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RESUMO

Fonseca KCB. Influéncia da poluicdo do ar no remodelamento miocérdico na
doenca de Chagas em modelo experimental [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

A doenca de Chagas é uma importante causa de miocardiopatia e insuficiéncia
cardiaca no Brasil. Promove disfungdo miocardica caracterizada por intensa
fibrose a qual esté diretamente relacionada a uma complexa cascata de eventos
como inflamacéao, estresse oxidativo e apoptose. Da mesma forma, a poluicdo
atmosférica leva a ativacdo dessas mesmas vias, intensificando as respostas do
organismo frente a essa agressdo. Nossa hipotese é que a poluicdo poderia
amplificar o estresse oxidativo e a inflamacédo, levando a maior perda de
cardiomidécitos com consequente aumento da fibrose miocardica na
miocardiopatia chagasica. Nosso objetivo foi avaliar o papel da poluicdo do ar no
remodelamento ventricular na doenca de Chagas experimental. Foram utilizados
100 hamster sirio fémeas, divididos em 4 grupos (controle — Ct, controle com
Poluicdo — Ct+P, Infectado — Ch e Infectado com Poluicdo — Ch+P). Os animais
foram infectados com 10° formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi e
expostos a poluicdo por inalacdo de material particulado, produzido pela queima
do diesel. A fragcdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo
(FVCI-VE) e do ventriculo direito (FVCI-VD) foi determinada em cortes
histolégicos, corados com picrosirius red. A analise anatdomica e funcional foi
realizada por ecocardiograma. A avaliagdo da inflamacdo foi realizada por
analise da expressao génica, utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real e
analise proteica por ELISA (IL-10, TNF-a e INF-y). O estresse oxidativo também
foi avaliado por expressdo génica (Nox1, Nox4, MnSOD e iNOS), avaliacdo da
glutationa total, peroxidacao lipidica e producdo de ROS. Avaliamos a apoptose
por expressao génica (BCL2 e CASP3) e pelo método de TUNEL. Os resultados
foram avaliados em 3 fases: aguda, cronica e casuistica total. O acumulo do
colageno intersticial foi maior nos grupos chagasicos em relacdo aos controles
(VE e VD: p<0,05) na casuistica total. Nas fases aguda e crbnica observamos
maior deposicao de colageno no VE do grupo Ch+P comparado ao Ct (p=0,044
e p=0,018, respectivamente). Nao houve interferéncia da poluicdo nos grupos
infectados. Na andlise da geometria do coracédo na fase crbnica mostrou maior
diametro diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo no grupo
ChxCt+P (p<0,05 e p<0,05, respectivamente). J& a fase aguda mostrou maior
dilatacédo do VE no grupo Ch (DDVE: Ch x Ct p=0,003 e Ch x Ct+P p=0,013; e
DSVE: Ch x Ct p<0,05 e Ch x Ct+P p<0,05). Mais uma vez a polui¢do do ar ndo
interferiu nessa variavel. Os parametros da funcéo sistélica do VE, como fragédo
de ejecao (FE) e fragdo de encurtamento (AD), ndo apresentaram piora na fase
cronica (p=0,09 em ambos). Ja na fase aguda observamos alteracdo desses
parametros no grupo Ch comparado aos controles (FE: Ch x Ct e Ch x Ct+P
p<0,01 e AD: Ch x Ct e Ch x Ct+P p<0,05). Os parametros de fungéo diastdlica,



tempo de desaceleracdo (TD p=0,11) e tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV p=0,80), na fase crbnica, ndo apresentaram alteracdo. J4 a variavel da
relacdo E/A apresentou-se menor no grupo Ch (p=0,003). Na fase aguda,
observou-se maior significancia no grupo Ch+P em relacdo ao grupo Ct no
parametro da relacdo E/A e TD (p<0,05 e p<0,01) e TRIV foi significativamente
maior no Ch+P grupo comparado aos demais grupos (p=0,0006). Nao houve
diferencas na analise de fase aguda e cronica quanto ao indice de performance
miocardica. A avaliacdo da inflamacao pela expressao génica (IL-10, TNF-a e
INF-y) foi maior nos grupos chagasicos, tanto na casuistica total como na fase
aguda. A expressao proteica dessas mesmas citocinas foi maior nos grupos
chagésicos apenas na fase aguda. Nao houve amplificacdo da expresséo génica
e proteica influenciada pela poluicdo. A avaliacdo do estresse oxidativo pela
expressao génica (Nox1, MnSOD e iNOS) foi maior nos grupos chagésicos em
comparacao aos controles, tanto na fase aguda como na casuistica total. A fase
cronica ndo apresentou alteracdes significativas em nenhum desses genes. A
avaliacdo da glutationa total bem como a peroxidacéo lipidica ndo apresentaram
diferencas significantes. A analise da producdo de ROS apresentou diferencas
quando comparado o grupo Ch+P aos grupos controles na fase aguda e na
casuistica total (aguda: Ch+P x Ct p<0,01 e Ch+P x Ct+P p<0,05; total: Ch+P x Ct
p<0,01 e Ch+P x Ct+P p<0,01) e na fase crénica observamos diferencas entre os
grupos chagasicos comparado ao Ct (Ch x Ct p=0,037e Ch+P x Ct p=0,028). Em
nenhuma andlise de avaliacdo do estresse oxidativo houve interferéncia da
poluicdo no grupo infectado. Na andlise da apoptose pela expressdo génica
observamos que os grupos infectados apresentaram maior expressao do gene
BCL2 e CASP3 tanto na fase aguda como na casuistica total, sendo significante
na comparacao entre os grupos. Nessas 2 fases o grupo Ch+P apresentou maior
expressao que o grupo Ch, com p marginal de 0,064 (total) e 0,054 (aguda) na
analise de BCL2. A técnica do TUNEL apresentou maior quantidade de células
apoptéticas no grupo Ch+P tanto nas fases total como na aguda, sendo que
nessa ultima obtivemos 2x mais células apoptéticas entre Ch+P x Ch, sugerindo
modulacdo da apoptose pela poluicdo. A curva de sobrevida demonstra alta
mortalidade — 62% dos animais infectados (Ch e Ch+P) nos primeiros 38 dias
apos infeccdo. Concluimos gque a poluicdo do ar ndo aumentou a deposi¢ao de
colageno, ndo piorou a dilatacéo ou funcao ventricular, ndo apresentou alteracdo
das vias da inflamagcéo e do estresse oxidativo, e nem sequer aumentou a
mortalidade nesse modelo de miocardiopatia chagasica. Houve possivel
modulacdo da via apoptotica pela poluicdo que, entretanto, ndo aumentou a
fibrose miocardica nos animais infectados.

Descritores: Doencga de Chagas; Fibrose; Remodelacgé&o ventricular; Poluicdo do
ar; Inflamacéao; Estresse oxidativo; Apoptose.



SUMMARY

Fonseca KCB. Influence of air pollution on myocardial remodeling in Chagas’
disease in experimental model [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2020.

Chagas’ disease is a major cause of cardiomyopathy and heart failure in Brazil.
It promotes myocardial dysfunction that is characterized by fibrosis and which is
directly related to a complex cascade of pathways, such as inflammation,
oxidative stress and apoptosis. As well air pollution leads to intense activation of
these pathways, intensifying the response against this aggression. Our
hypothesis is that pollution could amplify oxidative stress and inflammation,
leading to greater loss of cardiomyocytes with an increased myocardial fibrosis
in Chagas cardiomyopathy. Therefore, our objective was to evaluate the role of
air pollution in ventricular remodeling in experimental Chagas disease. One
hundred female sirius hamsters were divided into four groups (control — Ct,
control with Pollution — Ct+P, Infected — Ch and Infected + Pollution — Ch+P). The
animals were infected with the injection of 10° trypomastigote forms of
Trypanosoma cruzi. The animals were exposed to the inhalation of particulate
matter, produced by burning of the diesel fuel. The interstitial collagen volume
fraction of left ventricle (ICVF-LV) and right ventricle (ICVF-RV) was analyzed in
histological sections stained with Picrosirius red. The anatomical and functional
analysis was performed by echocardiogram. The evaluation of the inflammation
was done by gene expression analysis using real-time RT-PCR and protein by
ELISA (IL-10, TNF-a and INF-y). Oxidative stress also was evaluated by gene
expression using the real-time RT-PCR (Nox1, Nox4, MnSOD and iNOS), total
glutathione, lipid peroxidation and ROS production. We evaluated apoptosis by
gene expression (BCL2 and CASP3) and by TUNEL. The results were evaluated
in 3 phases: acute, chronic and total case series. The accumulation of interstitial
collagen was higher in the chagasic groups (LV and RV: p<0.05) in the total series.
In the acute and chronic phases, we observed greater collagen deposition in the
LV of the Ch+P group compared to the Ct (p=0.044 and p=0.018, respectively).
There was no interference of pollution in the infected groups. In the analysis of
heart geometry in the chronic phase, it showed a larger LV diastolic (LVDD) and
systolic (LVSD) diameter in the Ch x Ct+P group (p<0.05 and p<0.05,
respectively). The acute phase showed greater LV dilation in the Ch group
(LVDD: Ch x Ct p=0.003 and Ch x Ct+P p=0.013; and LVSD: Ch x Ct p<0.05 and
Ch x Ct + P p<0.05). Again, air pollution did not affect this variable. The
parameters of LV systolic function, such as ejection fraction (EF) and shortening
fraction (AD), no worsening of this function was observed in the chronic phase
(p=0.09 in both). In the acute phase, we observed a decrease of this parameters
in the Ch group compared to the controls (EF: Ch x Ct and Ch x Ct+P p<0.01 and



AD: Ch x Ct and Ch x Ct+P p<0.05). The diastolic function parameters, as
deceleration time (DT p=0.11) and isovolumetric relaxation time (IRT p=0.80), in
the chronic phase, no statistical significance was observed, however, E/A ratio
was lower in the Ch group (p=0.003). In the acute phase, we observed higher
values in the Ch+P compared to the Ct regarding E/A ratio and DT (p<0.05 and
p<0.01), and IRT was significantly higher in Ch+P compared to the other groups
(p=0.0006). There were no differences in the analysis of acute and chronic phase
regarding the myocardial performance index. The evaluation of inflammation by
gene expression (IL-10, TNF-a and INF-y) it was higher in chagasic groups, both
in the total series and in the acute phase. The protein expression of these same
cytokines was higher in the chagasic groups only in the acute phase, whereas in
the chronic phase and in the total series there was no significance. There was no
amplification of gene and protein expression influenced by pollution. The
evaluation of oxidative stress by gene expression (Nox1, MnSOD and iNOS) was
higher in chagasic groups compared to controls, both in the acute phase and in
the total series. The chronic phase did not show significant changes in any of
these analyzed genes. The evaluation of total glutathione as well as lipid
peroxidation did not show significant differences. The ROS production analysis
showed differences when comparing the Ch+P group to the control groups in the
acute phase and in the total series (acute: Ch+P x Ct p<0.01 and Ch+P x Ct+P
p<0.05; total: Ch+P x Ct p<0.01 and Ch+P x Ct+P p<0.01) and in the chronic phase
we observed differences between the chagasic groups compared to Ct (Ch x Ct
p=0.037 e Ch+P x Ct p=0.028). None analysis of oxidative stress showed
interference of pollution in the infected group. In the analysis of apoptosis by gene
expression, we observed that the infected groups showed greater expression of
the BCL2 and CASP3 gene both in the acute phase and in the total series. In
these 2 phases, the Ch+P group showed greater expression than the Ch group,
with marginal p of 0.064 (total) and 0.054 (acute) in the analysis of BCL2. The
TUNEL technigue observed a greater number of apoptotic cells in the Ch+P
group both in the total and in the acute phases, with 2x more apoptotic cells
between Ch+P x Ch, suggesting modulation of apoptosis by pollution. The
survival curve shows high mortality as 62% of infected animals (Ch and Ch+P) in
the first 38 days after infection. We concluded that air pollution did not increase
collagen deposition, did not worsen ventricular dilation or function, did not show
changes in inflammation and oxidative stress pathways, and did not even
increase mortality in this model of chagasic cardiomyopathy. There was possible
modulation of the apoptotic pathway by pollution, which, however, did not
increase myocardial fibrosis in infected animals.

Descriptors: Chagas disease; Fibrosis; Ventricular remodeling; Air pollution;
Inflammation; Oxidative stress; Apoptosis.



1. INTRODUCAO




1.1. Historico

A doenca de Chagas é uma moléstia infecciosa de origem parasitaria
causada por um protozoario hemoflagelado denominado Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), sendo os insetos triatomideos 0s principais vetores. Sua descoberta
deu-se no final de 1908, por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, mas sua
descricdo so6 foi divulgada para a comunidade cientifica em abril de 1909*. Um
século depois de sua descoberta, é possivel dizer que é uma doenca desafiadora
e que muitas questdes a respeito da sua patogénese e caracteristicas clinicas
nao sao completamente entendidas, o que impede a elaboracdo de um
tratamento eficaz.

A descricdo das caracteristicas clinicas, o agente causador e o
mecanismo de transmissdo da doenca renderam a Carlos Chagas varios
prémios e, ainda, duas indicacées ao Prémio Nobel (1913 e 1921)2.

O primeiro caso descrito em humano deu-se em uma menina de 2 anos,
chamada Berenice, descricdo essa feita durante uma expedicdo de combate a
malaria, dentro de um vagéao de trem, em um laboratério improvisado. Berenice
faleceu em 1981, tendo sido acompanhada clinicamente ao longo de 20 anos,
sem haver evidéncias de que sua morte pudesse ter sido atribuida a doenca de
Chagas?.

Embora a ocorréncia da doenca de Chagas tenha sido descrita ha pouco
mais de um século, relatos anteriores mostram evidéncias de que ela esteja
presente no continente americano, ha varios milénios. Pesquisas, estudando 283
mumias de aproximadamente 9 mil anos, provenientes do Chile e Peru,
revelaram-se positivas para DNA de T. cruzi, em 40,6% dos casos*.

Um fato historico relevante sobre a doenca de Chagas foi a possibilidade
de Charles Darwin ter contraido a doenca em uma viajem a América do Sul, fato
esse relatado em seu diario como consequéncia da picada de inseto que teria

ocasionado sua morte>.



1.2. Epidemiologia e transmisséao

Reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das
20 doencas tropicais mais negligenciadas no mundo®, a doenca de Chagas tem
sido um grave problema, desde a antiguidade até os dias atuais, sendo de
acentuada relevancia em muitos paises da América Latina.

O namero exato de pessoas contaminadas ndo é plenamente conhecido.
Segundo a OMS, estima-se que existam cerca de 8 milhfes de pessoas
infectadas pelo mundo. Desses, 6 a 7 milhGes estdo em 21 paises da América
Latina’. No Brasil, estimativas divulgadas no Il Consenso Brasileiro em Doenca
de Chagas (2015) apontam que 1,9 a 4,6 milhBes de pessoas podem estar
infectadas®.

Embora a transmissao da doenca de Chagas ocorra predominantemente
através da picada do inseto conhecido, popularmente, como barbeiro, existem
outras formas de transmissédo igualmente importantes: 1) transfusdo sanguinea,
2) transplante de 6rgaos infectados, 3) transmissao oral através de alimentos
contaminados, 4) transmisséo vertical de mée para filho durante a gravidez e
5) contato de feridas, mucosas ou olhos com sangue de pacientes infectados®.

