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RESUMO 

 

Introdução: a doença de Chagas é uma enfermidade endêmica que assola mais de 15 milhões 

de pessoas ao redor do mundo, principalmente na América latina. A forma cardíaca crônica da 

doença causa repercussões no sistema elétrico do coração e hipertrofia cardíaca com 

contribuição do sistema imunológico provocado pelo parasita que se aloja no tecido 

miocárdico. Objetivo: Avaliar o bloqueio da via S1P/S1PR2 através do tratamento com JTE-

013 na inflamação miocárdica em modelo murino de cardiomiopatia chagásica crônica. 

Metodologia: Camundongos C57BL/6 foram infectados através da inoculação de 10² 

tripomastigotas T. cruzi da cepa Colombiana. Seis meses após a infecção, os animais foram 

divididos em dois grupos: Tratados com JTE-013 ou tratados com salina. Animais não 

infectados foram utilizados como controle. Após eutanásia foi coletado sangue e coração dos 

animais dos grupos experimentais. Lâminas do coração dos animais foram coradas por HE 

para quantificação da inflamação. O percentual de fibrose foi determinado integrando as áreas 

de tecido fibrótico e não-fibrótico em cada campo, em cortes de coração corados com Sirius 

Red. A análise da expressão gênica dos marcadores de inflamação TNF-α, IFN-y, FOXP3 e 

CD45 foi realizada pela técnica de qRT-PCR. Resultados: Houve redução do infiltrado 

inflamatório na análise histológica do coração de camundongos infectados com o T. cruzi 

tratados com o fármaco JTE-013 em comparação com o grupo infectado não tratados (p 

<0,01). Ná análise de percentual de fibrose, não se encontrou diferença significativa entre os 

camungondos infectados tratados com JTE-013 ou tratados com salina (p<0,01). A 

quantificação da expressão de citocinas mostrou redução de IFN- γ e TNF-α, além também da 

redução de iNOS (p<0,001) nos camundongos infectados e tratados com JTE-013. A análise 

da expressão de CD45 mostrou redução nos camundongos infectados e tratados com JTE0-13 

(p<0,001). A expressão de COL-1 não mostrou redução significativa nos camundongos 

infectados e tratados com JTE-013 (p<0,001). A expressão de FOXP3 mostrou redução nos 

camundongos infectados e tratados com JTE0-13. Conclusão: O tratamento com o fármaco 

JTE-013 reduziu inflamação no coração dos camundongos infectados tratados comparado 

com o controle não-tratado, porém não houve redução significativa do percentual de fibrose 

desses corações. A redução da inflamação pode representar um benefício significativo para o 

paciente om CCC no entanto novos estudos, com desenhos específicos, são necessários para 

que o JTE0-13 possa ser utilizado no tratamento da CCC. 

 

 

Palavras-chave: Cardiopatia Chagásica Crônica Experimental. Imunomodulação. Esfingosina-

1-fosfato (S1P). JTE-013. 



ABSTRACT 

Introduction: Chagas disease is an endemic disease that plagues more than 15 million people 

around the world, mainly in Latin America. The chronic cardiac form of the disease causes 

repercussions in the electrical system of the heart and cardiac hypertrophy with the 

contribution of the immune system caused by the parasite that lodges in the myocardial 

tissue. Objective: To evaluate the blockade of the S1P / S1PR2 pathway through treatment 

with JTE-013 in myocardial inflammation in a murine model of chronic chagasic 

cardiomyopathy. Methodology: C57BL / 6 mice were infected through the inoculation of 10² 

T. cruzi trypomastigotes of the Colombian strain. Six months after infection, the animals were 

divided into two groups: Treated with JTE-013 or treated with saline. Uninfected animals 

were used as controls. After euthanasia, blood and hearts were collected from the animals in 

the experimental groups. The heart slides of the animals were stained with HE to quantify the 

inflammation. The percentage of fibrosis was determined by integrating the areas of fibrotic 

and non-fibrotic tissue in each field, in heart sections stained with Sirius Red. The analysis of 

gene expression of inflammation markers TNF-α, IFN-y, FOXP3, and CD45 was performed 

using the qRT-PCR technique. Results: There was a reduction in the inflammatory infiltrate 

in the histological analysis of the heart of mice infected with T. cruzi treated with the drug 

JTE-013 compared to the untreated infected group (p <0.01). In the analysis of the percentage 

of fibrosis, no significant difference was found between infected mice treated with JTE-013 or 

treated with saline (p <0.01). Quantification of cytokine expression showed a reduction in 

IFN- γ, and TNF-α, in addition to a reduction in iNOS (p <0.001) in mice infected and treated 

with JTE-013. Analysis of CD45 expression showed a reduction in mice infected and treated 

with JTE0-13 (p <0.001). COL-1 expression did not show a significant reduction in mice 

infected and treated with JTE-013 (p <0.001). FOXP3 expression showed a reduction in mice 

infected and treated with JTE0-13. Conclusion: Treatment with the drug JTE-013 reduced 

heart inflammation in treated infected mice compared to untreated control, but there was no 

significant reduction in the percentage of fibrosis in these hearts. The reduction of 

inflammation can represent a significant benefit for the patient with CCC. However, new 

studies are necessary with a specific trial design to JTE0-13 that can be used in the treatment 

of CCC. 

 

Keywords: Experimental Chronic Chagas Heart Disease. Immunomodulation. Sphingosine-1-

phosphate (S1P). JTE-013. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença de Chagas é uma doença endêmica e negligenciada que engloba todos os 

países da América Latina e afeta milhões de pessoas1. O agente etiológico responsável pela 

doença é o Trypanosoma cruzi, protozoário flagelado com ciclo de vida complexo2. O vetor 

que geralmente a transmite é o inseto triatomíneo da família Reduviidae, popularmente 

conhecido como barbeiro3.  No Brasil, a dificuldade de acesso ao sistema público de saúde 

aliada à descoberta tardia da doença, leva à cronificação da enfermidade em cerca de um terço 

dos pacientes infectados, que passam a desenvolver uma forma cardíaca e fatal4.  

