condi¢cdes experimentais, ndo induz diferenciacdo de FCs em

miofibroblasto.
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Figura 4.13: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a diferenciacdo de FCs

durante a infeccdo pelo T. cruzi. A: Esquema experimental. B e C: Analise
guantitativa da expressao de a-SMA através de Western Blotting nas diferentes
condicdes de estudo, mostrando que o TNF n&o interferiu na expressao da proteina
pelos FCs. NI= culturas nao infectadas; Y= culturas infectadas pelo T. cruzi. Os
valores s&o expressos como Indice de Variacdo (IV) das médias das amostras
analisadas pela média dos seus respectivos controles (NI ou Y) xdesvio padrao.
Dados representativos da média de 3 experimentos independentes. GAPDH foi
utilizado como controle interno das amostras.
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4.4.5 Efeito do TNF sobre a expressao de componentes de ECM em FCs

Além da analise de diferenciagdo celular, nos propusemos a avaliar o efeito
do TNF sobre a producao de fibronectina (figura 4.14 A) e laminina (figura 4.15 A).
N&o observamos diferenca na expressdo de ambas as proteinas quando os cultivos
nao infectados (figuras 4.14 B e 4.15 B) e infectados (figuras 4.14 C e 4.15 C) foram
estimulados com o TNF. Com esses ultimos achados, demonstramos que nas
condi¢cdes dos nossos ensaios, o tratamento com TNF n&o estimula a ativacido de
FCs, revelada através de dois principais parametros: marcador de diferenciacao
celular e expresséo de componentes de ECM.
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Figura 4.14: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a expressdo de
fibronectina pelos FCs durante infecgcdo pelo T. cruzi. A: Esquema experimental.
B e C: Analise quantitativa da expressao de fibronectina (FN) (B e C) por Western
Blotting em cultivos de FCs. As analises demostram que o TNF né&o interferiu na
expressdo da proteina pelos FCs. NI= culturas ndo infectadas; Y= -culturas
infectadas pelo T. cruzi. Os valores sdo expressos como indice de Variacéo (IV) das
meédias das amostras analisadas pela média dos seus respectivos controles (NI ou
Y) zdesvio padrdo. Dados representativos da média de 3 experimentos
independentes. GAPDH foi utilizado como controle interno das amostras.
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Figura 4.15: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a expresséo de laminina
pelos FCs durante infeccdo pelo T. cruzi. A: Esquema experimental. B e C:
Analise gquantitativa da expresséo de laminina (LN) (B e C) por Western Blotting em
cultivos de FCs. As analises demostram que o TNF nao interferiu na expressao de
laminina pelos FCs. NI= culturas ndo infectadas; Y= culturas infectadas pelo T. cruzi.
Os valores sdo expressos como indice de Variacdo (IV) das médias das amostras
analisadas pela média dos seus respectivos controles (NI ou Y) xdesvio padrao.
Dados representativos da média de 3 experimentos independentes. GAPDH foi
utilizado como controle interno das amostras.
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4.4.6 Efeito do TNF sobre a proliferacao de FCs

Os resultados anteriores nos levaram a investigar outro parametro de
ativacao: a proliferacao celular (figura 4.16 A). A proliferacao foi analisada através da
expressao de Ki-67 por imunofluorescéncia. Ki-67 € uma proteina nuclear expressa
em células proliferativas (Zcholzhen & Gerdes, 2000). Nossos resultados revelaram
gue com 24h de infeccdo: a) somente a infecgdo pelo T. cruzi ndo interfere no
percentual de células ki-67+; b) somente o tratamento com TNF (3 ng/mL) induziu
aumento de frequéncia de células ki-67+, sendo este efeito exacerbado pela
infeccdo (condicdo Y + TNF 3 ng/ mL); ¢) houve aumento de proliferacdo quando os
FCs foram submetidos aos dois estimulos, o pré-tratamento com TNF nas trés
concentrac@es utilizadas (0,1 ng/ mL; 3 ng/ mL; 30 ng/ mL) e a infeccdo pelo T. cruzi
(figura 4.16 B e C). Nossos dados mostram que a citocina inflamatdria TNF
influencia o processo de proliferacdo de FCs. Também, nossos dados indicam que
na presenca de TNF e do parasita ha maior frequéncia de células expressando o
marcador de proliferacdo celular ki-67 em cultivos de FCs.
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Figura 4.16: Efeito do pré-tratamento com TNF sobre a proliferacdo de FCs
durante infeccéo pelo T. cruzi avaliada através da imunofluorescéncia para ki-
67. A: Esquema experimental. B: Imagens representativas da marcacao para ki-67
(nucleo em verde) e DAPI (nucleo em azul) nas diferentes condigbes de estudo. C:
Andlise quantitativa do percentual de células ki-67+ demonstrando que o TNF
interfere na proliferagcdo de FCs. NT= néo tratado; NI= culturas n&o infectadas; Y=
culturas infectadas pelo T. cruzi. Os dados séo apresentados como a médiatdesvio
padrdo de 3 experimentos independentes. * (comparagdo com NT néo infectado); #
(comparacdo com NT infectado). 1 simbolo: p <0,05; 2 simbolos: p <0,01; 3
simbolos: p <0,001. One-way ANOVA. Pos-teste: Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