A transmisséo oral € uma forma infrequente de contaminacédo que vem
aumentando o numero de casos da doenca, nos ultimos anos. Embora
originalmente ndo descrito por Carlos Chagas, esse modo de transmissédo se
estabelece em um periodo médio de incubacao de cinco dias e apresenta quadro
clinico mais severo, com sintomatologia grave, além de alta taxa de mortalidade,
devido a uma miocardite aguda pela transmissdo macica de parasitas'®.

No contexto epidemiolégico, a doenca de Chagas aguda, causada por
infeccéo oral foi relatada, na maior parte dos casos, na regido Amazonica sob a
forma de casos e surtos. Segundo o boletim do Ministério da Saude do Brasil,
foram registrados 1.034 casos de doenca de Chagas aguda por via oral no
periodo de 2000 a 2013%!. A maioria desses casos agudos foram surtos
relacionados a ingestao de alimentos contaminados com T. cruzi (acai, bacaba,
carne silvestre como capivara, tatu e gamba), revelando um perfil epidemiolégico
peculiar que, até 0 momento, ndo se manifestou de forma expressiva em areas
tradicionalmente endémicas?!. Dados apresentados pelo Ministério da Salde do
Brasil, entre os anos de 2008 a 2017, evidenciaram o0 aumento anual e



progressivo da forma aguda da doenga de chagas, onde a maioria do total de
casos (2172 casos confirmados) aconteceram no estado do Para (1793 —
82%)%2. Entre os anos de 2005 e 2013, o Ministério da Saude do Brasil
contabilizou 112 surtos em territério nacional, envolvendo 35 municipios da
regido Amazonica. A maioria dos surtos ocorreu nos estados do Para (85 surtos
— 75,9%) e Amapa (14 surtos — 12,5%) e, em menor numero, nos estados do
Amazonas (5 surtos — 4,5%), Tocantins (2 surtos — 1,8%) e Bahia (2 surtos —
1,8%)13.

Em paises ndo endémicos, a ocorréncia da doenca de Chagas comeca a
ser preocupante. Regides que recebem imigrantes latinoamericanos tornam-se
mais susceptiveis a doenca, sendo 0s paises norteamericanos e europeus,
somados a Japdo e Austrdlia, os que mais recebem esses imigrantes*. O
movimento migratorio, proveniente de paises latinos, associados as transfusdes
sanguineas, aos transplante de 6rgaos e a transmissdo materno-fetal, promove
a disseminacédo da doenca?®.

Paises norteamericanos apresentam maior probabilidade de
contaminacdo por doenca de Chagas, uma vez que, além dos movimentos
migratorios, a presenca de transmissdo autdctone aumenta o risco de
contaminacdo. O Texas é um dos estados que apresentam esse tipo de
transmissao e, o Centro de Controle e Prevencéo de Doencas (CDC) estima que
h& quase 37.000 pessoas vivendo com a doenca de Chagas no Texas, embora
a porcentagem de casos transmitidos localmente, versus imigracéo na fronteira,
ainda seja desconhecida'®. Dados do American Community Survey e da
Organizacdo Mundial da Saude apontam uma estimativa de 238.091 casos nos
Estados Unidos, concentrados principalmente em quatro estados (Califérnia,
Texas, Nova York e Flérida), cada um com mais de 10.000 casos?’.

Na Europa, a transmissao por vetores ndo ocorre, Vvisto o inseto ndo estar
presente nesse continente. Com isso, a doenca de Chagas pode ser transmitida
por outros meios, como transmissao vertical, transfuséo de sangue e transplante
de 6rgéos. Dessa forma, 0s movimentos migratérios séo cruciais nesse tipo de
contaminacdo. Na década de 1990, o fluxo macico de migrantes
latinoamericanos para a Europa (especialmente para Espanha, Portugal e Italia)

esteve associado ao aumento dramatico de casos de doenca de Chagas



diagnosticados nesses paises ndo endémicos, com importantes implicacdes
para a salde publica e globalizacdo de uma doenca antes restrita as Américas“.
Estima-se que existam mais de 80.000 mil casos da doenca nesse continente,
corroborando um trabalho publicado em 2014, com média de pessoas infectadas
de aproximadamente 97.556 casos na Europa, com uma grande variagao entre
0 nimero minimo (13.932) e o maximo (181.181) de casos!®1°.

No Brasil, incentivos governamentais de controle da doenca iniciaram-se
a partir de 1975 com acdes sistematizadas de gerenciamento quimico e
notificagdo compulséria®®. Em 1980, houve uma mobilizagdo de controle da
doenca no continente americano, sendo mais acentuada na América do Sul. A
partir disso, foi criado em 1990 um programa de cooperacao internacional,
chamado “Iniciativa Cone Sul”’, que teve por objetivo implantar uma politica de
controle da doenga, reduzindo o numero de novas infecgdes. O cenério
epidemioldgico da doenca de Chagas comecou a mudar movido por medidas de
controle da doenca, alterac6es ambientais, econémicas e sociais, associadas a
maior migracao da populacdo para areas urbanas. A soma dessas acfes levou
alguns paises como Uruguai (1997), Chile (1999), Brasil (2006) e outros paises
da América Central (2009-2010) a receberem o certificado de interrupcao da
transmissdo do T. cruzi por vetores domésticos pela Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS)/Organizagdo Mundial da Saude (OMS)?L.

1.3. Dados clinicos e histologicos

Do ponto de vista clinico, a doenca de Chagas apresenta duas fases
diferentes: aguda e cronica.

A fase aguda € assintomética na maioria dos casos e, raramente,
apresenta manifestacbes como miocardite aguda, derrame pericardico ou
meningoencefalite (1% a 5%). Dura aproximadamente 4 a 8 semanas e a
parasitemia diminui substancialmente a partir de 90 dias. Além disso, sdo poucos
0s casos diagnosticados nessa fase (menos de 10%). Suas manifestacdes
clinicas séo: febre, mialgias, dor de cabeca, edema no local da picada (chagoma)

e inflamacéo préximo a regido ocular, conhecido como sinal de Romafia??. Nessa



fase, o dano ao 6rgdo é secundario a acdo direta do parasita e a resposta
inflamatoria aguda. Achados histopatolégicos mostram a presenca de T. cruzi no
miocardio e em outros tecidos (musculo esquelético e liso). O controle altamente
eficiente do parasita € o resultado de uma intensa resposta inflamatoria com
producao de anticorpos e ativacdo da resposta imune inata (células natural killer
e macrofagos), por citocinas pro-inflamatorias Thl, como fator de necrose
tumoral e interferon vy, além do infiltrado inflamatério??.

Passado o tempo de infeccdo aguda, a parasitemia torna-se baixa, os
individuos evoluem para um quadro de infec¢do crbnica, onde 60% a 70% dos
pacientes infectados permanecem assintomaticos, desenvolvendo a fase latente
ou indeterminada. Essa fase dura aproximadamente 10 a 30 anos, apresenta
sorologia positiva e ndo hé sinais fisicos ou evidéncias clinicas de
comprometimento cardiaco ou digestivo?®. Outros 30%-40% dos individuos
restantes  apresentardo  manifestacbes  cardiacas, digestivas ou
cardiodigestivas??> sendo mais frequente a miocardiopatia chagasica associada
a insuficiéncia cardiaca, arritmias, morte subita, tromboembolismo periférico e
acidente vascular cerebral®*. A principal caracteristica da fase crénica é o dano
tecidual com intensa fibrose cardiaca e dilatagdo ventricular com tendéncia a
formacdo de aneurisma. Achados histopatoldogicos mostram presenca de
miocardite difusa, fibrose, hipertrofia de cardiomiocitos e intenso infiltrado
inflamatério com predominio de linfécitos T CD82%2.

Quando comparada a outras etiologias a cardiopatia chagasica se mostra
com maior depdsito de fibrose miocardica®®>. O coldgeno miocardico
desempenha importantes funcdes que afetam diretamente a morfologia, a
geometria e o desempenho funcional do coracdo. Shirey et al.?®, estudando
pacientes com miocardiopatias, demonstraram pela primeira vez que o aumento
da fibrose miocardica estava relacionado com maior mortalidade. Nunes et al.?’,
por sua vez, considerando pacientes com miocardiopatia dilatada idiopatica e
chagésica, avaliaram, isoladamente, a quantidade de colageno no miocardio e
nao demonstraram relacdo desses dados a sobrevida desse grupo, apesar do
grupo chagasico ter mais fibrose que o idiopatico.

Assim, o remodelamento cardiaco € um mecanismo complexo que
participa, isoladamente ou em associa¢géo com outros fatores, da progresséo das
miocardiopatias. A avaliacdo isolada da quantidade de coladgeno miocardico



intersticial € uma parte desse conjunto, devendo outras variaveis serem
consideradas.

1.4. Fisiopatologia da doenca de Chagas

¢ Inflamacéo, estresse oxidativo e apoptose

A doenca de Chagas tem sido considerada uma patologia complexa e
multifatorial que envolve muitas vias interligadas e, embora o conhecimento
pleno dos mecanismos envolvidos permaneca desconhecido, acredita-se que o
processo inflamatorio, aliado ao estresse oxidativo, causando morte celular
programada (apoptose), seja importante contribuinte para disfuncdo e
patogénese durante a infecgdo cronica da doenca de Chagas?®. Algumas teorias
foram propostas para explicar o desenvolvimento da miocardiopatia chagéasica,
durante a fase crénica, como inflamacéao, autoimunidade, disautonomia e dano
microvascular?®. Nesse sentido, a importancia de eicosanoides, imunidade inata,
citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) tém sido
amplamente estudados®°.

No que se refere ao processo inflamatério, o desequilibrio entre fatores
pré e anti-inflamatorios tem sido estudado e causa consequéncias profundas na
progressdo da miocardiopatia chagasica. Modelos experimentais de infeccdo
por T. cruzi tém fornecido importantes informacdes a respeito do mecanismo de
ativacao celular, controle do parasita e desenvolvimento da doenca de Chagas
crénica?®3l, Tais estudos demonstraram, na fase aguda, grande producdo de
citocinas pro-inflamatorias como interleucina 12 (IL12), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y), que controlam a parasitemia pelainducgéo
da producéo de 6éxido nitrico (NO)3°. A IL12 estimula a sintese de IFN-y que, em
associacdo com TNF-a, estimula o macréfago a produzir ROS e espécies
reativas de nitrogénio (RNS). Estas moléculas irdo ajudar a controlar o
parasitismo, induzindo a producdo de O6xido nitrico®°. Nesta fase, tal via de
resposta se mostra fundamental, quando da evolucdo na defesa contra o

parasita.



J& na fase cronica, quando ocorre a doenca miocéardica, nota-se intensa
inflamacéo, responsavel pela destruicdo das fibras miocardicas. O processo
inflamatorio precisa ser intensamente regulado, visto que a desregulacdo desse
processo pode causar um efeito deletério ou mesmo fatal na doenca de Chagas.
Essa inflamacéo é caracterizada pela presenca de macrofagos (50%), linfocitos
B (10%) e T (40%), sendo a maioria CD8. As células T, do infiltrado cardiaco de
pacientes com miocardiopatia chagasica produzem, predominantemente, IFN-y
e TNF-a que promovem diretamente o dano miocardico, evoluindo para
disfuncdo®2. Tem sido relatado que os mecanismos regulatérios mantém uma
resposta imune atenuada em pacientes chagasicos e, em contrapartida, a
producado excessiva de IFN-y e a falta de regulagao pela IL10 estdo associadas
a progressao da fibrose miocardica e remodelamento®3. O IFN-y é a principal
citocina responsavel pelo controle do parasitismo na fase aguda e também
responsavel por manté-lo em niveis baixos na fase cronica. Além disso, nessa
fase sdo descritas a supressdo de citocinas tipo Th2 (principalmente IL4 e
IL10)%0. Ocorre, também, a liberacdo de quimiocinas e Oxido nitrico que
participam da agressdo tecidual. Essa agressao associada a presenca de
T. cruzi, faz com que se perpetue a resposta inflamatdria e intensifique a perda
de midcitos, iniciando uma substituicdo dessas células por colageno e formando
intensa fibrose e remodelamento cardiaco®*.

Por ser caracterizada por intensa inflamacdo, a doenca de Chagas
também promove grande estimulo ao estresse oxidativo, visto que essas duas
vias estdo relacionadas a um mecanismo de retroalimentacdo. Os processos
patolégicos crbnicos e a inflamacdo progressiva podem levar a alteracdes no
estado antioxidante ou, em outras palavras, ao estresse oxidativo ou
desequilibrio redox®. Durante a infec¢do pelo T. cruzi, o0 miocardio é exposto a
injuria celular direta, além da ativacao da via inflamatéria e liberacdo de ROS
gue contribuem para a progressao da doenca. A principal causa do estresse
oxidativo € o aumento da liberagdo de ROS, como O2, HO e peroxido de
hidrogénio, que estimulam a formag&o de mediadores inflamatorios (citocinas e
quimiocinas) como TNF-a e INF-y36:37. O TNF-a estimula a producéo de 6xido
nitrico sintase (iNOS) aumentando a producéo de 6xido nitrico (NO). De forma

geral, o NO atua no relaxamento ventricular e na contratilidade do corag&o. Seu



aumento resulta em aumento do estresse oxidativo do coracdo, impedindo a
ativacdo das vias antioxidantes®,

Em resposta a producéo de ROS no organismo séo expressas enzimas
antioxidantes que diminuem o efeito danoso causado pelas ROS. As principais
enzimas antioxidantes envolvidas nesse processo sdo superoxido desmutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidoxina (Prx) e glutationa peroxidase (GPx). A
isoforma mitocondrial da superoxido dismutase do manganés (MnSOD)
representa 70% da atividade do SOD no coracédo e 90% em cardiomiocitos. Além
disso o gene MnSOD ¢é considerado protetor, uma vez que regula o efeito nocivo
causado pelas citocinas TNF-a e INF-y. A importancia do MnSOD na regulacéo
das vias oxidantes foi demonstrada em camundongos, cujo gene SOD2 foi
deletado e isso acarretou diminuicdo da expressao e da atividade de MnSOD,
com consequente aumento das ROS e por sua vez aumento do dano oxidativo
do miocardio na doenca de Chagas®.

Associado a injuria causada pela inflamacgéo e pelo estresse oxidativo, a
apoptose, estimulada por essas duas vias, tem se mostrado importante no
processo fisiopatolégico da perda de midcitos cardiacos, com consequente

reposicao por fibrose e perda da geometria e funcao.

1.5. Poluicao do ar

Atualmente, muito tem se falado a respeito de urbanizacao e crescimento
industrial. O avanco tecnoldgico trouxe consigo uma intensificacdo na
guantidade de poluentes emitidos na atmosfera. Em geral, os veiculos
automotores sdo os principais causadores dessa poluicao.

Nas areas metropolitanas, a poluicdo do ar tem sido uma ameaca a
qualidade de vida e saude dos seus habitantes. De acordo com a OMS, ocorrem
mais de 7 milhdes de mortes por ano, acarretadas pelos efeitos da poluicdo
urbana®®. Mais de 80% das pessoas, que vivem em &reas urbanas que
monitoram a poluicdo do ar, estdo expostas a niveis de qualidade do ar que
excedem o nivel da diretriz da OMS de 10 pg/m?, com paises de baixa e média
renda sofrendo as maiores exposi¢cdes. As recomendacgdes de qualidade do ar
da OMS exigem que 0s paises reduzam sua poluicédo do ar para valores médios
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anuais de 20 pg/m? (para MP1o) e 10 ug/m3 (para MP25)%°. A manutencdo dos
niveis elevados contribui, significativamente, para o aumento das doencas
cardiovasculares e morte*’. Mais da metade dessas mortes ocorre em
populacées de paises em desenvolvimento e grandes metropoles.