A patogenia que gera a cardiopatia ainda é desconhecida, todavia, supõe-se que dois 

principais mecanismos sejam fundamentais. O primeiro, uma resposta imunológica mediada 

contra o parasita que se fixa ao cardiomiócito, isto é, o parasito é responsável direto pelo dano 

miocárdico. O segundo, auto reatividade desencadeada pela própria infecção, ou seja, o 

organismo humano é responsável por liberar citocinas e células de defesa que podem cursar 

com citotoxicidade para as células miocárdicas. Secundário a esses mecanismos, temos 

distúrbios neurogênicos e desarranjo das estruturas microvasculares coronarianas5,6. De uma 

forma geral, esses mecanismos são permeados pelos processos de inflamação e fibrose7. Tais 

processos, são precursores da insuficiência cardíaca, bradi e taquiarritmias, 

tromboembolismos, aneurisma ventricular, cardiomiopatia dilatada, que podem culminar na 

morte do paciente6.  

As drogas de escolha no tratamento da fase crônica cardíaca para combate ao parasito 

são o nifurtimox e o benznidazol8. Apesar de estudos observacionais terem mostrado que 

ambos reduzem morbidade e mortalidade9–11, eles ainda são medicamentos que promovem 

intensos debates. Os mesmos possuem bastante efeitos adversos como parestesias (10,3%), 

artralgias (8,1%) e intolerância gastrointestinal (13,3%)12, os quais podem ocorrer em até 50% 

dos casos de adultos na fase crônica da doença13. Além disso, podem apresentar pouca 

eficácia na fase crônica da doença, como foi visto em adultos acima de 50 anos em que o 

tratamento com foco na cura não foi satisfatório9, tendo em vista que a soroconversão pode 

levar anos a décadas para se estabelecer perfil de cura.14–17. Ainda, em pacientes gravidas, 

essas drogas de escolha têm restrições muito relevantes quanto ao seu uso, pois elas podem 

gerar genotoxicidade, além dos efeitos adversos já citados e outros, como manifestações 

cutâneas (benznidazol) e grastrointestinais (nifurtimox)14,15,18. 
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Dessa forma, outra alternativa seria o transplante cardíaco em pacientes que sofrem de 

severa cardiomiopatia causada pela doença19, todavia, o transplante de coração requer o uso 

de imunossupressores a fim de se evitar rejeição do órgão transplantado20–23. Com a terapia 

imunossupressora, existe a possibilidade dos pacientes apresentarem reativação da doença, a 

qual pode trazer consequências devastadoras para o paciente, como miocardite, podendo 

resultar em rejeição do órgão transplantado e rápido episódio de falência cardíaca 

congestiva20,23–25. 

Devido a carência de drogas que tratem a doença de Chagas na fase crônica, a 

comunidade científica tem mostrado bastante esforço para tentar elucidar os mecanismos 

envolvidos na fisiopatologia da cardiomiopatia chagásica crônica, assim como ensaios 

clínicos continuam sendo realizados para desenvolver terapias que tragam melhores 

resultados para os pacientes nesta condição15. Em um desses ensaios clínicos, procurou-se  

drogas capazes de inibir o gene CPY51, responsável pela síntese de ergosterol, principal 

componente da membrana do T. cruzi, que faz parte tanto da membrana plasmática, 

mitocondrial interna, como também dos glicossomos, este último característico do grupo dos 

kinetoplastida ao qual pertence o parasita26–28.  Não obstante, testou-se novas substâncias que 

promovem a diminuição da síntese de ergosterol do T. cruzi, como o posaconazole29 e 

fosravuconazole16, porém, esses estudos não obtiveram resultados satisfatórios15. Além dos 

ensaios clínicos no controle da síntese do ergosterol, foi realizado em ensaio clínico de fase I 

com células mononucleares da medula óssea em 28 pacientes com CCC, com melhora da 

fração de ejeção, sem, no entanto, apresentar alteração significativa nos marcadores de 

necrose miocárdica30. 

Os camundongos C57BL/6 são úteis no trabalho com a CCC porque apresentam perfil 

de inflamação miocárdica, estabelecimento de parasitemia e resposta mediada por 

quimiocinas semelhantes ao humano. Por essa razão, essa espécie torna-se relevante no estudo 

de CCC por simular de maneira análoga a depleção cardíaca promovida pela resposta 

inflamatória31 

Pensando-se no desenvolvimento de novo arsenal terapêutico, a esfingosina 1-fosfato 

(S1P) é uma importante molécula amplamente conhecida e responsável por diversos ações e 

efeitos no organismo, como proliferação, migração, contração e mobilização intracelular de 

cálcio. O S1P participa do grupo dos esfingolipídios e pode ligar-se a cinco receptores de 

membrana S1PR (1-5) que apresentam expressão diferenciada nos diversos tipos celulares. No 
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coração dos camundongos, assim como ocorre nos humanos, os cardiomiócitos expressam os 

receptores S1PR1, S1PR2 e S1PR3. Sabe-se que o S1P possui ação protetora no coração, mas ao 

mesmo tempo que essa ação pode se tornar benéfica, ela pode também ser deletéria, na 

medida em que o composto ativa vias de proliferação de fibroblastos envolvidos no processo 

de fibrose e remodelamento cardíaco32.  

Sabe-se que os fibroblastos cardíacos são a chave para mediadores de inflamação e 

fibrose na injúria e falência cardíaca33. Associado a esses processos, diversos autores 

demonstraram que o S1P e os seus receptores estão envolvidos em muitas ações fisiológicas 

distintas, e em alguns estudos, identificou esses compostos como fator de desenvolvimento da 

fibrose pulmonar idiopática e da fibrose pulmonar em modelos animais, evidenciando, 

inclusive, aumento da S1P no lavado broncoalveolar de pacientes com fibrose pulmonar 

idiopática34. Entretanto, não se sabe se a ativação do receptor S1PR2 pode ou não cursar com 

maior acometimento cardíaco no coração chagásico em fase crônica. Dessa forma, buscamos 

avaliar o tratamento com o Pyrazolopyridine analog (JTE0-13), um bloqueador do receptor 

S1PR2, a fim de bloquear seletivamente esse receptor35. Portanto, o presente estudo visa 

elucidar se o bloqueio seletivo do receptor S1PR2 em modelo murino de cardiopatia chagásica 

crônica, repercute em redução da resposta inflamatória cardíaca.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