A fibrose é uma importante manifestacdo clinica da CCC (Rassi Jr et al.,
2012) e apesar do reconhecido envolvimento de fibroblastos na génese da fibrose
em diferentes doencas (Wick et al., 2013), inclusive cardiovasculares (Porter &
Turner, 2009; Vasquez et al., 2011), o papel dos FCs na fibrose na CCC é pouco
estudado. No presente estudo investigamos o efeito da infec¢do pelo T. cruzi e do
TNF sobre a ativacdo de FCs in vitro, visando compreender o papel de FCs ativados
no processo de génese da fibrose cardiaca na infeccéo chagasica. Nossos principais
achados indicam que a infeccdo pelo T. cruzi ativa os FCs através da inducao de
diferenciacdo celular e expressado de proteinas de ECM. Além disso, nossos dados
também mostram que a citocina inflamatoria  TNF, apesar de ndo estimular
diferenciacdo e sintese de ECM pelos FCs, influencia o processo de proliferacédo
destas células, outro importante parametro de ativacdo celular, além de reduzir a

infeccdo dos FCs pelo T. cruzi.

Iniciamos nosso estudo caracterizando os nossos cultivos de FCs, uma vez
gue estas células foram obtidas a partir do cultivo primério de células cardiacas que
€ rico em cardiomiocitos (Meirelles et al., 1986). Nesse sentido, realizamos analises
morfoldgicas, funcionais e bioquimicas. Nossos resultados demonstraram que 0s
FCs, cultivados em monocamada, preservam as caracteristicas morfolégicas do
fibroblasto no tecido (Gartner & Hiatt, 2007) e in vitro (Goldsmith et al., 2004;
Camelliti et al., 2005), apresentando-se como células grandes com formato
fusiforme, citoplasma emitindo prolongamentos, nucleo oval e grande com nucléolos

evidentes.

Em seguida, através da técnica de Western Blotting, verificamos que a partir
da primeira passagem (p.01) jA ndo havia a presenca de células musculares
cardiacas na cultura, uma vez que ndo observamos a expressdo de tropomiosina
sarcomérica (TS), um marcador especifico de células musculares estriadas (Perry,
2001). Desta forma, na primeira passagem ja teriamos um cultivo enriquecido em
FCs, porém, por uma questdo de seguranca, definimos realizar 0s nossos
experimentos a partir da segunda passagem (p.02). Na p.02 nossos dados de
imunofluorescéncia, revelaram alto indice de enriquecimento de FCs (>95% de
células negativas para TS) nas culturas. Demonstramos ainda nas nossas culturas a

presenca do receptor de dominio de discoidina 2 (DDR2), um receptor de colageno
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sugerido como marcador especifico de FCs (Goldsmith et al. 2004). Assim, n0sSs0s
resultados estdo de acordo com dados da literatura que caracterizaram cultivos de
FCs murinos (Couture et al., 2009; Bai et al., 2013).

Observamos que os FCs também conservaram caracteristicas funcionais
tipicas desse tipo celular tais como, capacidade de se diferenciar para miofibroblasto
(Asazuma-Nakamura et al., 2009), revelada pela expressdo de ~-SMA e
capacidade de produzir proteinas de ECM (Baudino et al,. 2006), demonstrada pela

expressédo de laminina e fibronectina, em diferentes tempos de cultivo.