O Brasil, como todos o0s paises emergentes, possui um crescimento
exacerbado das regides metropolitanas e um aumento expressivo da frota
automotiva composta por 103.363.180 veiculos automotores, segundo dados
emitidos em maio de 2019 pelo Departamento Nacional de Transito —
DENATRAN#2,

O estado de S&o Paulo vive o0 mesmo problema pois detém grande parte
da frota automotiva do pais. Os dados do DENATRAN apontam uma frota
automotiva de aproximadamente 29,7 milhdes veiculos, incluindo motocicletas e
motonetas (5,6 milhdes), automdéveis (18,6 milhdes), dnibus, micro-6nibus e
caminhdo (971 mil), comerciais leves (3,3 milhdes), outros (1,23 milhdes)*2.

As emissdes causadas pelos veiculos automotores trazem consigo
diversas substancias toxicas que podem produzir efeitos nocivos a saude. Essa
emissao é composta de gases como monoéxido de carbono (CO), 6xidos de
nitrogénio (Nox), hidrocarbonetos (HC), 6xidos de enxofre (Sox) e material
particulado (MP), entre outros*3,

Um dos grandes causadores da poluicdo atmosférica sao os veiculos
automotores abastecidos a diesel, responsaveis pela emissao de particulas
toxicas, cancerigenas e mutagénicas, sendo o material particulado (MP), 0z6nio,
dioxido de nitrogénio e o dioxido de enxofre os materiais que mais causam danos
a saude**. Dentre os poluentes citados, talvez nenhum seja tdo agravante quanto
a poluicdo por material particulado, que € constituido por particulas sélidas e
liquidas de didmetros variados. Seu potencial causador de maleficios a saude
estd diretamente relacionado ao tamanho da particula inalavel e, portanto,
quanto menor a particula, maiores os efeitos adversos a satde*3.

Segundo classificacdo da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
— CETESB, o termo poluente significa “qualquer substancia presente no ar e que,
pela sua concentragdo, possa torna-lo improprio, nocivo ou ofensivo a saude,
causando inconveniente ao bem estar publico, danos aos materiais, a fauna e a
flora ou prejudicial a seguranca, ao uso e gozo da propriedade e as atividades

normais da comunidade™3. Dentre esses poluentes estad o material particulado
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(MP) que é constituido de poeiras, fumacas e todo tipo de material solido e
liquido que se mantém na atmosfera por causa de seu tamanho pequeno. O MP
é classificado por tamanho e, consequentemente, pelo seu potencial de causar
doencas: particulas inalaveis grossas (MPio) que apresentam diametro
aerodinamico entre 2,5 e 10 um e podem se alojar nas vias superiores do sistema
respiratério ou alcancar os alvéolos pulmonares; particulas inalaveis finas (MP2,5s)
cujo diametro aerodinamico é compreendido entre 0,1 e 2,5 um e tém alto poder
de penetracdo no sistema respiratorio, atingindo mais facilmente os alvéolos
pulmonares e particulas inalaveis ultrafinas (MPo,1) com diametro inferior a
0,1 pm*,

Atualmente, muitos trabalhos tém associado a poluicdo atmosférica a
ocorréncia de doencas cardiovasculares por diferentes mecanismos, como
estimulo a inflamacéo, ao estresse oxidativo e a apoptose**4647. Trabalho
desenvolvido pelo nosso grupo, associando poluicdo atmosférica ao
remodelamento cardiaco, demonstrou aumento de fibrose miocardica em
animais saudaveis*,

1.6. Mecanismo de lesao pela poluicao

e Inflamacéo, estresse oxidativo e apoptose

A poluicdo do ar, constituida principalmente por particulas finas derivadas
da combustdo, € um componente importante e apresenta o maior efeito
cardiotoxico. O MP25 é especialmente toxico devido a sua capacidade de
penetrar nos alvéolos pulmonares e ativar mdltiplos mecanismos
fisiopatoldgicos*. A queima do diesel € um dos principais contribuintes para a
poluicéo do ar e consiste em componentes particulados e gasosos. Particulas de
diesel podem representar, aproximadamente, 90% das MP25, nas principais
cidades®.

Os mecanismos fisiopatologicos basicos, pelos quais MP2s promove a
doenca cardiovascular, foram estudados extensivamente em humanos e
modelos animais. O mecanismo mais aceito € o da inalacdo de MP2;s pelos
pulmdes, promovendo uma resposta inflamatéria local, transmitindo tal resposta

para a circulacdo, onde os mediadores solluveis e celulares podem promover o
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estresse oxidativo vascular sistémico e a inflamacéo que afetam o coragao e a
vasculatura®®,

O processo inflamatério é facilmente ativado, quando estimulado pela
poluicdo. Atualmente, as especulacfes estdo voltadas para a ideia de que a
poluicdo do ar, através de particulas finas (MP25), poderia causar alteracdes
inflamatérias e remodelamento tecidual®®. Estudos experimentais sugerem que
a deposicdo de material particulado nas células epiteliais que revestem as vias
aéreas pode ativar a cascata de sinalizacdo inflamatoria e, ainda, alterar as
respostas dos sistemas imunolégico e inflamat6rio®>*.

No coracao, o processo inflamatorio associado ao estresse oxidativo, tem
sido sugerido como efetor da lesdo por desempenhar importante papel na
toxicidade por material particulado. A resposta inflamatoria, além de estar
intimamente associada a esse estresse, também age como fator estimulante do
remodelamento cardiaco, atuando na formacéao de fibrose®!. Duas vias ligadas a
formacdo da fibrose sdo TGFB-1 e TNF-a que estimulam formacédo de colageno
tipo | e lll, sendo mediadores da fibrinogénese. A sintese dessas duas citocinas
inflamatdrias é estimulada pelas ROS no miocardio agredido e, de forma
reciproca, elas estimulam e perpetuam o estresse oxidativo.

Muitos trabalhos correlacionam o aumento do material particulado
levando ao estresse oxidativo que, por sua vez leva a inflamacao, aumentando
a possibilidade de lesdo em individuos susceptiveis. O estresse oxidativo e a
inflamacéo trabalham, concomitantemente, em um processo de retroalimentacao
e tém sido foco de trabalhos de muitos pesquisadores estudando doencas
pulmonares e cardiacas, entre outras>>>*. O principal efeito danoso do material
particulado respiravel e toxico esta centrado nesse estresse oxidativo. A
capacidade das particulas de penetrar no sistema respiratério e atingir outros

tecidos, a fim de gerar ROS e outros agentes oxidantes, é sugerida por ser o

principal fator envolvido em seu alto potencial patogénico®. O estresse oxidativo
promove danos as biomoléculas pelo desequilibrio entre agentes pro-oxidantes
e antioxidantes e é considerado o fator responsavel pelo aumento de diversas
doencas através da inflamacéo, principalmente quando expostos ao material

particulado. As ROS sédo amplamente estimuladas pela poluicdo atmosférica e

podem causar danos irreparaveis a nossa principal biomolécula — 0 DNA>*®’.
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Associado a apoptose e a necrose, 0 estresse oxidativo e a inflamac¢ao causam
a perda dos midécitos que leva ao remodelamento estrutural do miocérdio com
fibrose intersticial e perivascular.

Portanto, sendo a doenca de Chagas uma doenca que promove a
ativacao de uma complexa cadeia de eventos com intensa inflamagao, estresse
oxidativo, apoptose e intensa fibrose intersticial miocérdica e a polui¢céo do ar,
um fator importante no estimulo destas mesmas cascatas de eventos, nossa
hipétese é que a poluicdo amplificaria a resposta destas vias, estimulando o
estresse oxidativo e a inflamacéo, e promovendo maior perda de cardiomidcitos.
Assim, a poluicdo aumentaria a fibrose miocardica reparativa nos animais com
doenca de Chagas e levaria a um pior remodelamento estrutural, geométrico e

funcional do coracéo.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da poluicdo do ar no remodelamento ventricular na doenca

de Chagas experimental.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a acdo da poluicdo do ar no coracdo de hamsters chagasicos em
relagao a:

e deposicao de colageno intersticial no miocardio
e funcdo ventricular sistélica e diastolica

¢ inflamacgéao

e estresse oxidativo

e apoptose

e mortalidade



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Modelo experimental

Foram estudados 100 hamsters sirios (Mesocricetus auratus) fémeas,
com idade entre 6 e 8 semanas. A quantidade de animais foi determinada a partir
do célculo do tamanho amostral. A variavel utilizada no calculo foi a fibrose
miocardica, considerando a diferenca esperada entre os grupos de 1 desvio
padrao, o nivel de significancia de 5% e poder estatistico de 95%, alcancando
assim um tamanho amostral minimo de 44 animais (11 em cada grupo). Além
disso, considerando mortalidade de aproximadamente 55% no modelo de
Chagas e nenhum efeito da poluicdo nessa variavel, chegamos ao numero de
25 animais por grupo. Os animais foram adquiridos da Empresa Anilab Animais
de Laboratério, Criacdo e Comércio Ltda e foram alocados no biotério do Instituto
de Medicina Tropical — IMT-FMUSP, mantidos em gaiolas apropriadas com 5
animais, racdo e agua ad libitum, sendo todos identificados com chip subcutaneo
para garantir a diferenciacdo de cada animal/grupo. Além disso, 0s animais
foram mantidos em estante ventilada com filtros de purificacdo de ar, para
garantir ar filtrado aos grupos.

O protocolo seguiu rigorosamente as normas e critérios de cuidados em
experimento animal definidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizac&o
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA — CONCEA) e pelo Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council)>®>°.

Esses animais foram divididos em 4 grupos:

v grupo controle ndo exposto a poluicédo (Ct) — 25 animais

v grupo controle exposto a polui¢éo (Ct+P) — 25 animais

v grupo chagésico ndo exposto a poluicdo (Ch) — 25 animais
v grupo chagasico exposto a poluicdo (Ch+P) — 25 animais

3.1.1. Obtencao dos parasitas e infec¢cdo dos hamsters

Os hamster chagasicos foram infectados via intraperitoneal, com
10° formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Y, diluidas em solucdo salina. A
cepa, ja estabelecida, foi cedida pelo Laboratério de Imunologia das Doencas
Infecciosas-Chagas do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV da Universidade de

Sé&o Paulo. Para obtencdo dessa forma tripomastigota em suspenséo, para a
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infecgdo dos hamsters, foram infectados camundongos BALB/c com cultura de
cepa Y de T. cruzi e, apés um periodo de 7 dias, os camundongos foram
submetidos a um processo de sangria total para obtencdo das formas
tripomastigostas sanguineas. Os animais considerados controles eram animais
sem doencas cardiacas pré-existentes e que receberam solucdo salina, ao invés

de cepas de T. cruzi, simulando o mesmo processo dos hamsters doentes.

3.1.2. Periodo de infeccéo e eutanasia

Os animais foram avaliados durante 10 meses apos a infec¢do. Nesse
periodo, foram observados diariamente e 0s que apresentavam
comprometimento de movimento, pelagem ou perda de movimentacdo foram
eutanasiados. Aos 60 dias de protocolo, definido como fase aguda, 10 animais
do grupo controle foram sacrificados para servir como controle dessa fase.

A eutanasia dos hamsters, tanto apés o periodo de 10 meses como
anterior a esse periodo, foi realizada sob anestesia com associacdo de ketamina
50 mg/kg e xylazina 10 mg/kg na regido intraperitoneal. Foi realizada laparotomia
mediana, com dissec¢do e puncao da veia cava, além da administracao de
solucdo com cloreto de potassio (soro fisiolégico 0,9% 80 ml + KCI 19,1% 20 ml)
administrada, por via intracardiaca, até a parada do coracao.

ApOs a eutanasia, os animais foram colocados em sacos brancos
devidamente identificados e armazenados em camara fria para posterior coleta

pelas empresas especializadas.

3.1.3. Exposicéo a poluicdo — gerador de particulas do diesel

O sistema de geracdo de particulas poluentes tem por objetivo expor
pequenos animais a inalacdo aguda, a partir da queima de combustiveis como o
diesel e, ainda, realizar a quantificacdo de material particulado MP2s (Figuras 1
e 2). Esse sistema esta alocado no Laboratorio de Poluicdo na Faculdade de
Medicina da Universidade de S&ao Paulo.
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Figural -

Sistema de exposicado ao ar filtrado (AF) e a exaustédo do combustivel diesel

MP2;5: material particulado com didmetro < 2,5 ym; NO: 6xido nitrico; NOz2: diéxido de
nitrogénio; Ipm: litros por minuto; PI: presséo interna. Imagem cedida e desenhada por
Paulo Afonso de André

Figura 2 -

Concentrador de diesel e cAmara de exposi¢cado

Os animais foram alocados em camaras de exposi¢ao, onde os gases

resultantes da queima do diesel foram conduzidos, a fim de proceder a exposi¢cao

a poluicdo. Esses gases foram produzidos pelo gerador de energia a diesel

(BD-2500, China). Os hamsters permaneceram nessa camara para exposi¢ao

aguda, por inalacéo, desses gases®°.

Os gases poluentes resultantes da queima do diesel: mondxido de

carbono (CO), hidrocarbonetos (HC), 6xido de nitrogénio (Nox), material
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particulado (MP) e éxido de enxofre (Sox) foram conduzidos até a camara de
exposicao, por tubos de distribuicdo, associados a uma mistura de ar ambiente
filtrado em 98% por um filtro de ar mecéanico e quimico (modelo ECU-100, Purafil,
EUA). Essa mistura foi utilizada para diluir os gases resultantes da queima do
diesel, com a fun¢éo de reduzir a dosagem de intoxicacdo, de modo a garantir a
sobrevida animal. Os animais controles foram expostos apenas ao ar filtrado e,
para tanto, a valvula de abertura dos gases provenientes da queima do diesel foi
fechada. A exposicéo foi realizada 2 vezes por semana, durante 2 horas cada
exposicdo. Durante o periodo de exposi¢cado os animais foram monitorados em
tempo real verificando a concentracao de MP2;s (TrakPro verséo 3.6.1.0, EUA),
emissfes de CO (ToxyPro), emissdo de NO (6xido nitrico), NO2 (di6xido de
nitrogénio) e O3 (0zodnio) pressao dentro da camara de exposicao, nivel de ruido
(decibelimetro digital), temperatura e umidade relativa (termohigrémetro digital,
modelo DHT-2000, Brasil). A concentracdo de MP2s5 dentro da camara de
exposicdo foi controlada e mantida em 600 ug/m2. Os animais receberam, via
inalagdo, quantidade de MP2s correspondente a dose que depositaria nos
pulmdes durante 24 h de exposi¢cdo, em um ambiente de movimentado transito
veicular, em um grande centro urbano como Sao Paulo, com média diéria de

MP25 de aproximadamente 25 pg/m3 ¢4,

3.2. Material coletado

v Sangue — separacdo de soro e plasma

v Coracao — pelo processo de toracotomia mediana, o coracéo foi
removido e dividido em 3 partes: base, por¢cdo média e ponta. A base e a
ponta foram congelados em nitrogénio liquido e a porcdo média foi
mantida em formol 10% e, posteriormente, emblocada em parafina.