• Investigar o efeito da inibição da via S1P/S1PR2 através do tratamento com JTE0-13 na 

cardiopatia chagásica crônica em modelo experimental murino. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Quantificar número de células inflamatórias e de percentual de fibrose no coração de 

camundongos chagásicos crônicos; 

• Analisar a expressão gênica de IFN- γ, COL-1, TNF-α CD45, FOXP3 e iNOS no 

coração dos animais tratados. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O presente estudo é relevante na medida em que busca alvos terapêuticos alternativos 

ao tratamento convencional que, para pacientes chagásicos em fase crônica sintomática, é 

ineficaz. A busca por medicamentos capazes de tratar indivíduos na fase crônica da doença 

que apresentam acentuados processos de inflamação e fibrose associados à injúria cardíaca é 

de grande importância. Como se sabe, o eixo S1P/ S1PR tem se mostrado como regulador 

importante de imunidade, participando do tráfico de células inflamatórias como macrófagos e 

monócitos e tendo, portanto, papel significativo nas doenças inflamatórias36,37. Tais 

mediadores de inflamação estão associadas à produção de citocinas e quimiocinas, 

responsáveis por modular o processo inflamatório, tais quais TNF-α, IL-6, INF-γ e IL-10. Em 

estudos de células envolvidas nesses processos, tanto in vitro, quanto in vivo, o JTE0-13, 

antagonista do receptor S1PR2 provou ser  importante regulador da migração de macrófagos e 

monócitos derivados da medula 38, os quais se caracterizam por serem células associadas aos 

processos de injúria hepática, inflamação, fibrose, remodelamento tecidual mediado por 

proteínas de matriz extracelular e regeneração39–42. Portanto, o JTE0-13 evidenciou redução 

do recrutamento dessas células para o local da inflamação e, por consequência, diminuição da 

produção de citocinas inflamatórias, envolvidas nos processos de fibrogênese e inflamação38. 

No que diz respeito à formação de placas ateroscleróticas que também envolvem processos 

inflamatórios, evidenciou-se a diminuição de IL-1β e IL-18 pela técnica ELISA em animais 

tratados com JTE0-13, comparados aos animais tratados apenas com veículo43. Dessa 

maneira, existem lacunas que precisam ser mais bem compreendidas, a fim de se conhecer o 

papel do antagonismo do receptor S1PR2 na injúria cardíaca através da quantificação de 

células inflamatórias, fibrose e marcadores inflamatórios em camundongos infectados 

cronicamente com a doença de Chagas.  
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 A doença de Chagas 

Restrita aos pequenos mamíferos que habitavam da Patagônia aos Estados Unidos, a 

doença de Chagas foi descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Chagas. Os gambas, 

tatus e roedores coabitavam com os barbeiros, animal vetor da doença e a interação entre tais 

mamíferos e o barbeiro possibilitou a circulação do Trypanossoma cruzi, agente etiológico da 

doença, que posteriormente fora descoberto pelo pesquisador. Com a chegada do homem ao 

habitat do barbeiro, seguido de desmatamentos e queimadas (desequilíbrio ecológico), os 

barbeiros foram desalojados e apropriaram-se das moradias. Aliado a isso, provou-se que o 

vetor hematófago consegue se alimentar de animais domésticos, tornando-os reservatório da 

doença e facilitando o contágio pelo homem moderno44. Segundo a Organização Mundial de 

Saúde, existem entre 16  a 18 milhões de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi só na 

América Latina, ratificando que, mesmo após mais de 100 anos de descoberta, a doença 

continua negligenciada45.  

O T. cruzi é um parasita muito resistente que mostra viver bem com mamíferos e os 

triatomíneos vetores, sendo capaz até mesmo de sobreviver  a ultracongelamento -70ºC 

durante anos46 e a 4ºC no sangue de indivíduos, mostrando ainda capacidade infectante neste 

último, por uma a duas semanas47. O T. cruzi apresenta 3 formas diferentes em seu ciclo de 

vida (Figura 1). No hospedeiro vertebrado, verifica-se a forma de amastigota, descritas como 

intracelulares e tripomastigotas, formas sanguíneas. No hospedeiro invertebrado, achamos 

epimastigotas que, a posteriori, se diferenciam em tripomastigotas metacíclicos. O 

tripomastigota é a forma infectante que vive no sangue do hospedeiro vertebrado e que pode 

ser colhido do hospedeiro invertebrado. A amastigota é o estágio do parasita dentro das 

células do humano. Por fim, a epimastigota é a forma não infectante, vista no hospedeiro 

invertebrado48. Os barbeiros se infectam por meio do sangue de humanos ou animais 

infectados com a forma tripomastigota. No sistema digestivo dos barbeiros, ocorrem 

mudanças em que as formas tripomastigotas se diferenciam em formas epimastigotas. Após 

passar por sucessivas divisões, as formas epimastigotas transformam-se em tripomastigotas 

metacíclicos. Os tripomastigotas infectam os humanos e outros animais e se diferenciam em 

sua forma intracelular, os amastigotas. Estes, por sua vez, podem sofrer divisões dando 

origem às formas tripomastigotas na corrente sanguínea, podendo ser ingeridos pelo barbeiro 

e, por isso, dando continuidade ao ciclo49–51. 
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Figura 1. O ciclo de vida do T. cruzi em humano e animal vetor Fonte: 

https://www.cdc.gov/media/subtopic/images.htm. Acessado em: 10/07/2020 

A doença possui como formas principais de transmissão as seguintes vias: vetorial, 

transfusional e materno-fetal. A forma vetorial é a mais comum e ocorre pela picada do 

barbeiro que invade o domicílio dos moradores, faz o repasto sanguíneo e defeca e urina no 

local da picada, apresentando coceira52, possibilitando a transmissão e inoculação do 

patógeno. A forma transfusional ocorre por meio dos transplantes de órgão é quase que 

impossível nos dias de hoje, devido ao cuidado com que é feita a coleta de sangue e aos 

exames laboratoriais que são mais acessíveis e rápidos de serem realizados, com resultados 

mais sensíveis e específicos. A vertical também se tornou uma forma de transmissão difícil, já 

que raramente são encontradas mulheres em idade fértil e portadoras da doença53. Além disso, 

sabe-se que a contaminação pelo T. cruzi pode vir de alimentos contaminados, como o açaí, 

importante fruta pelo seu teor calórico e proteico, principalmente na região norte do país54. 