ApoOs a caracterizacdo dos nossos cultivos, estabelecemos a infeccdo dos
FCs pelo T. cruzi de acordo com protocolos prévios do nosso grupo ja publicados
com células cardiacas (Meirelles et al., 1986). Observamos que FCs obtidos de
camundongos Swiss Webster, quando infectados com formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de T. cruzi (MOI de 10), apresentaram uma taxa de infeccéo
em torno de 40%, quando os parasitas ndo aderidos foram removidos com 24h de
interacdo. Esta taxa estad de acordo com dados prévios do nosso grupo em culturas
primérias de células cardiacas, em que foi demonstrada uma taxa de infeccdo em
torno de 40% dos FCs e 20% dos cardiomidcitos, quando o0 mesmo protocolo de
infeccdo foi utilizado (Araudjo-Jorge et al., 1992). A literatura mostra que a taxa de
infeccao in vitro pelo T. cruzi é dependente do modelo de interacdo parasita-célula
hospedeira utilizado (De Araujo-Jorge et al., 1992; Calvet et al., 2004; Garzoni et al.,
2004; Silva et al., 2015; de Souza et al., 2003). Por exemplo, de Souza e
colaboradores (2003), demonstraram que utilizando-se um MOI de 20 formas
tripomastigotas de DM28c, a infeccdo de fibroblastos de pele e de musculo
esquelético obtidos a partir de cultivo priméario chegou a aproximadamente 70% (de
Souza et al., 2003). Esses dados demonstram que fibroblastos de diferentes origens
teciduais sao altamente susceptiveis a infeccao in vitro pelo T. cruzi (Aradjo-Jorge et
al., 1992; de Souza et al., 2003).

Os fibroblastos sédo células que compdem o tecido conjuntivo nos diferentes
orgaos (Vasquez et al.,, 2011) e os principais responsaveis pela sintese de
componentes da ECM (Porter & Turner, 2009). Apesar dos cardiomiocitos
contribuirem mais para o volume do coracdo, os FCs encontram-se em maior
namero (Jugdutt, 2003) e sdo responsaveis pelos processos de cicatrizagdo e
fibrose, principalmente relacionados a infarto do miocardio, hipertensdo e
insuficiéncia cardiaca (Porter & Turner, 2009; Vasquez et al.,, 2011). Andrade e
colaboradores (1986) reportaram a associa¢gao dos FCs com a fibrose na CCC em
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modelo experimental, demonstrando a presenca de células do sistema imune,
fibroblastos e miofibroblastos associadas com depdsitos de colageno.

A participacao dos fibroblastos na fibrose ocorre em situacdo de dano tecidual
em que h& necessidade de reparo (Baudino et al., 2006). A persisténcia ou
intensidade do estimulo pro-fibrogénico resulta na manutencdo de um fendtipo
ativado e no depdésito aumentado de proteinas de ECM por estas células, o que
pode levar a alteracdes elétricas e, mais tardiamente, a disfuncéo cardiaca (Gurtner
et al., 2008; Asazuma-Nakamura et al., 2009; Wynn & Ramalingan, 2012). A
ativacdo dos fibroblastos € caracterizada entre outros processos, pelo aumento da
proliferagao, diferenciagdo em miofibroblastos, através da expressao de a-SMA e

producdo aumentada de proteinas de ECM (Baudino et al., 2006).

No presente estudo, avaliamos a capacidade do T. cruzi em ativar FCs.
Demonstramos que a infecgdo pelo T. cruzi foi capaz de induzir aumento da
expressao de a-SMA nos tempos iniciais de infec¢ao (6h e 24h) corroborando dados
do nosso grupo que demontraram que a infeccdo aguda pelo T. cruzi induz aumento
da expressao de a-SMA no coracédo (Nisimura LM, - dados ndo publicados), além de
dados de um grupo da argentina que demonstrou em modelo murino de infeccéo
cronica aumento da expressao de a-SMA no tecido cardiaco (Ferrer et al., 2013).
Nossos dados demonstraram que a partir de 48h de infeccdo houve diminuicdo da
expressao de a-SMA, sugerindo quebra dos filamentos de actina nos miofibroblastos
cardiacos nos tempos finais de infeccdo, como observado anteriormente em
cardiomiécitos quando diferentes proteinas de citoesqueleto foram avaliadas,
revelando desorganizacdo de miofibrilas (Pereira et al.,1993; Taniwaki et al., 2006;
Melo et al.,, 2006). Pereira e colaboradores (2000) demonstraram ainda que a
infecgdo pelo T. cruzi regulou de forma diferenciada os niveis de mRNA de 3 e a—
actina cardiaca nos tempos finais de infeccdo, uma vez que apos 48h de infeccéo
houve aumento da expressao génica de 3-actina enquanto que apoés 72h de infeccéo
os niveis de mRNA de o—actina cardiaca diminuiram (Pereira et al., 2000). Nossos
resultados de imunofluorescéncia para a-SMA no tempo de 72h de infeccdo também
revelaram um padréo alterado de distribuicdo dos filamentos desta proteina quando
comparado com as culturas de FCs nao infectadas além de perda de marcacgéao,
confirmando os nossos dados de Western Blotting. Nesse sentido, nossos achados
demonstram que a infecgéo pelo parasita ativa FCs nos tempos iniciais de infecgéo e
gue nos tempos finais poderia estar havendo quebra do citoesqueleto e consequente
perda da marcacéo, dificultando assim a avaliacéo da
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ativacao utilizando-se como parametro a analise de a-SMA. Desta forma, avaliamos
um outro parametro de ativagdo, a expressédo de proteinas de ECM.