4 Figado, rins e pulmdes — coletados em formol e congelados.

3.3. Andlise morfolégica

O coracao emblocado em parafina foi submetido a cortes transversais em
seccOes de 4 um de maneira a analisar os ventriculos direito e esquerdo

separadamente. Os cortes foram colocados em laminas silanizadas, para evitar
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deslocamento dos mesmos durante os procedimentos histolégicos. Foram
corados por picrosirius red e, posteriormente, realizada a analise morfométrica
para a quantificacdo da fracdo do volume de colageno intersticial (FVCI). Para
tanto, foi utilizado o programa Qwin Image Processing and Analysis Software
(Leica Microsystems Cambridge Ltd.) acoplado a microscopia Otica. A
quantificacdo da fracdo da é&rea de colageno intersticial foi determinada
calculando-se a porcentagem da area de colageno sobre a area total do
miocardio, analisando-se todos os campos de um corte, utilizando-se a objetiva
de 5x 6L,

3.4. Ecocardiograma

Ecocardiograma transtoracico modo M, bidimensional e Doppler pulsado
foi realizado utilizando-se o aparelho GE Vivid E9 com transdutor de frequéncia
de 4 a 12 MHz. Os exames foram realizados por examinador cego aos grupos
estudados. O padrédo de contracdo regional e global foi avaliado em tempo real
nos cortes paraesternal longitudinal e transverso do ventriculo esquerdo (VE).
As dimens0es cardiacas sistdlicas e diastdlicas foram analisadas pelo modo M.
A funcé@o ventricular sistdlica foi calculada pela fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (método de Teichholz) e pela fragdo de encurtamento do VE (AD)%2.

A funcéo diastdlica foi avaliada pela andlise das velocidades da onda E,
onda A, relacdo E/A, tempo de desaceleracéo (TD) e tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) ao Doppler pulsatil do fluxo de via de entrada do VE.

Foi calculado o indice de performance miocardica (IPM ou indice Tei) do
ventriculo esquerdo, conforme segue: IPM = (TCIV + TE + TRIV) — TE/TE, onde
TCIV corresponde ao tempo de contracdo isovolumétrica, TE corresponde ao
tempo de ejecdo e TRIV corresponde ao tempo de relaxamento isovolumétrico
avaliados ao estudo Doppler da valva mitral e da via de saida do VE®2.

O ecocardiograma dos animais foi realizado de acordo com as
recomendacdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia. Os animais foram
submetidos a esse procedimento no inicio do estudo, no 1° e no 10° més apés a
infeccdo. O exame foi realizado sob sedagdo com combinacédo de ketamina
(50 mg/kg) e xylazina (10 mg/kg) via intraperitoneal. A realizagdo do
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ecocardiograma seguiu a padronizacdo em pequenos roedores. Foram
considerados valores normais de referéncia os resultados advindos da analise

ecocardiogréafica do grupo de animais sadios designado controle®3,

3.5. Andlise da expressao génica —técnica PCR em tempo real
3.5.1. Isolamento do RNA total

Apoés o sacrificio dos animais, o tecido cardiaco (apice) foi retirado e
imediatamente congelado em nitrigénio liqguido. O RNA total foi extraido,
utilizando-se miRNeasy Mini Kit (Qiagen, EUA), conforme instru¢bes do
fabricante. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese e sua
concentracdo determinada por meio de leitura em espectrofotdbmetro no aparelho
Qubit (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA). O RNA isolado foi armazenado a -80°C

e uma aliquota foi utilizada para a transcri¢cao reversa.

3.5.2. Transcricéo reversa: sintese de DNA complementar (cDNA)

Para cada 12,0 pL contendo 1,0 pg de RNA a ser reversamente transcrito
foram adicionados 0,5 uL de Oligo dT (0,5 pg/uL, Invitrogen), 0,5 yL de Random
Hexamers (50 ng/pL, Invitrogen) e 1,0uL de solugdo com mistura de dNTPs
(10mM, Invitrogen). Este produto foi incubado, por 5 minutos, a 65°C para sua
denaturagéo e, em seguida, foi imediatamente resfriado (etapa realizada no gelo)
por 2 minutos.

A seguir, foram adicionados a cada amostra 4,0 uL do tampéao de sintese
5x (RT Buffer, Invitrogen), 2,0 yL de DTT 0,1M (Invitrogen), 1,0 pyL de inibidor de
Rnase (RNaseOUT 40U/uL, Invitrogen) e, por fim, 1,0 yL da enzima transcriptase
reversa (Superscript Il Reverse Transcriptase 200U/pL, Invitrogen), totalizando um
volume final de 20 pL de reacédo. Cada amostra foi levemente homogeneizada e,
novamente, incubada por 2 minutos a 42°C, e por 15 minutos a 70°C.

Ao final da reacdo, as amostras apresentavam concentracdo final de
50 ng/uL (1000 ng de RNA em 20 yL de volume total). Foram diluidas na

proporcao 1:5 e armazenadas em -20°C.
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3.5.3. Andlise da expressédo génica por PCR quantitativo em tempo real
(qRT-PCR)

A expressao génica das citocinas anti e pré-inflamatérias (IL10, IFN-y e
TNF-a), dos genes da apoptose anti e pré-apoptoticos (BCL2 e CASP3) e
estresse oxidativo (NOX1, NOX4, MnSOD e iNOS) foi analisada pela técnica de
PCR gquantitativo em tempo real. O sistema de emisséo de luz selecionado para
o estudo foi o TagMan que utiliza, além dos primers, sondas fluorescentes para
a deteccdo e quantificacdo do produto de PCR. Esse tipo de deteccdo €
altamente especifico, ndo necessitando de padronizacdo da reagdo. Os
oligonucleotideos foram desenhados e sintetizados pela empresa Thermo Fisher
Scientific (USA).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems Life Technologies, EUA) com software que gera
um grafico de intensidade de fluorescéncia em fungcdo do nimero de ciclos de
amplificacdo. Um limiar (threshold) é definido automaticamente, no qual a
intensidade de fluorescéncia é estatisticamente diferente da fluorescéncia de
fundo (background) e a curva apresenta a fluorescéncia da amplificacédo
aumentando exponencialmente. O numero do ciclo, cuja fluorescéncia da
amostra intercepta o threshold, é chamado Ct (cycle threshold).

Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e consideradas
aceitaveis quando apresentaram desvio padrdo <0,5 ou quando apresentaram
diferenca de Ct <1. Cada reacao apresentava volume final de 20 pL, constituidos
de 10 pL do reagente TagMan Gene Expression Master Mix 2x (Applied
Biosystems); 6,0 uL de agua MilliQ; 1,0 pL do sistema TagMan Gene Expression
Assays 20x (Applied Biosystems) especifico para cada gene-alvo a ser analisado,
e um para cada gene normalizador (GAPDH e [-actina); no final foram
adicionados 3,0 uL de cDNA diluido (1:5). As condicbes de termociclagem
seguiram os parametros do aparelho, ajustados para um pré-aquecimento a
50°C por 2 minutos, denaturacgéo inicial a 95°C por 10 minutos, seguidos de
40 ciclos a 95°C por 15 segundos de denaturacdo e 60°C por 1 minuto de
anelamento dos primers e extensao.

A expressdao génica foi calculada pelo método Ct comparativo

demonstrado, descrito por Livak e Schmittgen (2001)%4. O valor de ACt equivale
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a diferenca entre o Ct do gene de interesse e o Ct do gene normalizador. A

diferenca entre os valores de Ct (ACt), entre as amostras para cada gene-alvo,

apos normalizacdo pelo Ct do gene de expresséo constante (housekeeping gene

ou endogenous control gene), reflete sua expressédo diferencial. A Tabela 1

mostra o detalhamento e sequéncia dos primers e sondas dos genes de

interesse e dos genes normalizadores utilizados nesse estudo.

Tabela1l- Sequéncia de primers e probes

Gene

Primers e Probes

Fragmento

ID Thermo

IL10

: CCAGAAATCAAGGAGCATTTGAA
: GAAGACCCTCAGGAGGCAACT
: TCCCTAGGAGAGAAGC

62 pb

APYMJ2F

IFN-y

: GCGTTGGCCTAGCTCTGAGAT
: GCAGAGCAACAAAGCCAAGAT
: ATGCACACCACACGTT

79 pb

AP322R7

TNF-a

: ACACTGTCAGCCGCATTGC
: TGGCGGACAGGAGGTTGA
: TGTCCTACGAGGATAAC

57 pb

APAAAVP

MnSOD

: GACACTGCGTTTCTGATTTTGC
: GGTCATTTCCACAGTGCACAA
: CAGTGTTTGCACATGGA

68 pb

APDJXZJ

INOS

: CAGCCTGTGAGGCGTTTGAT
: AGCGTTTCGGGATCTGAATG
: TCCGAAGCAAACATC

57 pb

AP9HIGY

NOX1

: GCAACCGCACACTGAGGAA
: TGCCACCAGCTTATGGAAGAT
: CCATTGGATCACAACCT

59 pb

APZTEMD

NOX4

: CTGAATGCAGCAAGATACCAAAA
: CCGTCAGACCCGGAACAG
: TCCTAGAAAGCTTCTCTTCACA

70 pb

AP47WC4

BCL2

: CCTCTGTCGTGCTCTTGAGATCT
: ACGGTTTGGCTTCACTGAAAA
: CAATTGGGATTCCTACGAAT

70 pb

AP2WT77A

CASP3

: CCGGAAGGTGGCAACAGA
: TTTGCATGAAACGTGGAGTCA
: TTTGAGTCCTTTTCCC

57 pb

AP7DPW2

GAPDH

: TGCTGGTGCCGAGTATGTTG
: GTGGGCCCCAGCCTTCT
: TCTACTGGCGTCTTCA

67 pb

APCE4FM

Beta Actina

T 0 M|V X T|T0V XTIV XTIV O T[T O T TVTHOT|TVTXOT|TVIOT|TVTIOTTOTAOT

: TCCCCCTGAGCGCAAGTAC
: GTGGACAGTGAGGCCAGGAT
: TGTGTGGATCGGTGGC

60 pb

APXGRGH
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3.6. Andlise da expressao proteica - Técnica de ELISA

A determinacao proteica pela técnica de ELISA foi estudada no tecido dos
animais para andlise da inflamacdo. A quantificacdo proteica das citocinas
inflamatorias (IL10, IFN-y e TNF-a) foi realizada através de kits comerciais da
empresa MyBioSource (San Diego, California, USA), seguindo rigorosamente
orientacdo da descricdo do fabricante. Na Tabela 2, estdo descritas as citocinas

inflamatorias avaliadas e seus respectivos kits.

Tabela 2 - Kits das citocinas inflamatérias

Citocina Kit Elisa - n° catalogo Faixa de deteccéo
IL10 MBS023537 3,12 — 100 pg/ml
IFN-y MBS010146 6,25 — 200 pg/ml
TNF-a MBS046042 31,2 — 1000 pg/ml

As amostras de tecido foram preparadas conforme descrito abaixo:

e para elaboracao do extrato de tecido cardiaco, foi utilizada uma porcao de 30
mg de tecido congelado homogeneizado e triturado em 300 puL de tampéao
PBS em equipamento MagnaLyser (Roche) durante 30 segundos. Em
seguida, esse material foi centrifugado por 15 minutos a 5000 rpm e coletado,

0 sobrenadante, cuidadosamente. O extrato foi utilizado imediatamente.

O inicio do protocolo prevé a manutencao de todas as amostras a serem
analisadas e dos reagentes dos Kits, a temperatura ambiente (18°C a 25°C), por
30 minutos. Passado esse tempo, foram pipetados 50 pL amostra-alvo, amostra
padréo (curva padrdo) e amostra branca (controle negativo) na placa de ELISA,
fazendo cada uma em duplicata. Foram adicionados 100 pyL de reagente
conjugado HRP em cada poco e a placa foi incubada a 37°C, durante 60 minutos.
Terminada a incubacdo, a placa passou por repetidas lavagens (4 vezes),
utilizando tampao de lavagem proveniente dos kits. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de solucdo de cromogeno A, seguidos de 50 pL de solugéo
de cromodgeno B em cada poco. A partir desse momento a placa precisou ficar

protegida da luz e foi incubada, por 15 min, a 37°C. Entéo, para finalizar, foram
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acrescentados 50 pL de solucdo de parada na reacao. A leitura das placas foi
realizada com densidade optica (OD) de 450 nm, nos primeiros 5 minutos,
imediatamente apds colocada a solucdo de parada. Todos os ensaios (IL10,

IFN-y e TNF-a) utilizaram o mesmo procedimento (figura 4).

Figura3- Montagem da placa de ELISA para citocinas inflamatdérias

3.7. Andlise da glutationa - espectrofotometria

A quantificacdo da glutationa total (reduzida e oxidada) foi realizada no
tecido cardiaco. Para isso, utilizamos o Glutathione Assay Kit (Sigma-Aldrich,
EUA). A quantificacdo por espectrofotdmetro e o protocolo foi realizado seguindo
rigorosamente as instru¢des do fabricante. A tabela 3 detalha as especificacdes

desse kit.

Tabela 3 - Kit glutationa

CS0260 3,125 - 50 uyM

Para realizag&o desse protocolo, foi necessario obter um extrato do tecido
cardiaco. Um fragmento de peca com aproximadamente (20 mg), adicionados 3
volumes (600 pL) de solucdo a 5% de acido 5-sulfosalicilico (SSA). Em seguida,
o material foi triturado em equipamento MagnalLyser (Roche) durante 30

segundos e, hovamente, acrescentados 7 volumes (1400 pL) da solugcédo SSA a



27

5%. Posteriormente, essa mistura ficou a temperatura de 2°-8°C durante 10
minutos e foi centrifugada a 10.000 x g, durante 10 minutos. Foi realizada
medicao do volume do sobrenadante, para ser usado no calculo da determinacao
da glutationa como volume original da amostra. Para realizacdo do
procedimento, foi necesséaria uma diluicdo do extrato 5 vezes.

As amostras alvo passaram por um processo de desproteinizagdo, em
solucéo de acido 5-sulfosalicilico a 5% e, em seguida, foram centrifugadas para
remover a proteina precipitada. Cada amostra diluida e desproteinizada foi
acrescida de 150 uL de uma solugdo mistura composta por: 228 UL da solugao
enzimatica diluida (6 unidades/mL) e 228 uL de DTNB Stock Solution (1,5 mg/mL).
Essa solucéo foi adicionada aos 5 pontos de curva padrdo, a amostra branca
(controle negativo da reacao) e as amostras desconhecidas. Segue, na tabela 4,

a descri¢ao dos itens adicionados a cada poc¢o da placa.

Tabela 4 - Preparagéo da placa — kit glutationa

Tipo de amostra Mistura
Reagente branco 10 pL de SSA 5% + 150 pL de solugcdo de mistura
Pontos da curva padrao 10 pL de GSH + 150 pL de solu¢éo de mistura
Amostra alvo 10 pL de amostra + 150 pL de solucdo de mistura

As amostras foram quantificadas em duplicata. A placa, depois de
totalmente distribuida, passou por um processo de incubacédo, durante 5
minutos, a temperatura ambiente e, em seguida, foi pipetado 50 pL de NADPH
(0,16 mg/mL). A leitura das placas foi realizada imediatamente utilizando
densidade oOptica (OD) de 412 nm com leitura cinética, em intervalos de 1 minuto

por 5 minutos.