Uma forma importante de transmissão que também não pode ser esquecida é a de acidentes 

com perfurocortantes em profissionais de saúde que pesquisam e lidam diretamente com a 

coleta de sangue dos indivíduos portadores de Chagas e animais usados nos modelos 

experimentais infectados com as cepas do T. cruzi (Figura 2) 

 

https://www.cdc.gov/media/subtopic/images.htm
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Figura 2: Modos de transmissão do Trypanosoma cruzi. Bonney & Luthringer, 2019. 

De forma sucinta, podem ocorrer duas fases na infecção humana pelo T. cruzi. A 

primeira delas é uma fase aguda, em que encontramos maior circulação do patógeno no 

sangue, com a presença de febre que pode persistir por 12 semanas. Nela, pode-se encontrar 

sinais de inoculação como chagoma e o sinal de romanã, quando a picada é feita na pálpebra, 

caracterizada por vermelhidão e edema ocular. Nessa fase, os sinais e sintomas podem 

desaparecer sem maiores complicações, evoluir para fase crônica ou para modos agudos 

graves da doença55. Ainda, pacientes com transmissão oral na Venezuela apresentaram 

cefaleia, mialgia edema, com maiores taxas de letalidade na fase aguda56. Na fase crônica, 

existem poucos parasitas na corrente sanguínea, podendo haver comprometimento digestivo, 

cardíaco ou ambos. A maioria dos pacientes crônicos cursam com a forma indeterminada que 

consiste no indivíduo assintomático e sem sinais de comprometimento do aparelho digestivo 

e/ou cardíaco. Ela pode durar a vida toda ou evoluir para forma cardíaca, digestiva ou ambas. 
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Na forma cardíaca, os quadros mais comuns são a miocardiopatia dilatada e a insuficiência 

cardíaca congestiva e cerca de 30% dos casos evoluem para essa forma da doença. Na forma 

digestiva, mais rara, cerca de 10% dos pacientes cursam com megacólon ou megaesôfago55. 

4.2 Inflamação e fibrose 

A inflamação consiste em uma resposta imunológica desencadeada por diversos 

fatores como patógenos, injúria celular e componentes tóxicos57. De uma forma geral, a 

inflamação é um mecanismo de defesa responsável pela cura58. Contudo, a inflamação aguda 

e incontrolável pode se tornar crônica, sendo responsável por diversas morbidades crônicas 

inflamatórias59. No que tange à injúria cardíaca observada em pacientes que apresentam a 

cardiopatia chagásica crônica (CCC), as fases críticas consistem em inflamação, evidenciada 

pela presença de infiltrado inflamatório, composto em sua maioria por macrófagos (50%), 

células T e células B (10%) , algumas poucas células NK60,61 e linfócitos CD8+ e CD4+ na 

proporção de 2:1, com aumento do número de granzimas61. Além disso, ela também consiste 

na proliferação de fibroblastos e formação de cicatriz. Após essa fase, pode-se encontrar a 

expressão de várias citocinas pro-inflamatórias e fatores de fibrose levando à ativação e 

proliferação de miofibroblastos62.  

Na fase aguda, tais moléculas desempenham papel central na infecção aguda pelo T. 

cruzi. Após o início da infecção, o DNA do patógeno e os glicoconjugados desencadeiam 

resposta imune inata via receptor Toll ligante 2, 4 e 9 em macrófagos e células dendríticas63. 

Depois da ativação dessas células, elas secretam citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, 

que são estimuladas, aumentando a endocitose e a morte intracelular, através da liberação de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Nesse sentido, citocinas pró-inflamatórias como 

IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27 e TNF-α são prontamente liberadas por essas células, ativando 

ainda outras células inflamatórias64,65. Após os macrófagos e células dendríticas endocitarem 

o T. cruzi, há o estímulo de células T e anticorpos65. Dessa forma, o T. cruzi promove a 

liberação de IFN-γ, e células T específicas são geradas, migrando com outros leucócitos 

sanguíneos para o local da infecção em resposta à produção de quimiocinas como, CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL1066. Essa inflamação mediada por células T leva ao controle, 

mas não a completa eliminação do parasita dos tecidos e da corrente sanguínea67. 

Na fase crônica sintomática, as citocinas inflamatórias também são produzidas e as 

células mononucleares incrementam a produção de citocinas, conduzindo a aumentos 
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plasmáticos de TNF- α e IFN- γ, que são até mesmo notados em indivíduos com a forma 

indeterminada da doença68–70. O grupo de pacientes que desenvolve a CCC possui grande 

número de alterações imunológicos evidenciadas por uma relevante exacerbação da resposta 

Th1. Tal exacerbação pode ser vista no sangue e é resultado da natureza do infiltrado 

inflamatório71. Os indivíduos que desenvolvem a CCC têm aumento da quantidade de TNF-α 

e CCL2, em comparação com os pacientes com a forma indeterminada da doença72. Além 

disso, pacientes com CCC, tem aumento da expressão de IFN- γ com subsequente aumento da 

CCR5+ CXCR3+ e células T CD4+ CD8+, o que reduziu o número de células regulatórias 

produtoras de IL-10 e que expressam FOXP3+ , quando comparado com pacientes que 

apresentam a forma indeterminada da doença de Chagas67,69,73,74. Ainda, na CCC pode-se 

observar aumento da produção de iNOS, molécula responsável por promover a produção de 

resposta M1 de macrófagos, o que faz com que haja secreção de moléculas pró-inflamatórias 

como TNF-α, IFN- γ e células Th1 promovendo atração de quimiocinas relacionadas à 

inflamação75.  