Estudos in vivo em diferentes modelos de infeccdo pelo T. cruzi
demonstraram aumento de deposi¢cdo de laminina e/ou fibronectina no coracao de
camundongos (Andrade et al., 1989; Calvet et al., 2004; Marino et al., 2004; Olivieri
et al., 2010; Pereira et al., 2014b). Além disso, estudos em humanos demonstraram
niveis aumentados de fibronectina no tecido cardiaco de pacientes com
cardiomiopatia chagasica cronica, associados a elevados niveis de ativacdo da via
de TGF- B (Araujo-Jorge et al., 2002, Waghabi et al., 2009). De modo importante,
alteracdes elétricas foram diretamente correlacionadas a presenca de fibrose

cardiaca e ao pior prognostico dos portadores crénicos da DC (Strauss et al., 2011).

A co-localizacdo de alta frequéncia de antigenos ou material genémico do T.
cruzi com infiltrados inflamatorios e regiées com fibrose no tecido cardiaco ja é bem
reportada na literatura (Andrade & Grimaud, 1986; Andrade et al.,1989; Marin-Neto
et al., 2007). Contudo, no nosso estudo demonstramos que a infeccéo pelo T. cruzi,
na auséncia de células inflamatérias, foi capaz de ativar FCs através da inducdo de
expressdo das proteinas de ECM fibronectina e laminina nestas células.
Observamos aumento na expressao de laminina nos tempos iniciais de infecgdo (6h
e 24h pos-infeccdo) e fibronectina nos tempos de 6, 24 e 48 horas pos-infec¢do. O
papel do T. cruzi de maneira independente da presenca de células inflamatérias na
inducéo de proteinas de ECM ja foi demonstrado em estudos in vitro em culturas de
células de mamiferos de diferentes origens teciduais. Pinho e colaboradores (2002)
demonstraram que antigenos solaveis de formas tripomastigotas de T. cruzi (cisteino
proteinase - gp51 - e trans-sialidase) foram capazes de induzir ap6s 20h de
interacdo, aumento na expressao de fibronectina e laminina em células musculares
esqueléticas (C2C12) e fibroblastos de tecido adiposo (L929), que também
apresentaram aumento na expressdo de coldgeno do tipo I. Nosso grupo
demonstrou que a infeccdo pelo T. cruzi induziu fibrose no modelo de cultivo
primario de células cardiacas em 3D (microtecidos cardiacos) através do aumento
na expressao de fibronectina, laminina e colageno IV, independente da presenca de
células do sistema imune, apos longos periodos de infeccdo (144h) (Garzoni et al.,
2008). Porém, quando cultivos primarios de cardiomiécitos em monocamadas foram
infectados pelo T. cruzi por 72h, houve diminuigéo dos niveis de fibronectina (Calvet
et al., 2004). O mesmo foi observado em cultivos de fibroblastos de pele apds 24h
de infeccdo (Unnikrishnan & Burleigh, 2004). Nossos dados também revelaram
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reducdo na expressao desta proteina nos FCs apos 72h de infeccdo pelo T. cruzi,
corroborando os dados de Calvet e colaboradores (2004). No entanto como
mencionado acima, no tempo de 24h de infec¢cdo observamos aumento nos niveis
de fibronectina, ao contrario do que foi observado por Unnikrishnan & Burleigh
(2004). Sendo assim, estas diferencas nos resultados obtidos pelos diferentes
grupos, incluindo o nosso, em relacdo a expressao de fibronectina, podem ser
consequéncia ndo apenas do tempo de interacdo parasita-célula hospedeira mas
também do modelo experimental utilizado. Além disso, devemos considerar a
funcionalidade dos FCs no tempo de 72h de infeccdo. Como mencionado
anteriormente, estudos in vitro com cardiomiocitos em monocamada mostraram que
0 parasita induz desorganizacdo e quebra do citoesqueleto nos tempos finais de
infeccdo (Pereira et al.,1993; Taniwaki et al., 2006). Foi demonstrado que estas
alteracbes no citoesqueleto interferem no influxo de célcio e prejudicam a
contratilidade da célula cardiaca (Pereira et al.,1993; Taniwaki et al., 2006). Da
mesma forma, tem sido relatada reducéo na expressao de conexina 43, proteina de
juncéo celular importante para funcionalidade cardiaca, em cardiomidcitos infectados