3.8. Analise da apoptose —técnica de TUNEL

A analise das células em processo de apoptose foi verificada in situ, pela
técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidil transferase mediated dUTP-biotin nick
end labeling), utilizando-se o kit in situ “Cell Death Detection Kit, POD” (Roche
Applied Science, Germany).
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O tecido foi fixado em formol e emblocado em parafina. Cortes de tecido
cardiaco de 5 um foram cortados e as laminas foram desparafinadas em banhos
de xilol a temperatura ambiente e lavadas em agua. A permeabilizacao foi feita
com proteinase K (2,5 pg/ml), em solucao Tris-HCI 10 mM pH 7.4, imersa em
banho-maria a 37°C por 3 minutos e meio. Em seguida, foi realizado o bloqueio
com peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio 6%, durante 10 minutos,
seguido de lavagens abundantes em agua corrente. Por fim, as laminas foram
mergulhadas em PBS e incubadas com o reagente de TUNEL, por 60 minutos,
a 40°C. Foram adicionados 30 pL de reacdo de TUNEL em cada corte, e depois
as laminas foram lavadas em PBS 3 vezes durante, 5 minutos, sob agitacéo
constante. Em seguida, foi adicionado o POD e seguiu-se o protocolo de
incubacdo em camara umida, por 30 minutos, a 37°C. Por fim, as laminas foram
lavadas 3 vezes em PBS e reveladas com o DAB. A coloragao foi feita com
hematoxilina.

As laminas foram escaneadas e analisadas em aparelho Scan Scope
(Aperio, EUA-Vista, CA) utilizando-se o software Image Scope em aumento de
20X.

3.9. Andlise da peroxidacao lipidica (MDA) -

espectrofotometria

A avaliacdo da peroxidacao lipidica foi realizada a partir da mensuracéo
do malonaldeido (MDA) que € um dos principais produtos produzidos nesse
processo. A quantificacdo do MDA foi realizada a partir do Kit Lipid Peroxidation
(MDA) Assay Kit (Sigma-Aldrich, EUA). Esse protocolo foi realizado em tecido
cardiaco, seguindo rigorosamente as instrucdes do fabricante, conforme descrito
abaixo:

O extrato do tecido foi realizado com 10 mg de fragmento cardiaco. Esse
fragmento foi triturado em equipamento MagnalLyser (Roche) durante
30 segundos com 300 pL de tamp&o MDA de lise contendo 3 uL de BHT (100x).
O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 x g durante 10 minutos para remover

0 material ndo dissolvido.



29

Apbs obtencédo do extrato, foram acrescentados 600 pL de solugcdo TBA
em cada microtubo da amostra-alvo, curva padrédo e branco. Essa mistura foi
incubada a 95°C durante 60 minutos e, em seguida, foi colocada em banho de
gelo, durante 10 minutos. Para aumentar a sensibilidade do método, foram
adicionados 300 pL de n-butanol aos 800 pL de amostra e 100 pL de NaCl 5M.
Foi agitada em vortex vigorosamente e, posteriormente, centrifugada a 16.000 x
g, durante 3 minutos, para separar as fases. Em seguida, foi transferida a fase
do n-butanol (superior) para um novo tubo e colocado em banho seco a 55°C,
para evaporar o alcool. Apds secar o tubo, foi dissolvido o residuo em 200 pL de
agua e transferido todo esse volume para placa de leitura.

As amostras foram analisadas e quantificadas em duplicata. A leitura das

placas foi realizada por colorimetria e usando densidade 6ptica (OD) de 532 nm.

3.10. Anélise de espécies reativas de oxigénio — ROS (DHE)

A realizacdo desse experimento foi possivel a partir do di-hidroetidio
(DHE) que é uma sonda nao fluorescente, permeavel a membrana passivel de
ser oxidada em diferentes produtos fluorescentes, entre os quais os dois mais
bem estudados sdo: 2-hidroxietidio (2-E + OH) e etidio (E+). O primeiro é
formado exclusivamente na presenca de anion superdxido. O outro (etidio) é
formado na presenca de oxidantes de 1 elétron ou enzimaticamente, de modo
que a identificacdo E+ informara sobre a geracao total de oxidante e ndo €&
especifica para identificar uma ROS em particular. Portanto, a analise
microscopica da fluorescéncia total, derivada de DHE em células e tecidos,
identificard ROS geral, sendo possivel a diferenciacao dos dois produtos, apenas
por HPLC.

Nesse protocolo, o tecido cardiaco foi fixado em formol e emblocado em
parafina. As laminas foram desparafinadas em banhos de xilol & temperatura
ambiente e lavadas em PBS com Tween 1%, durante 30 minutos.
Posteriormente, as laminas foram incubadas com reagente DHE (5 mM), durante
10 minutos, a 37°C em camara escura umidecida. Em seguida, as laminas foram
lavadas em PBS por 2 vezes e foram colocadas para secar, no escuro, por um
periodo minimo de 4 horas. Passado esse periodo, foi pipetado reagente

prolong® e o corte foi protegido com laminula. Foi mantido no escuro por mais
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1 hora para secar o prolong® e armazenado em freezer -20°C. A leitura das
laminas foi realizada em microscopio de fluorescéncia e a quantificacdo das ROS
deu-se a partir de fotos em aumento de 20x, utilizando o software IrfanView.



4. ANALISE ESTATISTICA
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As varidveis quantitativas foram expressas pela média e desvio padrao ou
mediana e intervalos interquartis minimo e méximo. As variaveis qualitativas
foram expressas pela frequéncia absoluta e porcentagem. O teste de
Kolmogorov—Smirnov foi utilizado para avaliagdo da distribuicdo da amostra. Nos
casos de distribuicdo normal, foram aplicados ANOVA e Tukey para as
diferengas. Nos casos de distribuicdo ndo-normal, foi utilizado método nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacao das medidas quantitativas entre

0s grupos. Quando houve diferencas significativas entre os grupos, foram

aplicadas comparagées multiplas aos pares, com correcéo de Bonferroni®.
Na comparacdo entre os grupos, e ao longo do tempo, foi utilizada
ANOVA nao paramétrica para medidas repetidas.
Foi utilizado o método de Kaplan-Meier para construcdo das curvas de
sobrevida e comparadas com o teste log-rank. Quando houve diferenca entre
as curvas, foram aplicadas comparac6es multiplas aos pares, com corre¢ao de

Bonferroni.

Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



5. RESULTADOS
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5.1. Analise morfolégica

5.1.1. Colageno intersticial do ventriculo esquerdo (VE) e do ventriculo
direito (VD)

A analise do acumulo do coldgeno intersticial foi avaliada pela técnica
picrosirius red. Pode-se notar uma deposi¢do maior nos grupos chagasicos como

demonstra a figura 4.

A 1 B[\ el | | D

Figura4 - Fotomicrografia do miocardio corado com picrosirius red (em vermelho a marcagéo
do coladgeno)
A: miocardio de um animal controle; B: miocérdio de um animal controle exposto a polui¢éo;

C: miocardio de um animal infectado; D: miocardio de um animal infectado exposto a poluicao
Analisando o colageno intersticial, com as amostras de todo o estudo,
observa-se maior deposicdo nos grupos chagasicos em relacdo aos controles,
tanto no VE (p<0,05) quanto no VD (p<0,05) (figura 5A). Se analisarmos
separadamente a fase aguda (até 60 dias pds-infeccao) (figura 5B) e a fase
cronica (figura 5C) observamos, novamente, maior deposicdo de colageno no VE
dos grupos chagasicos comparados ao controle. Chamamos a atencdo de que,
na fase aguda, a poluicdo aumentou a fibrose no grupo controle exposto a
poluicdo em relacédo ao controle (p=0,02). Observamos que, em nenhuma fase
(total, aguda ou crdnica), a poluicdo amplificou a deposicdo de colageno

intersticial nos grupos infectados.
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Figura5- Fracéo do volume de coladgeno intersticial (FVCI)

A: FVCI casuistica completa (total). B: FVCI na fase aguda (60 dias). C: FVCI na fase cronica.
Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a poluigdo, Ch — grupo chagésico, Ch+P
— grupo chagésico exposto a poluigcdo, VE — ventriculo esquerdo e VD — ventriculo direito
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5.2. Ecocardiograma

5.2.1. Diametro diastélico do ventriculo esquerdo — DDVE

Na analise da geometria do coracdo, observamos que o diametro
diastélico final do VE (DDVE), nos animais sobreviventes aos 10 meses,
apresentou aumento da dilatacdo do grupo controle exposto a poluicdo, em
comparacao ao grupo chagasico (figura 6A). Nos grupos chagasicos, a poluicéo
nao aumentou o DDVE.

Na fase aguda (animais até 60 dias pos-infeccédo), observamos dilatagéo do
VE no grupo chagasico comparado aos controles (Ct x Ch e Ct+P x Ch)

(figura 6B). Mais uma vez, a poluicdo ndo aumentou a dilatacéo entre 0s grupos

infectados.
Fase Cronica — 10 meses A Fase Aguda — 1 més B
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Figura 6 - Diametro diastélico final do ventriculo esquerdo (DDVE — mm)

A: DDVE aos 10 meses. B: DDVE na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluicdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicédo
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5.2.2. Diametro sistélico do ventriculo esquerdo — DSVE

Na analise do diametro sistdélico final do ventriculo esquerdo (DSVE), nos
animais sobreviventes aos 10 meses, observamos que houve aumento da
dilatacdo na comparacdo entre 0os grupos, sendo estatisticamente significante,
quando comparado os grupos Ct+P x Ch (figura 7A). A poluicdo ndo aumentou o
DSVE, nesse periodo, entre os grupos infectados, apesar de observarmos um
aumento do valor absoluto nos grupos expostos a polui¢do (Ct+P e Ch+P).

Na fase aguda (animais até 60 dias pés-infeccéo), observamos dilatacéo do
VE no grupo chagésico (Ch x Ct, p<0,05) e (Ch x Ct+P, p<0,05) e, apesar da ndo
significancia estatistica, também foi maior no grupo chagésico exposto a
poluicdo (Ch+P) (figura 7B). Mais uma vez, a poluicdo ndo aumentou essa

dilatacdo entre os infectados.
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Figura 7 - Diametro sistolico final do ventriculo esquerdo (DSVE — mm)

A: DSVE aos 10 meses. B: DSVE na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluigdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢cdo
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5.2.3. Fracéo de ejecao - FE

Ao analisar um dos parametros da funcéo sistélica do VE, como a fragédo
de ejecao (FE), ndo observamos piora dessa variavel nos animais sobreviventes
aos 10 meses. Na fase aguda (até 60 dias pés-infeccdo), nota-se piora desse
parametro no grupo chagasico (Ch x Ct, p<0,01) e (Ch x Ct+P, p<0,01) e, embora
ndo apresente significancia estatistica, o grupo chagésico exposto a poluigdo
(Ch+P) também apresentou diminuicdo dessa funcéo (figura 8).

Na fase cronica, apesar da nao significancia estatistica (p=0,094),
observamos aos 10 meses, que houve reducdo absoluta da FE nos animais
expostos a poluigéo (Ct+P e Ch+P) (figuras 8A), mas sem significancia estatistica
na comparacdo Ch x Ch+P, demonstrando ndo haver piora da funcédo causada
pela poluicao.

Na fase aguda da infeccéo (até 60 dias pés-infecg¢éo), houve piora na fracao
de ejecao dos animais infectados comparados aos grupos controle (p=0,002)
(figura 8B). Chamamos a atencao de que a poluicdo do ar ndo piorou a fracdo de

ejecao nos animais infectados.
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Figura 8: Fracéo de ejecéo do ventriculo esquerdo (FE)

A: FE aos 10 meses. B: FE na fase aguda. Ct— grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto
a polui¢do, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢éo
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5.2.4. Fracao de encurtamento - AD

7

Outro paréametro de avaliagdo de funcdo sistdlica é a fracdo de
encurtamento (AD). Ao observarmos a fase crénica, ndo notamos piora dessa
variavel nos animais sobreviventes aos 10 meses, sem diferenca estatistica
(p=0,092), com reducdo nao significativa do grupo Ct+P (figura 9A). Outra
observacéo é que os grupos expostos a poluicdo (Ct+P e Ch+P) apresentam
reducao do AD, em comparacdo aos grupos ndo expostos (Ct e Ch), mas sem
significancia estatistica.

Na fase aguda, houve reducdo do AD no grupo chagasico, comparado aos
controles (Ct x Ch e Ct+P x Ch) (figura 9B). Novamente, a poluicdo n&o piorou

essa variavel nos grupos infectados.
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Figura 9 - Fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (AD)

A: AD aos 10 meses. B: AD na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluigdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a poluicdo
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5.2.5. Relacéo E/A

Ao analisarmos a variavel da relacdo do doppler da valvula mitral E/A,
observamos que o grupo chagasico apresentou menor relacdo E/A, em
comparacao aos outros grupos (p=0,003) aos 10 meses (figura 10A).

Na fase aguda, apenas o0 grupo chagasico exposto a poluicdo mostra
diferenca significativamente maior que o grupo controle (figura 10B). Mais uma
vez, analisando esta variavel de funcéo diastélica, ndo observamos interferéncia

da poluicéo entre os grupos infectados.

Fase Cronica - 10 Meses A Fase Aguda — 1 Més B
154 p<0.05 . 15- p<0,05
p<0,01 p<0,05

cm/s

cmis

N 2 >
< x (&)
&

R
G%

Figura 10 - Relacdo onda E sobre onda A (E/A)

A: E/A aos 10 meses. B: E/A na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluicdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluigédo
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5.2.6. Tempo de desaceleracao — TD

Observamos reducdo do tempo de desaceleracdo (TD) nos grupos
expostos a poluicdo, infectados ou ndo, nos animais sobreviventes aos
10 meses, mas sem significancia estatistica na comparacdo entre 0s grupos
(p=0,111) (figura 11A).

Na fase aguda, o grupo chagasico exposto a poluigdo apresentou TD mais
elevado em relacdo ao grupo controle, com significancia estatistica entre eles
(p<0,05) (figura 11B).

Fase Croénica - 10 Meses A Fase Aguda — 1 Més B

80+ p=0,11 100+ p<0,01

604 80+

60

(2} 0 ==
20+ 20
0- 0l — ; : .
& 6\,3 & 683 & 6\,8 R dg?

Figura 11 - Tempo de desaceleracéo (DT)

A: DT aos 10 meses. B: DT na fase aguda. Ct— grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto
a poluigcdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢cao
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5.2.7. Tempo de relaxamento isovolumétrico — TRIV

Outra variavel, para avaliar a fungéo diastolica, é o tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV). Nos animais sobreviventes, ndo houve diferenca
estatisticamente significante na analise entre os grupos. (p=0,801) (figura 12A).

Na fase aguda, observamos diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos (p=0,0006), onde o grupo chagasico exposto a poluicdo (Ch+P)
apresentou maior TRIV, comparado aos demais grupos (figura 12B). Nessa

analise, a poluicdo sugeria poder modular essa variavel.
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Figura 12 - Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV)

A: TRIV aos 10 meses. B: TRIV na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluicdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluigédo



43

5.2.8. indice de performance miocardica — IPM

O indice de performance miocéardica (IPM) avalia funcdo global do
coracao. Nao houve diferencas, aos 10 meses, nos animais sobreviventes na
comparacao entre os grupos (figura 13A).

Na fase aguda, ndo houve diferenca estatistica, apesar do nivel de
significancia marginal (p=0,06). Observamos que 0s animais do grupo chagéasico
exposto a poluicdo (Ch+P), apresentou uma média menor em valores absolutos

gue os demais grupos na fase aguda (figura 13B).
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Figura 13 - indice de performance miocéardica (IPM)

A: IPM aos 10 meses. B: IPM na fase aguda. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluigédo
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5.3. Expresséo génica

5.3.1. Avaliacéo das citocinas inflamatorias

Na andlise referente a inflamacéo, os trés genes (IL10, IFN-y e TNF)
apresentaram expressado com diferengas significativas, ao nivel de 5%, entre os

grupos, sendo mais expressados nos grupos chagasicos.