Assim, pode-se observar que a produção de citocinas, células de defesa e quimiocinas, 

isto é, a inflamação, está intimamente relacionada a injúria cardíaca e à fibrose. Em relação 

aos mecanismos de fibrose, durante a fase de maturação, os miofibroblastos secretam 

colágeno e outras proteínas de matriz extracelular76. O propósito dessa forma adaptativa de 

fibrose é manter a integridade cardíaca e a geração de pressão, impedindo a disfunção 

miocárdica77. Porém, tal mecanismo quando mantido por excessivo número de fibroblastos e 

de produção de alta quantidade de proteínas de matriz extracelular, gera remodelamento 

cardíaco patológico, levando à alteração da estrutura do coração e tendo consequências 

devastadoras para a função cardíaca78. 

Nesse sentido, a inflamação cardíaca na doença de Chagas resulta do alto grau de 

parasitemia, quando na fase aguda, e o intenso parasitismo tecidual, na fase crônica, 

principalmente. Como tem mostrado as discussões acerca da doença6,79,80, o desenvolvimento 

de técnicas de rastreio identificou que a enfermidade é de fato uma cardiomiopatia resultante 

da contínua presença do T. cruzi nos tecidos6,81–84. A coleta de amostras de pacientes vivos 

evidenciou  correlação entre as formas amastigotas do parasito e os intensos processo de 

inflamação no miocardio35,85,86. Aliado a isso, modelos experimentais de humanos e animais 

identificaram correlação entre miocardite gerada pela inflamação ocasionada pelo parasito e a 

presença de falência cardíaca87,88. Apesar de todos os dados acerca da doença, o exato 

mecanismo que a causa não está completamente compreendido. Sabe-se que a resposta imune 
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por conta do parasito e a própria auto reatividade da infecção, possivelmente se juntam para 

promover, inflamação, miocitólise e a fibrose que é continua e se sobrepõe a outros processos 

de fibrose, tornando- os características relevantes da cardiomiopatia chagásica7,80,82,89–95. 

4.3 A esfingosina-1-fosfato e o receptor S1PR2 

Os esfingolipídios são moléculas responsáveis pela sinalização celular e o balanço 

entre sua síntese e degradação promovem a homeostase. No que diz respeito a seus papéis, 

eles são importantes na tradução do sinal intracelular e participam da proliferação, maturação 

e apoptose, sendo ainda, envolvidos nos processos de estresse celular96. Dentre os 

esfingolipídios, a ceramida (CER) é uma importante molécula que faz parte do seu grupo, 

servindo como precursora da forma biologicamente ativa responsável por atuar nos processos 

fisiológicos, a esfingosina-1-fosfato (S1P)97,98. Através da catalização por hidrólise, a 

ceramidase leva à produção de esfingosina e, esta por sua vez, sofre fosforilação pelas 

enzimas esfingosina quinase 1 e 2 (SPKH1/2) e gera a S1P
99 (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Interconversão entre os esfingolipídeos de membrana, especial atenção para 

a via de produção da esfingosina-1-fosfato. Fonte: modificada de Fredi & Tinoco, 2015. 

Como foi mencionado acima, o aumento da concentração de ceramida leva à elevação 

da quantidade de S1P, o qual  está envolvido na proliferação celular, mitose, angiogênese e na 

proteção contra apoptose (Figura 4)96.  
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Figura 4. Fisiopatologia envolvida nos mecanismos de ação dos esfingolipídios. Fonte: 

Caldas, 2017. 

 

Pensando-se no antagonista do S1P2, o JTE0-13 (Figura 5) é um bloqueador seletivo 

do receptor S1PR2 que já foi testado para outras doenças inflamatórias, como as doenças 

fibróticas pulmonares. Em modelo experimental de camundongos C57BL/6J induzidos à 

inflamação pulmonar por administração de biomicina, importante quimioterápico que tem 

como um dos efeitos adversos a inflamação pulmonar e, consequentemente, fibrose100, 

identificou-se redução das citocinas inflamatórias no lavado bronco-alveolar dos 

camundongos tratados com JTE0-13 em comparação com os não tratados38. Além disso, 

mostrou-se também redução do acúmulo de fibroblastos e atenuação da produção de 

fibronectina e expressão diminuída do RNAm de colágeno-1-α-1, que são marcadores pró- 

fibróticos pulmonares101.  
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Figura 5: Pyrazolopyridine analog, o JTE-013. Molécula de JTE-013 em 2D. Fonte: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pyrazolopyridine-analog. Acessado em: 03/05/2021. 

Estudos recentes sugerem que a ativação do receptor S1PR2 é um pivô nos processos 

de fibrose patológica renal na nefropatia diabética, atuando de maneira a diminuir inflamação 

e fibrose patológica102. No diabetes mellitus, o aumento da concentração de glicose pode 

ativar a sinalização do S1P, que promove a proliferação de células mesangiais, relatadas por 

participarem da fibrose renal, processo precursor da gloméruloesclerose103. Além disso, tem-

se que a hiperglicemia gera aumento da produção de TGF-β1, que também participa da 

produção de proteínas de matriz extracelular, através da deposição de fibronectina e colágeno 

tipo IV, contribuindo para os processos de fibrose tecidual104. Com o aumento do TGF-β1 

promovido pela hiperglicemia, temos a ativação da cascata de sinalização Smad, referida por 

induzir o processo de transição epitélio-mesenquimal (EMT) em que as células epiteliais 

perdem a polaridade e sofrem dramático remodelamento em seu citoesqueleto. Tais 

mudanças, associadas a expressão de outros fatores como a proteína 1 específica de 

fibroblastos (FSP1), fibronectina e colágenos, sugerem que a EMT esteja envolvida em 

processos de injúria e fibrose renal105. 