pelo parasita ap6s 72h de infeccdo (Adesse et al., 2008).

A associacdo da inflamacédo com a fibrose na cardiomiopatia chagasica esta
bem estabelecida (Laranja et al., 1956; Andrade et al., 1986; Reis et al., 1993; Garg
et al., 2003; Araujo-Jorge et al., 2012). Na infeccdo aguda, citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y e TNF atuam no controle do parasita através da indugao da
producdo de NO (Junqueira et al., 2010). Além disso, altas concentracdes séricas de
TNF foram detectadas no soro de pacientes com a forma cardiaca grave da DC
(Pérez et al., 2011) e em modelos experimentais de infeccdo cronica pelo T. cruzi
que foram correlacionadas com fibrose e disfungéo cardiaca (Pereira et al., 2014b).
O TNF é uma das principais citocinas envolvidas no processo de ativacdo de FCs
em doencas cardiovasculares como hipertensao, infarto do miocéardio e insuficiéncia
cardiaca (Porter & Turner, 2009; Vasquez et al., 2011; Wynn & Ramalingan, 2012) e
levantamos a hipétese de que esta citocina poderia estar envolvida na ativacao de

FCs durante a infeccdo pelo T. cruzi.

Inicialmente avaliamos através de ELISA do sobrenadante das culturas o
efeito dose resposta do TNF sobre os FCs nao infectados e infectados pelo T. cruzi
na producdo desta citocina. Pré-tratamos os FCs 2h antes da infeccdo com
diferentes concentracbes de TNF, que foram mantidas até 24h pdés-infeccdo de
acordo com o protocolo estabelecido pelo nosso grupo em um estudo com astrocitos
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(Silva et al., 2015). Apesar dos FCs serem uma das principais fontes de TNF no
tecido cardiaco (Yokoyama et al., 1999; Shames et al., 2002) nossas analises
demonstraram que no sobrenadante das culturas nédo infectadas ou infectadas pelo
T. cruzi e ndo tratadas com a citocina, as concentracdes de TNF ndo foram
detectaveis. O tratamento com TNF resultou em concentracdes detectaveis, porém
menores que as concentracbes adicionadas da citocina tanto nas culturas nao
infectadas como infectadas, sugerindo que o TNF pode estar sendo consumido e/ou
degradado.

Nosso grupo demonstrou recentemente que a cepa Colombiana do T. cruzi foi
capaz de induzir aumento na expressado génica e na secrecdo de TNF em cultivo
primério de astrdcitos obtidos a partir de camundongos C57BL/6. No entanto, neste
estudo observou-se que o tratamento resultou em maior quantidade da citocina no
sobrenadante das culturas nao infectadas do que nas culturas infectadas com 24h,
sugerindo um mecanismo de consumo de TNF durante a infeccdo. De fato, foi
detectado aumento na expressao do receptor 1 de TNF nos astrécitos infectados o
gue pode explicar este resultado (Silva RR, - dados ndo publicados). Aumento na
expressdo génica de TNF também foi detectado em culturas priméarias de
cardiomiécitos obtidas de camundongos BALB/c ja com 12h de infec¢cdo pelo
parasita (Machado et al., 2000). Desta maneira, como perspectiva faremos a analise
da expresséo génica de TNF e do seu receptor nas culturas de FCs nas diferentes
condicbes experimentais do nosso estudo na tentativa de elucidarmos os
mecanismos envolvidos na diminuicdo das concentracbes de TNF em relacdo as
concentracGes adicionadas. Ou seja, se haveria menor producdo de TNF, maior

consumo da citocina, ou ambos.