5.3.1.1. IL10

Na andlise total da casuistica, observamos maior expressao da IL10 nos
grupos infectados comparados aos controles. Podemos notar expressao mais
acentuada no grupo chagéasico exposto a poluicdo, comparado ao chagasico,
mas sem diferenca estatistica entre eles (figura 14A). A andlise na fase aguda
apresentou 0 mesmo padrao de expressao génica, sendo mais expressos nos
grupos chagésicos (figura 14B). J&, na fase crbnica, evidenciamos o grupo
chagéasico exposto a poluicdo com expressdo aumentada de IL10, mas sem

significancia estatistica comparado aos outros grupos (p=0,524) (figura 14C).
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Figura 14 - Expresséao absoluta do gene IL10

A: IL10 casuistica completa (total). B: IL10 na fase aguda (até 60 dias). C: IL10 na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢do, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicao
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5.3.1.2. IFN-y

Quando analisamos o gene IFN-y, tendo como foco a casuistica total,
notamos maior expressdo desse gene nos grupos chagasicos, quando
comparado aos grupos controles. Observamos que, apesar de néo ser detectada
uma diferenca estatistica, o grupo chagasico exposto a poluicédo apresenta maior
mediana da expressao desse gene, em relacdo grupo chagasico (figura 15A).

Na fase aguda, notamos 0 mesmo padrdo de expressao acentuada nos
grupos chagasicos comparados aos controles (figura 15B). Ja, na fase crénica,
ndo houve significAncia estatistica na comparagcédo entre os grupos (p=0,093)
(figura 15C) apesar de, em numeros absolutos, a mediana do grupo chagasico

exposto a poluicdo ser mais elevado.
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Figura 15 - Expresséao absoluta do gene INF-y

A: IFN-y casuistica completa (total). B: IFN-y na fase aguda (até 60 dias). C: IFN-y na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢éo
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5.3.1.3. TNF

Ao analisar o gene TNF, notamos maior expressao nos grupos chagasicos
comparados aos grupos controles na avaliagdo da casuistica completa
(figura 16A). A fase aguda apresenta o0 mesmo padrao citado acima, com visivel
expressdo aumentada nos grupos chagasicos (figura 16B). A andlise da fase
cronica ndo demonstrou significancia estatistica na comparacao entre 0s grupos
estudados (figura 16C). Observamos que, em nenhuma fase, a poluicdo

amplificou a expresséo de TNF nos grupos infectados.
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Figura 16 - Expresséao absoluta do gene TNF

A: TNF casuistica completa (total). B: TNF na fase aguda (até 60 dias). C: TNF na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicao
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5.3.2. Avaliagao do estresse oxidativo

A andlise do estresse oxidativo mostrou alteragdo em 3 dos 4 genes
estudados, sendo eles NOX1, MnSOD e iNOS. O NOX4, também avaliado, nédo

demonstrou diferenca estatistica significativa.

5.3.2.1. NOX1

Avaliando a casuistica total, nos 10 meses de experimento, notamos
maior expressao de NOX1 no grupo chagasico exposto a poluicao, apresentando
significancia quando comparamos os grupos controles (Ct x Ch+P e Ct+P x Ch)
(figura 17A). Analisando a fase aguda, notamos os grupos chagésicos com maior
expressao desse gene (Ct x Ch e Ct x Ch+P) (figura 17B). A avaliacdo da fase
cronica demonstra maior expressao desse gene no grupo chagasico exposto a
poluicdo, mas sem diferenca estatistica relevante (figura 17C). A exposicao a
poluicdo ndo amplificou a expressao da NOX1 entre os grupos infectados.
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Figura 17 - Expresséo absoluta do gene NOX1

A: NOX1 casuistica completa (total). B: NOX1 na fase aguda (até 60 dias). C: NOX1 na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢éo
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5.3.2.2. NOX4

O gene NOX4 néo apresentou resultados com diferencas significantes de
expressao génica em nenhuma das fases analisadas: casuistica total, aguda e

cronica (figura 18).
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Figura 18 - Expressédo absoluta do gene NOX4

A: NOX4 casuistica completa (total). B: NOX4 na fase aguda (até 60 dias). C: NOX4 na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicao
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5.3.2.3. MnSOD

Avaliamos, também, o MnSOD que é outro gene envolvido no estresse
oxidativo. Esse gene apresentou importante expressdo nos grupos chagasicos,
sendo que a poluicdo nédo intensificou essa resposta. Na andlise total da
casuistica, a expressdo desse gene foi aumentada nos grupos chagésicos
comparados aos grupos controles (Ct x Ch, Ct x Ch+P, Ct+P x Ch, Ct+P x Ch+P)
(figura 19A). Na fase aguda, tivemos resultados muito semelhantes ao
apresentado na casuistica total (figura 19B). A analise da fase crbnica apresentou
maior expressao desse gene nos grupos chagéasicos, mas sem significancia
estatistica (figura 19C). Na analise da expressao génica do MnSOD, a polui¢ao

nao intensificou essa resposta.
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Figura 19 - Expresséo absoluta do gene MnSOD

A: MnSOD casuistica completa (total). B: MnSOD na fase aguda (até 60 dias). C: MnSOD
na fase crénica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo
chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢éo
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5.3.2.4. INOS

Outro gene de estresse oxidativo analisado foi o INOS. Como aconteceu
com outros genes, sua maior expressao deu-se nos grupos chagasicos
comparados aos controles. Na analise total do experimento, e na fase aguda,
evidenciamos o mesmo padrdo de expressdo, sendo nos grupos chagasicos
muito maior essa expressao que nos grupos controles (figuras 20A e 20B,
respectivamente). A analise da fase cronica nao apresentou resultado
estatisticamente significante (figura 20C). Mais uma vez, a poluicdo nao modulou

a expressédo desse gene nos animais infectados.
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Figura 20 - Expresséao absoluta do gene iNOS
A: INOS casuistica completa (Total). B: iNOS na fase aguda (até 60 dias). C: iNOS na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a poluigéo.
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5.3.3. Avaliagéo da apoptose

bY

Para determinacdo da expressdo génica relacionada a apoptose,

avaliamos a expresséo dos genes BCL2 e CASP3.

5.3.3.1. BCL2

Na analise da casuistica total dos 10 meses de experimento, observamos
que os grupos infectados apresentam maior expressdo do gene BCL2 em
comparacao aos controles. O grupo infectado exposto a poluicdo (Ch+P)
apresentou expressao ainda maior que o grupo infectado (Ch) e, embora néo
tendo significancia estatistica entre esses grupos, apresentou p marginal de
0,064 (figura 21A). Quando separamos a fase aguda, observamos o mesmo
padrdo de resposta; com grupo Ch+P com expressdo maior de BCL2 e
p marginal na comparacao entre esses grupos de 0,054 (figura 21B). Na fase
cronica, mais uma vez, a poluicdo amplificou a resposta no grupo infectado

exposto a poluicdo (Ch+P), mas sem significancia estatistica (figura 21C).
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Figura 21 - Expresséo absoluta do gene BCL2

A: BCL2 casuistica completa (total). B: BCL2 na fase aguda (até 60 dias). C: BCL2 na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢do, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagasico exposto a poluicéao.



5.3.3.2. CASP3

Na analise da casuistica total dos 10 meses de experimento, observamos
que os grupos infectados apresentam maior expressdo do gene CASP3 em
comparacao aos controles (figura 22A). Analisando a fase aguda, observamos o
mesmo padrao de resposta com elevacéo da expressao da CASP3 nos grupos
infectados, em comparagao aos controles sem amplificacdo da expressao pela

poluicdo nos grupos infectados (figura 22B). Na fase cronica, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (p=0,150) (figura 22C).
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Figura 22 - Expresséao absoluta do gene CASP3

A: CASP3 casuistica completa (total). B: CASP3 na fase aguda (até 60 dias). C: CASP3 na
fase crbnica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a poluigcdo, Ch — grupo

chagasico, Ch+P — grupo chagasico exposto a polui¢cdo
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5.4. Analise proteica — ELISA

5.4.1. Avaliacéo das citocinas inflamatorias

A avaliacdo proteica das citocinas inflamatorias foi realizada no coracéao.

5.4.1.1. IL10

A avaliacdo da expressao proteica de IL10, na casuistica total, mostrou
aumento dessa expressao no tecido cardiaco dos animais infectados, mas sem
significancia estatistica entre os grupos avaliados (figura 23A). Na fase aguda,
tivemos 0 mesmo cenario com destaque para o aumento de IL10 no tecido dos
animais infectados, com significAncia estatistica comparando ao grupo controle
exposto a poluicdo (Ct+P x CH e Ct+P x Ch+P) (figura 23B). Ao avaliarmos a fase
cronica, observamos regularidade de expressdo dessa proteina (figura 23C).
Mais uma vez, a poluicdo ndo afetou a producéo de IL10 no miocéardio.
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Figura 23 - Expresséo proteica de IL10 no tecido cardiaco

A: IL10 casuistica completa (total). B: IL10 na fase aguda (até 60 dias). C: IL10 na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagasico exposto a poluicéao.
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5.4.1.2. IFN-y

Quando avaliamos a producéo proteica de IFN-y, no tecido cardiaco,
observamos na analise da casuistica total, niveis semelhantes e sem diferenca
entre os grupos (figura 24A). J4, na analise da fase aguda da sintese proteica do
IFN-y no tecido cardiaco, observamos aumento significativo nos grupos
infectados, quando comparados ao grupo controle exposto a poluicdo
(Ct+P x Ch e Ct+P x Ch+P), mas sem amplificacdo da poluicdo na modulacdo
dessa proteina (figura 24B). Na fase crbnica, ndo ocorreu diferenca na
comparacao entre os grupos (figura 24C).
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Figura 24 - Expresséo proteica de IFN-y no tecido cardiaco

A: IFN-y casuistica completa (total). B: IFN-y na fase aguda (até 60 dias). C: IFN-y na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢do, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a polui¢éo
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5.4.1.3. TNF

Ao avaliarmos a expressédo proteica de TNF, no tecido cardiaco, ndo
observamos diferenca em nenhuma das fases estudadas. A andlise da
casuistica completa demonstra uma regularidade na expressao proteica dessa
citocina nos grupos avaliados (figuras 25A). Na fase aguda, observamos um
pequeno aumento do niumero absoluto da expressao proteica de TNF nos grupos
chagasicos (figuras 25B). A fase cronica também n&o apresentou significancia
estatistica ha comparacdo entre 0S grupos, como ocorreu nas outras fases
estudadas (figuras 25C).
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Figura 25 - Expresséo proteica de TNF no tecido cardiaco

A: TNF casuistica completa (total). B: TNF na fase aguda (até 60 dias). C: TNF na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagasico exposto a poluicdo
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5.5. Analise da glutationa — espectrofotometria

A andlise da glutationa foi avaliada, tanto na forma oxidada (GSSG) como
na forma reduzida (GSH) desse tiol. A analise da casuistica total nos 10 meses
evidenciou maior concentracdo dos niveis de glutationa total (glutationa oxidada
e glutationa reduzida) nos grupos chagasicos, mas sem significancia estatistica
na comparacao entre os grupos (p=0,273) (figura 26A). Ao analisarmos a fase
aguda, notamos 0 mesmo padrao apresentado na casuistica total (figura 26B). A
andlise da fase cronica mostrou um padrao homogéneo (figura 26C). A polui¢éo
ndo amplificou a sintese de glutationa em nenhuma das fases da doenca.
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Figura 26 - Concentracdo da glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH)

A: Glutationa casuistica completa (total). B: Glutationa na fase aguda (até 60 dias). C:
Glutationa na fase crdnica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a poluicao, Ch
— grupo chagésico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicao
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5.6. Analise da apoptose — método TUNEL

A avaliacdo da apoptose contou com analise tecidual em lamina realizada
pela técnica de TUNEL. Nesse método, € possivel visualizar maior deposicéo de
células apoptoticas (coradas em marrom) nos grupos chagasicos (C) e

chagasico exposto a poluigdo (D), como demonstra a figura 27.

o

Figura 27 - Fotomicrografia do miocardio para deteccéo de fragmentacdo de DNA pelo TUNEL
(células apoptéticas em marrom)

A: miocardio de um animal controle; B: miocérdio de um animal controle exposto a polui¢éo;
C: miocardio de um animal infectado; D: miocardio de um animal infectado exposto a poluicao

A avaliacdo da casuistica total mostrou maior quantidade de células
apoptoéticas nos grupos infectados (Ch e Ch+P), especialmente no grupo
chagéasico exposto a poluicdo, sendo significante na comparacdo com o grupo
controle (figura 28A). Nessa fase, a poluicdo ndo modulou a apoptose. Ao
observarmos a fase aguda, notamos que o grupo chagéasico exposto a poluicao
apresenta 2 vezes mais células apoptéticas que o grupo chagasico,
demonstrando uma possivel modulacédo da apoptose pela poluicédo (figura 28B).
J4, na fase crbnica, o grupo o chagasico mostrou maior quantidade de morte
celular em nimero absoluto, mas sem significancia estatistica na comparacéao

entre os grupos (figura 28C).
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Figura 28 - Apoptose pela técnica de TUNEL

A: Apoptose (TUNEL) casuistica completa (total). B: Apoptose (TUNEL) na fase aguda (até
60 dias). C: Apoptose (TUNEL) na fase crénica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle
exposto a poluicdo, Ch — grupo chagésico, Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicdo
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5.7. Andlise da peroxidacéo lipidica — espectrofotometria

A avaliacdo da peroxidacao lipidica foi realizada através da quantificagdo
do malonaldeido (MDA). A andlise da casuistica total aos 10 meses de
experimento ndo evidenciou diferencas desse parametro na comparacao entre
os grupos (figura 29A). A analise da fase aguda mostrou uma menor
concentracdo dos niveis de MDA nos grupos chagasicos, novamente, sem
diferenca estatistica na comparacéao entre os grupos (figura 29B). A mesma forma
nao significante foi notada na avaliacdo da fase crbnica, com pequena
predominancia de malonaldeido nos grupos infectados em valor absoluto
(figura 29C).

MDA- Total l\
150+
p=0,821
1004
2
o
[ ]
pu —— . - L
0 T T T T
A Q R l
< x [ x
& X
MDA - Fase Aguda B MDA - Fase Crénica C
80+ 150+

p=0,361
p=0,799

100

nM

50 .

Figura 29 - Peroxidacao lipidica (MDA)
A: MDA casuistica completa (total). B: MDA na fase aguda (até 60 dias). C: MDA na fase

cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢cdo, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a poluicao
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5.8. Analise de espécies reativas de oxigénio — ROS (DHE)

7

Outro protocolo de avaliacdo do estresse oxidativo € a andlise da
producado de ROS, via deteccdo dessa, por microscopia de fluorescéncia. Nesse
meétodo, é possivel visualizar o crescente numero de células marcadas por DHE,
conforme visualizamos a sequéncia (A até D). A fluorescéncia indica maior
marcacdo de ROS (coradas em vermelho) nos grupos chagasicos (C) e

chagésico exposto a poluicao (D), como demonstra a figura 30.