Analisando-se a via terapêutica do S1P, sabe-se que no que diz respeito às vias 

envolvendo o S1P e seu receptor S1PR, o bloqueio da enzima responsável por converter a 

esfingosina S1P, promovido pelo N- dimetil-esfingosina (DMS), mostrou-se como importante 

droga capaz de reduzir inflamação e fibrose no coração de camundongos cronicamente 

infectados com o T. cruzi. Tais resultados tornaram-se perceptíveis pela redução de NOS2, 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pyrazolopyridine-analog
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TGF-β, IFN-γ e TNF-α, assim como outros importantes marcadores inflamatórios, vistos 

também no presente estudo, o que mostra a importância da elucidação dessa via como 

importante ferramenta enquanto arsenal terapêutico106. Apesar das informações existentes, 

não há dados na literatura que esclareçam sobre a participação da via S1P-S1P2 na atenuação 

dos efeitos deletérios encontrados na CCC e por isso torna-se premente o bloqueio dessa via a 

fim de utilizá-la como alvo farmacológico para o tratamento dos indivíduos portadores da 

CCC.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Desenho, local e período do estudo 

Trata-se de uma pesquisa de caráter experimental, utilizando um modelo de 

cardiopatia chagásica crônica murino, cujos animais apresentam algumas características 

semelhantes a doença humana. O presente trabalho está de acordo com os princípios de ética 

em pesquisa com animais vigentes na Lei 11.784/2008 aprovado pelo comitê de ética em 

pesquisa animal (CEUA/HSR), sob protocolo 007/18. A pesquisa foi desenvolvida no HSR e 

no instituto Gonçalo Muniz (FIOCRUZ-BA) entre os anos de 2018 e 2021. Foram utilizados 

camundongos C57Bl/6 fêmeas (6-8 semanas) mantidos no biotério do Centro de 

Biotecnologia e Terapia celular do Hospital São Rafael (HSR), em ambiente controlado de 

umidade e temperatura, tendo água e comida ad libitum. Foram adotadas as normas de uso de 

animais em laboratório a fim de minimizar o desconforto animal. 

5.2 Infecção e parasitemia 

Os camundongos foram infectados através da inoculação de 102 tripomastigotas de T. 

cruzi, por via intraperitoneal. As formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana 

foram obtidas do sobrenadante da cultura de células de rim de macaco (LLC-MK2) 

infectadas.  

5.3 Critérios de inclusão e critérios de exclusão 

 Após a inoculação do T. cruzi, a parasitemia dos animais foi acompanhada até os 60 

dias pós-infecção. Aqueles animais que tiveram parasitemia positiva foram incluídos no 

estudo. Os animais que apresentaram ferimentos decorrente de brigas dentro das caixas ou 

que apresentaram sinais de estresse, como caimento de pelo ou outro sinal não relacionado 

com a doença de Chagas, e ainda, aqueles que demonstraram parasitemia negativa até os 50 

dias pós-infecção foram excluídos do estudo.  

5.4 Grupos experimentais e tratamento 

Os camundongos chagásicos crônicos foram divididos em dois grupos: (a) chagásicos 

crônicos tratados com uma dose de JTE0-13 (30 mg/kg) por gavagem em uma única 

administração (n=10); (b) chagásicos crônicos tratados apenas com o veículo, mesma via 

(n=10) e igual período de tempo. Animais não infectados da mesma idade e sexo foram 

utilizados como controle (n=5). Os animais foram eutanasiados uma semana após o 



22 

tratamento por administração de dose letal de anestésico (Figura 6). O cálculo amostral e o 

número de animais foram determinados tomando como base o estudo publicado por Damy e 

colaboradores (2010). De acordo com esse trabalho, 8 animais em cada grupo, tanto nos 

animais tratados com salina quanto nos animais tratados com veículo já são o suficiente para 

se obter resultados com nível de significância estatística, assumindo 20% do tamanho do 

efeito esperado entre o grupo controle e o tratado, e 20% de variabilidade biológica. O 

número de animais escolhido 10 em vez de 8 ocorre em função do percentual de mortes de 

animais, que chega a 20% por causa da infecção crônica por T. cruzi107.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Delineamento experimental. Camundongos da linhagem C57Bl6 foram infectados 

e o tratamento se iniciou após seis meses de infecção. 

5.5 Eutanásia e coleta de material  

 A eutanásia foi realizada através da injeção letal de anestésico xilazina (Sedomin®; 

Konig) e ketamina (Vetanarcol®; Konig, Avellaneda, Argentina). Com os animais 

anestesiados, foi coletado sangue do plexo braquial e, após a eutanásia coletou-se o coração 

dos animais. O sangue foi coletado com EDTA e centrifugado a 10oC, 1500 rpm por 10 

minutos a fim de se separar o plasma que foi armazenado em freezer -80 oC. Os corações 

foram divididos ao meio, do átrio em direção ao ventrículo, metade foi fixado em PFA 4% 

Infecção por 

T. cruzi (i.p.) 

JTE013 30 mg/kg  

Eutanásia JTE013 

Fase crônica 

6 meses pós infecção 

1 semana após 

tratamento 

  



23 

para confecção de lâminas histológicas e metade foi congelado em criotubo para extração de 

RNA. 

5.6 Coloração de lâminas  

A metade dos corações dos camundongos fixada em PFA foi emblocada em parafina, 

e processada para confecção das lâminas histológicas. A técnica de coloração consistiu em 

primeiramente desparafinizar a lâmina, depois hidratá-la com diferentes concentrações de 

álcool (absoluto, a 80%, 70%) e em água destilada. Para análise de infiltrado inflamatório, as 

lâminas desparafinizadas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Após esse processo, 

a lâmina foi passada em água acética a um por cento, depois três vezes em álcool absoluto, 

uma vez em xilol e então ela foi montada com bálsamo do Canadá e lamínulas. Para a análise 

de fibrose as lâminas foram coradas com Sirius Red (PIFG) e então foram lavadas em água 

corrente. Depois, a lâmina foi contra corada em solução light green e novamente lavada em 

água corrente e destilada. Depois desse processo, a lâmina foi desidratada, clarificada e 

montada com bálsamo do Canadá. As fibras reticulínicas e colagênicas foram coradas em 

vermelho e o restante do tecido fica esverdeado.  

5.7 Quantificação da inflamação e fibrose cardíaca 

As lâminas foram analisadas por microscopia de campo claro após terem sido coradas 

e então fotografadas. As imagens foram digitalizadas usando uma câmera digital CoolSnap 

adaptada ao microscópio AX-70 (Olympus) e analisadas usando o programa Image Pro Plus 

versão 6.0 (Media Cybernetics), permitindo a contagem das células do infiltrado inflamatório 

em dez campos por corte de coração integradas por área. O percentual de fibrose foi 

determinado usando o mesmo programa, integrando as áreas de tecido fibrótico e não-

fibrótico em cada campo, em cortes de coração corados com Sirius Red. 