Estudos tém demonstrado que as citocinas TNF, TGF-B, IL-18 e IL-6
estimulam a producao de ROS no tecido cardiaco, bem como sao estimuladas pelos
mesmos (Nian et al., 2004). Evidéncias sugerem que ROS podem servir como
moléculas sinalizadoras, ativando ERK1/2 e a producdo de TGF-B, contribuindo
assim para a proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos
(Thannickal & Fanburg, 2000). Concentragbes elevadas de NO estdo associadas a
concentracfes aumentadas de TNF no soro de pacientes e animais cronicamente
infectados e foram correlacionadas com a gravidade da CCC (Pérez-Fuentes et al.,
2007; Pérez et al., 2011; Carvalho et al., 2012), incluindo fibrose (Pereira et al.,
2014b). Neste contexto nos perguntamos se 0 TNF poderia ter alguma influéncia na
producdo de NO pelos FCs néo infectados e infectados pelo T. cruzi. Avaliamos a
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producdo de NO nos sobrenadantes de FCs através do método de Griess. Nas
nossas condi¢cdes experimentais, ndo detectamos NOx em sobrenadantes de FCs,
seja quando estimulados somente com T. cruzi ou TNF, ou mesmo utilizando-se os
dois estimulos ao mesmo tempo. Ja foi demonstrado que o TNF produzido pelos
proprios macréfagos durante infeccdo pelo T. cruzi é capaz de estimular de maneira
autocrina a producao de NO por estas células, agindo em sinergia com IFN-y (Silva
et al., 1995). Machado e colaboradores (2000) através da avaliagdo da cinética de
producdo de NOx em cardiomidcitos infectados e posteriormente tratados com TNF,
assim como nos, ndo observaram efeito na producdo de NOx apés 24h de infeccéo.
No entanto, eles observaram aumento de NOx apds 120h de infeccao,
demonstrando um efeito tardio na producédo desse mediador inflamatério. Contudo,
ao se adicionar outras citocinas juntamente com o TNF (IFN-y e IL-1B), ja a partir de
24h de infeccéo foi possivel observar aumento nos niveis de nitrito no sobrenadante
dos cardiomiécitos (Machado et al., 2000). E possivel que nos FCs, a presenca de
outras citocinas pro-inflamatorias seja necessaria para estimular juntamente com
TNF a produgédo de NO em tempos iniciais de infeccdo. Desde modo, futuramente
pretendemos avaliar a producdo de NO pelos FCs em tempos iniciais e finais de

infeccdo, na presenca de outras citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e TGF-pB).

Nossas analises do efeito do TNF sobre a infeccdo dos FCs pelo T. cruzi
demonstraram que o tratamento prévio com a citocina, mantida durante o periodo de
infeccdo (24h) em trés concentracbes (0,1, 3 e 30 ng/mL) reduziu o nidmero de
células infectadas, sendo que a concentracdo mais baixa apresentou um efeito mais
pronunciado. Além disso, a concentracdo de 0,1 ng/mL reduziu o numero de
parasitas intracelulares, o que nao foi observado com as outras concentragdes,
sugerindo que diferentes concentracdes de TNF podem ter efeitos distintos sobre a
infeccdo. Estes resultados sugerem que o TNF pode estar apresentando nos FCs
um efeito microbicida ja descrito previamente em macréfagos (Silva et al.,1995) e em

cardiomidécitos (Machado et al., 2000).

Dados da literatura demonstram que o TNF esta envolvido na ativacdo de
FCs, através da regulacdo de diferentes processos, como proliferacéo, diferenciacéo
celular, migracdo, secrecao de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 a, IL-1 B e IL-6) e
regulacédo de componentes de ECM, incluindo MMPs e TIMPs (Porter et al., 2004;
Turner et al., 2007; Porter & Turner, 2009). Nesse sentido, iniciamos nossos estudos
avaliando o efeito do TNF sobre a ativacdo dos FCs infectados e nao infectados,
através da analise de diferenciagcdo em miofibroblastos (expressao de a-SMA) e
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expressdo de proteinas de ECM (fibronectina e laminina), por Western Blotting.
Nossos resultados revelaram que o tratamento prévio com TNF nao interferiu na
diferenciagcdo de FCs em miofibroblastos, uma vez que nao alterou os niveis de a-
SMA, tanto nas culturas infectadas quanto nédo infectadas. TNF também né&o
influenciou na expresséo de laminina e de fibronectina pelos FCs, mesmo durante a
infecgdo pelo T. cruzi. Desta forma, decidimos avaliar um outro parédmetro de
ativacdo, a proliferacdo (Baudino et al., 2006). Para tal, realizamos a
imunofluorescéncia para ki-67, marcador de proliferacdo celular (Zcholzhen &
Gerdes, 2000). A adicdo de 3 ng/mL de TNF as culturas ndo infectadas induziu
proliferacdo dos FCs enquanto que as outras concentracdes utilizadas ndo tiveram
efeito sobre estas células (0,1 e 30 ng/mL). O T.cruzi ndo foi capaz de induzir a
proliferacdo dos FCs no tempo de 24h, mas de modo interessante, quando os FCs
foram submetidos aos dois estimulos ao mesmo tempo, TNF e T. cruzi, houve
aumento da proliferacdo nas trés concentracdes da citocina utilizadas (0,1, 3 e 30
ng/mL), sendo este efeito mais pronunciado nas concentracfes mais altas. Assim,
nossos resultados demonstraram que apesar de apenas a infeccdo pelo T. cruzi ndo
interferir na proliferacdo de FCs, ela parece contribuir com o TNF na inducédo de
proliferacdo nestas células. Além disso, mais uma vez, as diferentes concentracoes