. .
Figura 30 - Fotomicrografia do miocardio para deteccdo de ROS

A: miocardio de um animal controle; B: miocérdio de um animal controle exposto a polui¢éo;
C: miocardio de um animal infectado; D: miocardio de um animal infectado exposto a poluicao

Ao observarmos a casuistica total (figura 31A) notamos maior marcacao
de ROS no tecido cardiaco nos grupos infectados expostos ou ndo a poluicéo,
sendo considerado significativo, quando comparamos o0 grupo chagasico
exposto a poluicdo aos controles (Ct x Ch e Ct+P x Ch, p <0,01). A avaliacdo da
fase aguda mostrou o mesmo padrdo observado na casuistica total, com
predominio de ROS nos grupos infectados (figura 31B). Na fase cronica foi
observada maior producédo de ROS nos grupos infectados (figura 31C). Apesar
de maior valor absoluto no grupo chagasico exposto a poluicdo, ndo houve

diferenca estatistica com o grupo chagasico.
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Figura 31 - Espécies reativas de oxigénio (ROS)
A: ROS casuistica completa (total). B: ROS na fase aguda (até 60 dias). C: ROS na fase
cronica. Ct — grupo controle, Ct+P — grupo controle exposto a polui¢do, Ch — grupo chagasico,
Ch+P — grupo chagésico exposto a polui¢éo
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5.9. Curvade sobrevida

A curva de sobrevida demonstra alta mortalidade - 62% dos animais
infectados (Chagas e Chagas expostos a poluicéo), nos primeiros 38 dias apos
infeccdo. Os grupos controles (controle e controle expostos a poluicéo)
apresentaram apenas 4 Obitos, mantendo-se saudaveis até o final do
experimento (figura 32). A poluicdo do ar néo alterou a sobrevida dos animais
infectados ou néo.
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Figura 32 - Curva de sobrevida mostrando mortalidade acentuada nos grupos infectados, até
38 dias po6s-infeccao
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A poluicéo do ar € tema de crescente interesse na comunidade cientifica,
visto seu potencial em causar doencgas. Varios trabalhos tém correlacionado os
efeitos da poluicdo atmosférica, considerando principalmente o MP, e seus
efeitos danosos, associados ao aumento de admissdes hospitalares por doencas
cardiacas e pulmonares®-%8, A doenca de Chagas também tem sido alvo de
crescente numero de estudos, apesar de ser uma doenca negligenciada, sendo
ainda causa frequente de miocardiopatia e morte por doencas cardiacas na
América Latina em pacientes entre 30 e 50 anos®. Sua prevaléncia tem
aumentado, ndo s6 na América Latina, mas também em regides ndo endémicas
como América do Norte e Europa.

No presente estudo, visto sabidamente a miocardiopatia da doenca de
Chagas ter, em seu mecanismo fisiopatoldgico, a interferéncia direta da ativacéo
de uma sequéncia de eventos inflamatorios, associados ao estresse oxidativo e
a perda de cardiomiécitos, levando a intensa fibrose miocéardica; e também a
evidéncia de que a poluicdo do ar estimula esses mesmos mecanismos, a
hipotese testada foi de uma amplificacdo dessas vias, promovendo aumento da
fibrose miocardica. Para tanto, elaboramos um cenério onde animais infectados
pelo T. cruzi foram expostos a poluicdo por material particulado (MP2;s),
proveniente da queima do diesel**59,

Até o presente momento, ndo existem trabalhos cientificos avaliando o
efeito da poluicdo atmosférica na doenca de Chagas, principalmente tendo como
foco o remodelamento cardiaco.

Um dos mecanismos fisiopatolégicos que explica a acao da poluicdo do
ar, mais especificamente do MP2;5, causando danos ao coracao, esta ligado a
inalacdo desse material pelo sistema respiratério, promovendo inflamacéao local,
que é transmitida em cascata para o sistema circulatorio, por ativacado
sequencial, alcancando coracdo e induzindo a lesdes*’. Um dos mecanismos
fisiopatoldgicos da doenca de Chagas também é a ativacdo do processo
inflamatorio, estimulado pelo T. cruzi e por alteracdes imunologicas, associado
ao estresse oxidativo, promovendo a morte celular e, assim, causando intensa
fiborose miocardica. Em nosso estudo, de fato, observamos um aumento
significativo, nos grupos infectados, da expressdo génica das citocinas

inflamatodrias estudadas (IL10, TNF-a e INF-y). Avaliamos, também, o perfil
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dessa expressao nas fases aguda e cronica da infeccdo. Em ambas as fases, foi
encontrado aumento dessas citocinas nos grupos chagasicos, principalmente na
fase aguda, onde a carga parasitaria é intensa e o estimulo a inflamacgéao € maior.
Nesta fase aguda, é desencadeada imunidade inata pelo parasita, promovendo
a producdo exacerbada das citocinas inflamatérias, incluindo IL12, TNF-a e
IFN-y, como evidenciado por Cunha-Neto et al.”® e Teixeira et al.”*. A alta
producdo de IL10, evidenciada em nosso trabalho, mostra-se de grande
importancia na fase aguda para o controle do parasitismo e modulacdo das
citocinas pro-inflamatérias. Holscher et al.”> demonstraram a importancia de I1L10
em estudo com camundongos que nao produziam essa citocina (Knockout ou
IL10/) e infectados com T. cruzii Camundongos homozigotos IL107/
apresentaram maior letalidade, a partir da terceira semana pos-infecgao,
enquanto o0s controles selvagens deficientes dessa citocina (IL10*/)
sobreviveram a infeccdo aguda. Todos os mutantes homozigotos (IL107/)
morreram, apesar de apresentarem parasitemia reduzida e aumento da resposta
pro-inflamatéria (INF-y, TNF-a e IL12). Isso, possivelmente, ocorreu justamente
devido a supressdo da inibicdo das citocinas inflamatérias e inibidoras da
parasitemia. Apesar do controle eficiente do parasita, desenvolveram uma
sindrome semelhante ao choque endotdxico, devido a exacerbacgéo na producao
de TNF-a. Na fase crénica da doenca de Chagas, € descrito que a expressao
génica das citocinas inflamatorias estd aumentada, sendo encontrados niveis
elevados de TNF-a e IFN-y em pacientes chagasicos, como provavel resposta a
persisténcia do parasita ou a resposta imunolégica’. Em nosso estudo, apesar
de encontrarmos niveis mais elevados dessas citocinas na fase cronica, ndo
houve uma diferenca significante entre os grupos. Possivelmente, isso ocorreu
devido a estudarmos esta fase aos 10 meses, sendo este tempo longo na vida
do hamster sirio e estando os niveis de citocinas inflamatérias em queda. Outra
possivel causa seria devido a grande mortalidade do nosso estudo na fase
aguda, sendo os animais estudados, na fase cronica, apenas 0s sobreviventes
aos 10 meses, ou seja, mais saudaveis e que, portanto, apresentaram menor
agressao da doenca. Trabalho anterior, em nosso laboratorio, demonstrou o
aumento da expressdo génica dessas citocinas estimulada pela poluigéo.

Oliveira-Fonoff et al.*® avaliaram o coracédo de ratos Wistar infartados e expostos
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a poluicdo e observaram maior expressdo de IFN-y nos grupos expostos por
mais tempo. No cenéario da doenca de Chagas, ndo encontramos uma
exacerbacédo da producédo dessas citocinas pela poluicdo. Chama a atengéo que
tanto na fase aguda, como na casuistica total, onde ocorreu o aumento das
citocinas inflamatérias nos grupos chagasicos, a poluicdo ndo amplificou essa
resposta. Na fase cronica, onde os grupos apresentam expressao homogénea
das citocinas e ndo houve exacerbacédo das mesmas, também a poluicdo néo
promoveu aumento dessa expressdo génica. Essa ndo amplificacdo, pela
poluicdo, pode estar relacionada a um estimulo antigénico muito intenso da
infeccdo pelo T. cruzi e pela resposta imunolédgica causada por ele, sendo que a
poluicdo nesse cenario, pouco acrescentou para amplificar essa resposta.

Em relacdo as analises proteicas das citocinas inflamatérias estudadas
em tecido cardiaco, a expressdo proteica de IL10 e IFN-y apresenta-se
aumentada nos grupos chagéasicos, na fase aguda da doenca, quando
comparada aos grupos controles. Na fase cronica, e na casuistica total, ndo
houve alteracdo dessa expressdo em nenhuma das citocinas analisadas. O
TNF-a apresentou aumento de 20% nos grupos chagasicos em relagdo aos
controles, porém sem diferenca estatistica. Mendonca et al.”* estudaram as
mesmas citocinas inflamatdrias em tecido cardiaco de ratos Wistar e também
encontraram aumento significativo de IL10, TNF-a e INF-y, nos grupos
infectados na fase aguda da doenca. A maior expressao proteica de IL10 e
INF-y, na fase aguda da doenca de Chagas, sugere um estimulo compensatoério
dessas duas citocinas, uma vez que a IL10 regula a resposta inflamatoria que é
exacerbada nessa fase. Mesmo com a maior expressao proteica inflamatoéria nos
grupos infectados na fase aguda, a poluicdo nao intensificou a producdo das
citocinas estudadas. Oliveira-Fonoff et al.*® mostraram aumento do infiltrado
inflamatério no coracdo de ratos saudaveis expostos a poluicdo. Em nosso
estudo, a poluicdo ndo aumentou os niveis de citocinas no coracdo dos animais
infectados. Mais uma vez, o estimulo a inflamacéo pelo T. cruzi talvez seja tdo
intenso que a poluicdo ndo acrescentou maior ativagao.

A interrelacdo das vias inflamatoérias e do estresse oxidativo acontece pela
interacdo de mediadores e sinalizadores. Varios trabalhos mostraram que as

citocinas inflamatérias estimulam a producéo de espécies reativas de oxigénio,
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e que essas mantém a resposta inflamatéria’-’’. O dano celular causado pelas
ROS é bem descrito na literatura. Varios autores mostraram o aumento do
estresse oxidativo com a exposicdo a poluicdo do ar’®’9, Outros estudos
evidenciaram a mesma resposta no cenario da infeccdo por T. cruzi®®®. Em
nosso estudo, avaliamos o papel da NOX1 (formador de superoxido) e da NOX4
(formador de H202). Ambos parecem ter uma expressdo controversa
dependendo do tipo de tecido ou célula estudada. Em nossos resultados,
observamos uma maior expressao de NOX1 nos grupos chagasicos comparados
aos controles, mas sem interferéncia da poluicdo, nas trés fases estudadas.
Resultados semelhantes foram apresentados por Gray et al.8 que
demonstraram, em outro cenario inflamatorio, qual seja, aterosclerose, aumento
na expressdo de NOX1 descrito em placas de pacientes que tiveram eventos
cardiovasculares ou diabetes mellitus, e reducdo dos niveis de NOX4 nos
mesmos pacientes. Tal comportamento da dindmica do estresse oxidativo na
doenca de Chagas néo foi mostrado, anteriormente, na literatura. Novamente,
Oliveira-Fonoff et al.*® demonstraram aumento de glutationa nos animais
saudaveis expostos a poluicdo. Em nosso modelo de Chagas, os animais
infectados expostos a poluigéo n&o tiveram maior ativagédo do estresse oxidativo
nas variaveis estudadas, possivelmente pelo intenso estimulo causado pela
infecgao por T. cruzi.

Ainda em relacao ao estresse oxidativo algumas evidéncias apontam que
as enzimas antioxidantes sdo essenciais reguladoras da inflamagédo e o
superéxido dismutase de manganés (MnSOD) atua nessa via. Wen et al.®%, com
objetivo de avaliar os efeitos da deficiéncia de MnSOD sob os danos oxidativos
na doenca de Chagas crénica, utilizaram camundongos selvagens (normais) e
camundongos deficientes de MnSOD (MnSOD+/-) infectados com T. cruzi e
demonstraram que essa deficiéncia diminui a expressdo miocardica e a
atividade de MnSOD e aumenta, significativamente, a lesdo oxidante nas
mitocondrias. Nosso trabalho mostrou maior producdo de MnSOD nos grupos
chagasicos, tanto na casuistica total, como na fase aguda, comparados aos
controles. Esse aumento, possivelmente, deu-se em resposta ao aumento das

ROS, como observamos em relagdo a NOX1. Embora a expressdo génica de
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MnSOD tenha sido maior nos grupos chagasicos, mais uma vez a poluicdo ndo
foi capaz de exacerbar essa expressao.

O 6xido nitrico (NO), um produto da oxidac&o de L-arginina em L-citrulina
por uma familia de enzimas dependentes de NADPH, a éxido nitrico sintase
(NOS), desempenha um papel central em varios processos fisiopatolégicos. A
isoforma Il ou 6xido nitrico-sintase induzida (iINOS) é uma NOS induzida por
citocinas e lipopolissacarideos, no endotélio e na musculatura lisa vascular. Nao
€ regulada por célcio e atua em parasitas e células tumorais. A producdo de NO
pode ser regulada pelas citocinas inflamatérias como IFN-y, TNF-a e por
guimiocinas que regulam positivamente essa produc¢éo, enquanto IL10, IL4, 1L13
e TGF-beta podem bloquear a producdo de NO com consequente inibicdo da
atividade antimicrobiana®. Em nosso estudo, observamos alta expresséo de
iINOS nos grupos chagasicos comparado aos controles, tanto na casuistica total
do estudo, como na fase aguda. Na fase cronica, ndo observamos diferenca
estatistica na comparacdo entre os grupos. Vasconcelos et al.®* avaliaram a
administracdo de dimetilesfingosina (DMS - mediador de eventos celulares
durante a resposta inflamatdria) em camundongos cronicamente infectados com
T. cruzi e, também, demonstraram que houve maior expressao de iNOS no
coracdo de camundongos infectados e tratados com solugdo salina, em
comparacdo ao grupo nao infectado. Entretanto, mais uma vez, essa alta
producado de iINOS nos animais infectados néo foi agravada pela poluicao.

Outro parametro para avaliacdo do estresse oxidativo foi a analise da
glutationa total (GSH + GSSG). Ela é um antioxidante hidrossoluvel, reconhecido
como o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas vivos e que desempenha
um papel importante na remocao de muitas espécies reativas. Nossos achados
mostram alta producdo de GSH + GSSG, em numero absoluto, nos grupos
chagasicos na casuistica total e na fase aguda da doenca. Tieghi et al.8> também
observaram aumento nos niveis de GSH nos eritrocitos de camundongos, ha
fase aguda da doenca de Chagas. Esses resultados demonstram uma resposta
do organismo de controlar o estresse oxidativo nessas fases, onde a parasitemia
€ altamente agressiva. Na fase cronica, ndo observamos diferencas entre os
grupos. Em nenhuma das trés fases avaliadas observamos aumento da

glutationa em funcéo da exposicédo a poluicdo. Oliveira-Fonoff et al.*® mostraram
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aumento da glutationa nos animais saudaveis expostos a poluicdo. Em nosso,
estudo essa exposicdo ndo amplificou essa producdo nos animais infectados.
Mais uma vez, possivelmente porque o estimulo pela infec¢éo por T. cruzi foi
extremamente intenso e a poluicAo ndo conseguiu acrescentar um maior
estimulo.