5.8 Análise da expressão gênica por PCR 

O RNA dos corações foi extraído com TriZol®Reagent e, a partir daí, realizou-se a 

sua quantificação por espectofotometria em comprimento de onda de 260nm. Foi utilizado um 

kit de transcrição reversa para a síntese de cDNA. O RNA total, na quantidade de 1ug, foi 

adicionado a 5uL de primers, 5uL de tampão Strand, 2uL de DNTP mM e 3uL de enzima. 

Este volume foi completado com água tratada com dietilpirocarbonato até 50uL e incubada a 

25°C por 10 minutos e a 37°C por 2 horas. A análise da expressão gênica de TNF-α, IFN-y, 
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FOXP3 e CD45 foi feita por PCR em tempo real preparando uma placa de 96 poços 

utilizando o reagente Taqman. 

5.9 Análise estatística 

  Os dados foram analisados usando o teste ANOVA ou teste de comparação múltipla 

Newman-Keuls multiple, com o programa Prism versão 6.0 (Graph Pad Software). Os valores 

de todas as variáveis foram expressos como média ± desvio padrão. As diferenças foram 

consideradas significativas quando P < 0.05.  
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6. RESULTADOS 

 

 Após a infecção pelo parasito T. cruzi, a parasitemia foi acompanhada até 60 dias pós-

infecção e como observado na figura 1, o pico da parasitemia ocorreu por volta dos 30 dias 

pós-infecção como esperado para esta cepa e em seguida reduziu até chegar a zero no dia 60 

(Figura 7). Os animais foram mantidos no biotério por seis meses após a infecção para o 

início do tratamento durante a fase crônica.  
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Figura 7. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10² T. cruzi da cepa colombiana e 

avaliou-se o número de parasitos por campo durante vários tempos pós-infecção até 60 dias. 

 

As lâminas dos corações de camundongos controle, infectados com T. cruzi e tratados 

com salina ou tratados com JTE0-13 foram analisadas e pode-se evidenciar redução 

importante do número de células inflamatórias no grupo de camundongos cronicamente 

infectados com T. cruzi tratados com o fármaco JTE0-13 quando comparado aos animais 

infectados e não tratados (NT), apresentando diferença estatística com P <0,01 (Figura 8).  
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Figura 8. Células inflamatórias foram quantificadas em lâminas de corações de camundongos 

infectados pelo T. cruzi nos grupos controle (Naive), não tratados (NT) e tratados com JTE0-

13. As barras representam as médias ± EPM de 10 camundongos/ grupo: *** P <0,001; ** P 

<0,01 em comparação ao grupo não tratado.  

 

 O percentual de fibrose foi avaliado em lâminas de coração dos diferentes grupos 6 

meses pós-infecção. O percentual de fibrose é representado pela porcentagem de deposição de 

colágeno no coração de animais controle (naive), infectados e não tratados ou infectados e 

tratados com JTE0-13. Apesar de haver redução da inflamação, não foi observado redução de 

fibrose após o tratamento com JTE0-13. Foi observada uma tendência de redução no grupo 

tratado, no entanto sem apresentar diferença estatística (Figura 9). 
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Figura 9. Quantificação da área fibrótica em corações de camundongos C57BL/6 dos 

diferentes grupos experimentais. As barras representam as médias ± EPM de 10 

camundongos/ grupo: ** P <0,01 em comparação ao grupo controle. 

 

 

A CCC tem sido associada com aumento da produção de IFN-γ e TNF-α em 

camundongos, assim como em humanos. Foi observado um aumento da expressão dessas 

duas citocinas pró-inflamatórias nos animais infectados e não tratados em comparação com 

animais controle, que não foram infectados (Figura 10A, D). A expressão de iNOS, marcador 

da resposta M1 da ativação de macrófagos que se encontra aumentado nos corações de 

camundongos infectados com T. cruzi, foi reduzido após o tratamento com JTE0-13 (Figura 

10B). A expressão de CD45, marcador de leucócitos, que está aumentado em camundongos 

infectados não tratados, sofreu diminuição após o tratamento com JTE0-13 (Figura 10C) A 
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administração do JTE0-13 promoveu redução da expressão de ambas as citocinas no coração 

dos camundongos por análise de expressão gênica. Avaliou-se a expressão de colagenase-1 

(COL-1), importante molécula relacionada ao desenvolvimento de fibrose, e não houve 

redução significativa nos animais infectados tratados com JTE0-13 em comparação com os 

animais infectados não tratados (Figura 10E). A expressão de FOXP3, fator de transcrição 

expresso por células T regulatórias presente nas vias anti-inflamatórias, apresentou aumento 

nos animais infectados tratados com JTE0-13 em comparação dos animais infectados não 

tratados (Figura 10F), mostrando papel relevante do JTE0-13, possivelmente na ativação de 

células T regulatórias.  
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Figura 10. Expressão gênica nos corações dos camundongos nos diferentes grupos 

experimentais. A análise da expressão gênica foi realizada pela técnica real time qRT-PCR 

usando amostras de cDNA preparadas a partir de mRNA extraída dos corações dos 

camundongos controle (naive) e dos camundongos infectados não tratados e dos 

camundongos infectados tratados com JTE0-13. Expressão gênica de (A) IFN- γ, (B) iNOS, 

(C) CD45, (D) TNF-α, (E) COL1, (F) FOXP3. As barras representam as médias ± EPM de 10 

camundongos/ grupo: *** P <0,001; ** P <0,01; *P < 0.05 em comparação aos infectados 

não tratados. #P < 0.05 em comparação com o grupo controle.  
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7. DISCUSSÃO  

 

A cardiopatia chagásica crônica é uma enfermidade que está associada ao desenvolvimento de 

inflamação crônica que culmina com a fibrose patológica. A procura de novas drogas capazes 

de diminuir a progressão da doença é de interesse terapêutico, já que não há cura para a fase 

crônica da doença de Chagas. Pensando-se em possíveis alvos terapêuticos, os esfingolipídios 

são importantes moléculas envolvidas nos mais diversos processos do metabolismo celular, 

como angiogênese, tráfico celular e sobrevivência celular96. A imunomodulação dos fatores 

que ativam as vias de produção de linfócitos e, consequentemente, a produção de moléculas 

inflamatórias faz parte da via do S1P, fazendo com que esse esfingolipídio seja atrativo para 

investigação.  