de TNF parecem exercer efeitos distintos.

Fazendo um paralelo dos nossos dados com o que ocorre nas formas
indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas cronica, em que observa-se maiores
concentrac6es de TNF no soro dos pacientes conforme o aumento da gravidade da
CCC (Pérez et al., 2011), podemos sugerir gue estas altas concentracdes de TNF
podem levar ao aumento da proliferacdo de fibroblastos cardiacos contribuindo néo
apenas para um maior numero de células que podem albergar o T. cruzi no coracgao,
mas também para a sintese de proteinas de ECM e génese da fibrose cardiaca.
Visto que, estas células séo refratarias a morte por apoptose induzida pela infec¢ao
pelo T. cruzi até o tempo de 96h de infeccdo (de Souza et al., 2003).

TGF-B € uma outra citocina envolvida na ativacdo de FCs (Wynn &
Ramalingan, 2012) e que tem sido associada com a fibrose cardiaca na doenca de
Chagas (Araujo-Jorge et al., 2012). O TNF induz a producdo de TGF-B em
fibroblastos de diferentes origens teciduais (Liew et al., 2013), sendo assim é
possivel que o efeito do TNF na inducdo de proliferagcdo dos FCs observado no
presente estudo, seja devido ao efeito desta citocina na inducao de TGF-f3 nestas
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células, o que futuramente iremos avaliar através de uma cinética de producdo de
TGF-B pelos FCs, durante tratamento com TNF. Mais ainda, o TNF pode estar
induzindo outros processos envolvidos na ativacdo dos FCs que nés nao avaliamos.
Entre eles podemos citar a migracdo celular, regulacdo de MMPs e TIMPs e
secrec¢do de outras citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e IL-1 B (Baudino et al.,
2006; Porter & Turner, 2009).

O fato de nado termos observado alteragcdo na expressdo de laminina e
fibronectina durante o tratamento das culturas com TNF, mas termos observado o
efeito da citocina sobre a infeccdo e a proliferacdo de FCs sugere uma acéo sobre
diferentes processos em um mesmo periodo de tempo do estimulo. Desta forma, a
acdo desta citocina sobre os FCs pode ser dependente ndo apenas da
concentragcdo, mas também do tempo de estimulo, o que demonstra a necessidade
de um estudo do efeito do TNF em diferentes tempos de infecgdo e de tratamento
nestas células. Grotendorst e colaboradores (2004) demonstraram através de um
estudo do efeito de TGF-3 sobre a ativacao de fibroblastos renais que as respostas a
citocina sdo mutuamente exclusivas quanto a proliferacdo e diferenciacdo, ou seja,
células que estao proliferando nao expressam a-SMA e nem proteinas de ECM e
células que estdo diferenciando e sintetizando proteinas de ECM nao estéo
proliferando. Além disso, os autores demonstraram que a proliferacao e dferenciacéo
dos fibroblastos renais sdo controladas pela combinacdo de diferentes vias de
sinalizacao.

Estudos recentes do nosso grupo tém demonstrado que a terapia com o
imunomodulador pentoxifilina reduz a fibrose cardiaca e a expressédo dos receptores
1 e 2 de TNF em linfécitos T CD8" no modelo murino de doenca de Chagas cronica,
além de melhorar a funcéo cardiaca (Pereira et al., 2015). Nosso grupo demonstrou
ainda que o anticorpo anti-TNF (infliximab) foi capaz de reduzir as concentragdes de
TNF no soro de animais cronicamente infectados pelo T. cruzi e a expressao génica
desta citocina no tecido cardiaco, além de reduzir a fibrose cardiaca e melhorar a
fungéo do coragéo (Pereira et al., 2014a).