Dada a importancia do estresse oxidativo no mecanismo de lesdo celular
avaliamos, ainda, o malonaldeido que € o subproduto da peroxidacao lipidica
mais abundante. Nossos achados mostraram um padrdo homogéneo nas
amostras em todas as fases estudadas. Esses dados diferem da literatura que
mostra um aumento de MDA nos grupos infectados na fase aguda. Novaes
et al.8 e Mendonca et al.”* observaram aumento de MDA na fase aguda da
doenca de Chagas, utilizando modelo de ratos Wistar e mantendo o treinamento
fisico como estratégia diferencial no tratamento da doenca. Sabidamente, o
modelo de ratos Wistar tem criticas, sobretudo porque o modelo oferece uma
certa resisténcia a infeccdo do T. cruzi, sendo necesséria uma quantidade maior
de inéculo do parasita para obter manifestacdes clinico-patolégicas evidentes?”.
De qualquer forma, era esperado que, quanto maior o dano oxidativo, maior seria
a quantidade de MDA presente nos grupos. Sabidamente, a doenca de Chagas
causa dano oxidativo com liberagéo excessiva de radicais livres e consequente
estresse oxidativo. Nossos resultados de MDA se apresentaram praticamente
em consonancia com o grupo normal, trazendo um equilibrio entre os grupos.
Vimos anteriormente que o sistema de defesa antioxidante esta atuante nesses
animais, como mostramos com MnSOD (Mn — cofator de enzima antioxidante e
SOD - enzima antioxidante) na analise da expressdo génica e, também, vimos
aumento de glutationa total em numero absoluto nos grupos chagéasicos. E
possivel que a quantidade de MDA esteja praticamente em equilibrio devido a
acao desse sistema antioxidante. Mais uma vez, a poluicdo néo influenciou a
estimulacdo da producdo de MDA na peroxidacdo lipidica e, por isso,
possivelmente ndo modulou essa via de ativacéo.

Avaliamos, ainda, as ROS em tecido cardiaco fixado em formol e
incubadas com DHE (dihidroetidio). A fluorescéncia vermelha, produzida pela
oxidacdo do DHE em hidroxietidio e etidio, foi quantificada. Nossos achados

mostraram maior producdo de ROS nos grupos infectados, confirmando o



70

estimulo ao estresse oxidativo. Tanto na casuistica total, quanto na fase aguda
e crbnica, obtivemos maior producdo de ROS nos grupos chagasicos
comparados aos grupos controles. O mesmo resultado pode ser observado no
trabalho de Novaes et al.8¢ que, utilizando modelo de rato Wistar na fase aguda
da doenca de Chagas, observaram aumento de ROS nos animais dos grupos
infectados. Em nosso estudo, notamos que 0 grupo chagasico exposto a
poluicdo apresentou maior producdo de ROS, apesar de ndo mostrar diferenca
estatistica, entre os grupos infectados. Provavelmente, o dano oxidativo causado
pela doenca de Chagas nas fases estudadas seja tao intenso que, apesar da
poluicdo ter aumentado a producdo de ROS no grupo chagasico, nao foi
determinante para amplificar, de forma significativa, essa via. Os dados do
estresse oxidativo, provenientes da avaliacdo da expressao génica, da producéo
de antioxidantes e da producéo de ROS mostram aumento dessa agressao nos
grupos chagésicos, podendo proporcionar maior perda de cardiomidcitos por
apoptose. Na avaliacdo global do estresse oxidativo, seja a expressao génica ou
mediadores finais, a poluicdo ndo amplificou a resposta entre os animais
infectados.

A apoptose foi melhor definida, em 1970, como um processo de morte
celular programada que ocorre durante o crescimento embrionario dos
metazoarios (animais pluricelulares vertebrados ou invertebrados), sendo
fundamental para a manutencdo dos processos biolégicos®. Em condicGes
normais, a apoptose ocorre como forma de manter o organismo em perfeitas
condi¢bes (homeostase), removendo células ndo funcionais ou danificadas dos
tecidos, de maneira precoce, evitando a resposta inflamatéria. J&, no cenéario
patolégico, a apoptose apresenta um papel crucial de defesa, compondo um
mecanismo para controlar a disseminacdo do patégeno. Quando falamos da
apoptose na doenca de Chagas, evidenciamos que esse processo pode ocorrer
desencadeado por antigenos, fatores secretados e/ou liberados por patdégenos,
infeccdo cronica e intensa ativacdo celular®®. Da mesma forma, quando
analisamos a apoptose em animais expostos a poluicdo do ar, por diesel,
notamos que ela é descrita em varios 6rgaos e tecidos como rins, artérias e
pulm&o®-9?, Para analisar a apoptose nesse estudo, um dos métodos utilizados

7

foi avaliagdo da expressdo génica dos genes BCL2 que é uma proteina
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mitocondrial que funciona para inibir a apoptose em células de mamiferos e,
assim, prolongar a sobrevivéncia celular®®, e CASP3 que é uma protease
classicamente descrita como executora de apoptose®. Além da expressdo
génica, utilizamos a técnica de TUNEL para marcacédo de fragmentacao de DNA
proveniente da cascata apoptética. Nossos resultados, referentes a expressao
de BCL2 (anti-apoptético), mostraram aumento dessa expressao nos grupos
chagéasicos em comparacdo aos controles, tanto na casuistica total, como na
fase aguda do experimento. Em ambos os casos, a poluicdo nao intensificou a
expressao desse gene, muito embora o p entre os grupos chagasicos tenha sido
limitrofe (casuistica total p=0,06 e fase aguda p=0,05), sugerindo que, como na
producdo de ROS que foi maior no grupo infectado exposto a polui¢cdo, mas sem
significAncia estatistica, o estimulo a apoptose pela poluicdo nos grupos
infectados parece estar presente. Essa possibilidade é refor¢cada, quando
avaliamos a fase aguda pelo método de TUNEL. O mesmo padrdo grafico
podemos observar na analise da expressao génica da CASP3 (pré-apoptético),
com maior expressao nos grupos chagasicos em comparagdo aos controles,
tanto na casuistica total do estudo como na fase aguda, sem intensificacéo pela
poluicdo. O trabalho de Seriani et al.®® apresentou uma expressao inversamente
proporcional desses 2 genes, onde houve predominancia da expressédo da
CASP3 em comparacdo a BCL2. Eles utilizaram células de epitélio brénquico
exposto a poluicdo do diesel e notaram que os fatores apoptéticos séo
sobrepostos ao ndo apoptotico. Parece que existe uma competicdo entre fatores
antiapoptoticos e pro-apoptéticos, atuando intensamente sobre esses animais
estudados, com ligeira predominancia dos fatores antiapoptoticos, muito
provavelmente, induzidos pelas citocinas inflamatérias. Na fase cronica, ambos
0S genes nao promoveram diferenca significativa na expressao dos grupos
estudados.

A técnica do TUNEL também sugere um processo apoptoético na fase
aguda da doencga, quando observamos maior quantidade de células apoptéticas
no grupo chagasico exposto a poluicdo, em comparac¢ao aos outros grupos. Com
essa técnica pudemos observar a influéncia da poluicdo na apoptose das células
cardiacas. Carbajosa et al.?f, utilizando fatias de timo de camundongos

infectados com T. cruzi, em diferentes dias pos-infeccao, observaram aumento
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significativo de timocitos apoptoticos, aos 21 dias pos-infeccdo, ou seja, alta
apoptose na fase aguda.

Se considerarmos o aumento da producdo de ROS como fator estimulante
da apoptose, podemos especular que existe coeréncia nos resultados, onde
observamos o aumento de marcadores de estresse oxidativo como NOX1 e
INOS, assim como de fatores antioxidantes como a glutationa, MnSOD,
associados ao aumento de marcadores da apoptose como CASP3 e TUNEL,
apesar da nao haver diferenca estatistica. Lembramos que quando utilizamos a
andlise estatistica, o quanto valorizamos o valor de p deve ser considerado, visto
sabermos que outras variaveis matematicas estdo implicadas na anélise. Nos
achados da pesquisa, ha muito mais significados do que aquele resumido em
um valor de p e sua significancia estatistica. P<0,06 significa que temos apenas
6% dos resultados ao acaso e, portanto, 94% sao verdadeiros. A somatéria
dessas alteracdes poderia levar a perda de mais cardiomiécitos com eventual
aumento de fibrose e perda de funcéo ventricular.

Fibrose é a formacéo de tecido conjuntivo de reposicdo em resposta a
uma agressao, ou por estimulo a deposicao excessiva de coldgeno no coracgao.
Os mecanismos envolvidos que podem promover a fibrose miocéardica figuram
como base deste estudo e formam nossa hipétese. As vias de inflamacéao,
estresse oxidativo e apoptose sdo possiveis candidatas que promovem
deposicdo exacerbada do coldgeno no miocardio, levando ao remodelamento
estrutural e agindo como mecanismo de disfuncéo cardiaca®’. A exposicdo ao
material particulado ativa as mesmas vias e, além de causar remodelamento
ventricular e piora da fibrose cardiaca®, causa também perda da capacidade de
contratilidade do coracdo. Em nosso estudo, analisando o colageno intersticial,
observamos deposicdo acentuada de coldgeno nos grupos chagasicos em
comparacao aos controles, tanto no ventriculo direito, como no esquerdo em
todas as fases estudadas. Mais uma vez, a poluicdo ndo aumentou essa
deposicao de fibrose. Observamos aumento da fibrose comparando os grupos
Ct e Ct+P no VE. Esse achado sugere que, de fato, a poluicdo estimula o
acumulo de colageno no miocardio. Wold et al.%®, utilizando camundongos
expostos a poluigdo (MP25), mostraram o impacto da deposi¢do de colageno no

coracdo, onde observaram aumento de 166% de deposi¢do de colageno em
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camundongos expostos ao MP2s, comparado a camundongos submetidos a
inalagdo de ar filtrado. Nossos resultados mostraram que ha interferéncia da
poluicdo entre os grupos controles, mas ndao observamos 0s mesmos resultados
comparando 0s grupos chagasicos entre si. Apesar de o grupo chagasico
exposto a poluicao apresentar maior deposi¢ao de colageno, tanto no VE quando
no VD, a poluicdo ndo modulou esse aumento. A deposi¢cdo de colageno, e
consequente remodelamento por fibrose, podem impactar na geometria do
coracao e na perda de funcdo do mesmo.

A analise ecocardiografica fornece dados sobre geometria, estrutura e
funcdo cardiaca. Nossos resultados da geometria mostraram uma dilatagdo do
VE (DDVE e DSVE) em ambos os grupos chagésicos, na fase aguda da doenca.
Na fase cronica ndo observamos essa dilatacdo, possivelmente relacionada ao
fato de que aos 10 meses 0s animais sobreviventes eram os mais saudaveis.
Em ambas as fases, a poluicdo ndo aumentou a dilatagdo entre 0S grupos
infectados. Oliveira-Fonoff et al.*® compararam a geometria do VE entre grupos
de animais infartados e expostos a poluicdo e também néo observaram dilatacéo
pela poluicdo entre os grupos.

Com relagdo aos parametros de fungéao sistdlica (FE e AD), observamos
uma diminuicdo dessa fungcdo nos grupos chagéasicos (Ch e Ch+P), durante a
fase aguda, como era esperado. Embora tenhamos mostrado uma significante
diminuicao dessa funcéo, na fase aguda, entre 0s grupos chagasicos e 0s grupos
controles, a poluicdo néo interferiu na perda da funcdo ventricular. Na fase
cronica, a perda de funcdo ndo apresenta significancia estatistica na
comparacao entre 0s grupos. Mais uma vez, possivelmente pela alta mortalidade
na fase aguda, sendo os animais sobreviventes aos 10 meses 0s mais
saudaveis. Oliveira-Fonnof et al.*® também avaliaram a fragdo de encurtamento
e observou que os animais infartados apresentaram diminuigdo de AD, mas sem
interferéncia da poluicdo na disfuncéo ventricular.

J4, a analise dos parametros de funcéo diastolica (relagdo E/A e TD)
apresentaram aumento dessas variaveis no grupos chagasicos e mais ainda,
nos expostos a poluicdo na fase aguda, sugerindo que, apesar da néo alteracao
na histologia do miocardio, o envelhecimento dos animais e a manutencao da

exposicdo a poluicdo, promovendo aumento da apoptose, além de alteragbes
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moleculares, pode ter promovido a alteracdo da funcdo diastolica. Ainda, a
andlise do TRIV também demonstrou 0 aumento no grupo Ch+P em comparacgéo
aos outros grupos, incluindo grupo Ch, a partir do que podemos sugerir que a
poluicéo estaria modulando essa variavel. Wallace et al.®® estudaram o efeito do
carvedilol no remodelamento miocardico na miocardioptia chagasica e nao
conseguiram demonstrar diferengcas na comparagcdo entre 0s grupos (grupo
controle, grupo infectado e grupo infectado tratado com carvedilol), usando como
medida o TRIV isoladamente.

Esses dados de geometria e fungdo parecem estar coerentes com o
estimulo da inflamac&o, estresse oxidativo, apoptose e fibrose, pois observamos
aumento desses parametros na fase aguda da doenca, levando a dilatacéo e a
perda de funcéo do coracdo sem modulagéo pela poluicao.

Observamos maior estimulo inflamatério, de estresse oxidativo e de
apoptose nos grupos infectados. Essas vias, possivelmente, formaram a
complexa cascata de eventos que promoveram a maior deposicdo de colageno
nos ventriculos desses animais. Esse remodelamento estrutural resultou na
dilatacao ventricular na fase aguda e perda da funcgéo sistélica do VE. Entretanto,
apesar do estimulo da poluicdo nessas mesmas vias de sinalizacao, a poluicao
ndo amplificou a resposta inflamatoria, nem o estresse oxidativo nos animais
infectados e, portanto, ndo piorou o remodelamento geométrico e funcional do
coracao.

A alta mortalidade ocasionada na fase aguda foi determinante na
avaliacdo da fase cronica, sendo essa uma das grandes limitagdes de nosso
estudo. A inoculagcdo dos hamsters dos grupos infectados gerou uma
mortalidade inicial de 62%, até o primeiro més pdés-infeccdo. A mortalidade no
final do experimento foi de 76% dos animais infectados. Embora a mortalidade
tenha sido alta nos grupos infectados, ndo observamos aumento ocasionado
pela exposicdo a poluicdo. Wallace et al.®® também mostraram alta mortalidade
dos animais infectados nos primeiros 30 dias poés-infec¢cdo, chegando a

aproximadamente 50%.
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Os animais infectados apresentaram maior deposi¢éo de coladgeno no VE
e no VD, entretanto, a poluicdo ndo aumentou a fibrose miocardica nos

animais chagasicos.

Esse aumento da fibrose miocardica refletiu em piora do remodelamento
geométrico, com aumento dos diametros sistélico e diastélico no VE,
principalmente na fase aguda

Tal remodelamento estrutural e geométrico levou a piora do
remodelamento funcional, com queda na funcdo sistdlica ventricular
esquerda, também na fase aguda. Em nenhuma das situacg@es, a polui¢éo

promoveu piora no remodelamento geométrico ou funcional do coragéo.

Tal remodelamento (estrutural, geométrico e funcional) foi coincidente
com a piora do perfil inflamatoério e do estresse oxidativo desencadeado
pela doenca de Chagas. Entretanto, ndo houve exacerbacdo pela
poluicdo nessas vias estudadas.

Apenas a via da apoptose apresentou uma tendéncia a ser modulada pela
poluicdo, tanto na expressao génica de BCL2, como na técnica de
TUNEL. Podemos sugerir que a poluicdo ativa essa via, entretanto, nao

foi capaz de aumentar a fibrose miocéardica.

A mortalidade foi elevada na fase aguda e ndo mostrou ser exacerbada

pela poluicao.
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