Nesse trabalho demonstramos pela primeira vez que o tratamento com um antagonista do 

receptor S1P2 em modelo murino de CCC promove redução de inflamação e mediadores 

envolvidos com o processo inflamatório. Foi observada diminuição da inflamação após a 

administração do JTE0-13 nos camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi, 

representado tanto pela quantificação do número de leucócitos em lâminas de corações, como 

também pela análise da expressão gênica de CD45, um pan-marcador de leucócitos. A 

exacerbação da inflamação resulta da produção de marcadores inflamatórios e, na CCC, pode-

se visualizar o aumento de IFN-γ, TNF-α, iNOS e CD45, importantes marcadores pró-

inflamatórios. Após tratamento com JTE0-13 houve redução da inflamação e dos marcadores 

pró-inflamatórios, além de aumentar a produção de FOXP3, o qual participa regulando a 

inflamação.  

O IFN-y e o TNF-α são citocinas pro-inflamatórias, envolvidas na ativação de células do 

sistema imunológico e na migração de leucócitos. Na CCC, essas são duas citocinas que 

promovem miocardite e perda de células cardíacas68,69. Após o uso de JTE0-13, visualizou-se 

diminuição da expressão dessas moléculas, seja causando redução da inflamação, ou como 

consequência da redução do infiltrado inflamatório, não podemos afirmar com os dados 

observados. O iNOS representa um importante marcador de inflamação, visto que participa da 

produção de NO, importante vasodilatador que está presente nos processos inflamatórios, 

participando da resposta M1 dos macrófagos, resposta essa que está relacionada a secreção de 

TNF-α e célula Th1 que atraem quimiocinas, participando no início e na sustentação da 

inflamação75.  
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As células T regulatórias são importantes componentes da regulação de linfócitos T CD4+ e 

CD8+, que também estão presentes na inflamação da CCC. A análise da expressão de células 

T é realizada por meio da expressão gênica da proteína FOXP3, a qual participa dessa via108. 

O aumento da produção de FOXP3 no grupo em que foi feito o tratamento com o fármaco 

JTE0-13 mostra que o JTE0-13 pode exercer função de atenuar a expressão desses linfócitos 

e, portanto, reduzir os processos de injúria cardíaca.  

A quantificação do percentual de fibrose após tratamento com JTE0-13 em comparação com 

os corações não tratados e nos animais controle evidencia que a utilização desse fármaco não 

reduziu a fibrose, não tendo, ainda, evidência significativa em reverter a fibrose miocárdica 

proporcionada pela injúria crônica. Ponderando sobre a diminuição da fibrose, assim como 

mostrou-se redução não significativa no percentual de fibrose miocárdica, há concordância da 

não redução da expressão de COL-1, importante molécula que participa do remodelamento 

cardíaco. De maneira discordante dos nossos dados, a administração de JTE0-13 mostrou ser 

capaz de diminuir o padrão de fibrose pulmonar e renal em modelo  de estudos realizados 

previamente109,110.  

Há hipótese de que o S1P atue tanto na via intracelular, com o papel de reduzir fibrose, quanto 

na via extracelular, com o efeito de promover fibrose patológica, portanto, com papeis 

dicotômicos dependendo da região encontrada, dentro ou fora da célula. É sugestivo que o 

efeito da não redução da fibrose patológica no modelo de doença de Chagas crônico em 

comparação com os indivíduos portadores de doença renal fibrótica, em que houve de fato 

diminuição do perfil de fibrose com o tratamento com JTE-013, possa estar relacionada a 

expressão cardioprotetora reduzida de moléculas expressas dentro do cardiomiócito em 

contrapartida com as células renais. A via do fator de crescimento de tecido conjuntivo 

(CTGF), regulada positivamente pelo TGF-β, pode ter regulação menor ou menos importante 

nas células miocárdicas, o que é mais expressivo na expressão de células renais dos pacientes 

com patologia fibrótica111. Portanto, o TGF-β seria uma molécula interessante para análise em 

modelo experimental de CCC no tratamento com JTE-013. 

É possível que a via que interrompa o processo de fibrose esteja relacionada a outros 

receptores. Como foi analisado no estudo com DMS, em que a partir da utilização desse 

fármaco que atua bloqueando a conversão de esfingosina-1-fosfato a partir da esfingosina, 

observou-se diminuição do percentual de fibrose no coração dos animais infectados e tratados 

com o DMS. Este, portanto, atuou bloqueando toda a via a partir da não produção de S1P, 
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evidenciando que pode existir um receptor em específico que pode estar relacionado a fibrose. 

Portanto, dentre os outros receptores é provável que o bloqueio seletivo de outro receptor 

possa diminuir a fibrose miocárdica da CCC106. 

A fim de complementar esses dados, é necessário o estudo dos mecanismos envolvidos na 

redução da inflamação e se isso ocasionaria ressurgência da parasitemia, o que inviabilizaria o 

uso de tal substância em pacientes com CCC. Apesar de não reduzir fibrose na dose estudada, 

o JTE0-13 mostrou-se um fármaco capaz de reduzir citocinas inflamatórias e reduzir 

inflamação, que é o processo precursor da fibrose, podendo se tornar uma droga capaz de 

atenuar a progressão da cardiopatia chagásica e promover qualidade de vida para os pacientes 

cronicamente infectados e sem tratamento definitivo para essa enfermidade. 
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8. CONCLUSÃO 

 

O tratamento com o fármaco JTE0-13 reduziu inflamação no coração dos camundongos 

infectados tratados comparado com o controle não-tratado, porém não houve redução 

significativa do percentual de fibrose desses corações na dose de 30 mg/Kg. A redução da 

inflamação pode representar um benefício significativo para o paciente om CCC no entanto 

novos estudos, com desenhos específicos, são necessários para que o JTE0-13 possa ser 

utilizado no tratamento da CCC. 
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