Nosso estudo demonstrou que o T. cruzi bem como a citocina pro-inflamatoria
TNF, sdo capazes de ativar os fibroblastos cardiacos, possivelmente contribuindo
para a génese da fibrose cardiaca na doenca de Chagas. Portanto, a utilizacéo de
estratégias terapéuticas que inibam a ativacdo destas células seja através de acgéo

tripanossomicida ou do blogueio da ag&o de citocinas como o TNF, possivelmente

66



ird contribuir para a diminuicdo da fibrose cardiaca e a melhora do progndstico dos
pacientes com cardiomiopatia chagésica crénica.
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6. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

Demonstramos que in vitro, de acordo com o protocolo utilizado em nosso
estudo, foi possivel obter um cultivo rico em fibroblastos cardiacos como
caracterizado pela perda de tropomiosina sarcomeérica, um marcador de
células musculares estriadas e pela presenca de DDR2, um receptor de
coldgeno que vem sendo considerado um marcador especifico de fibroblastos
cardiacos. Além disso, as células em cultura apresentam caracteristicas
morfoldgicas tipicas de fibroblastos tais como, formato fusiforme, ndcleo oval

e grande entre outras.

Os fibroblastos cardiacos sé@o capazes de expressar fibronectina, laminina e
~-SMA, demonstrando a funcionalidade destas células em cultura através
da producdo de proteinas de matriz extracelular e da capacidade de

diferenciacdo em miofibroblastos.

Confirmamos dados previamente reportados na literatura, demonstrando que
fibroblastos cardiacos sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi
(cepa Y), e que o parasita é capaz de completar o seu ciclo intracelular nestas

células.

A infeccdo pelo T. cruzi mesmo na auséncia de células do sistema imune é
capaz de ativar fibroblastos cardiacos in vitro através da indugdo de
diferenciacdo destas células em miofibroblastos, como demonstrado através
do aumento de expressdo de ~-SMA, e aumento da producdo de proteinas

de matriz extracelular como fibronectina e laminina.
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5)

6)

7

8)

A infeccéo pelo T. cruzi no tempo de 24h nédo induz em fibroblastos cardiacos
a producédo de TNF e de NO nem mesmo quando as células hospedeiras séo
estimuladas com TNF.

O TNF reduz a infecgéo pelo T. cruzi quando as culturas sédo pré-tratadas e a
citocina € mantida durante o tempo de interacdo com o parasita utilizado
neste estudo (24h). Este efeito foi mais expressivo na menor dose utilizada
(0,1 ng/mL).

O tratamento com TNF tanto nas culturas infectadas como n&o infectadas,
nao induz a diferenciacdo de fibroblastos para miofibroblastos e nem a
expressao de fibronectina e laminina nestas células, porém induz proliferacao
celular que é um importante parametro de ativacédo. A infeccao pelo T. cruzi
em sinergia com TNF favorece a proliferacdo dos fibroblastos cardiacos,
apesar do parasita na auséncia desta citocina ndo induzir a proliferacao
dessas células.

Nossos dados demonstram que o T. cruzi bem como a citocina pro-
inflamatoria TNF, sdo capazes de ativar os fibroblastos cardiacos,
possivelmente contribuindo para a génese da fibrose cardiaca na doenca de
Chagas.

69



7. PERSPECTIVAS

Avaliar o efeito do T. cruzi sobre a proliferacdo de FCs através de um estudo cinético
de infecgao (6h — 72h).

Realizar imunofluorescéncia para ~HSMA, fibronectina e laminina durante cinética
de 6h-72h de infeccao pelo T. cruzi.

Analisar a expressao génica de TNF e do seu receptor nas culturas de FCs nas
diferentes condi¢bes experimentais do nosso estudo, na tentativa de elucidarmos os
mecanismos que levaram a reducdo das concentracdes de TNF nos sobrenadantes
de FCs em relagdo as concentracdes exdgenos adicionadas.

Avaliar a producdo de NO pelos FCs em tempos iniciais e finais de infeccdo, na
presenca de outras citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e TGF-f).

Realizar estudo cinético da producao de TGF- 8 pelos FCs, durante tratamento com
TNF.

Avaliar o efeito do TNF sobre a ativacdo e infeccdo de fibroblastos cardiacos em
diferentes tempos de infeccéo e tratamento, através de WB e imunofluorescéncia.
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