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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCC — Cardiopatia Chagasica Cronica

CCL2- Ligante 2 de quimiocina CC

CCL3- Ligante 3 de quimiocina CC

CCL4- Ligante 4 de quimiocina CC

CCL5- Ligante 5 de quimiocina CC

CCR5- Receptor CCR5

cDNA- Acido desoxirribonucleiro complementar
CER- Ceramida

CHI313 — Quitinase 3

COL-1- Colageno tipo 1

CTGF- Fator de crescimento de tecido conjuntivo
CXCL10 — Quimiocina CXCL10

CXCR3- Receptor CXCR3

DMS- Dimetilesfingosina

EDTA- Acido etilenodiaminotetracético

EMT — Processo de transicéo epitélio-mesenquimal
FSP1- Proteina especifica de fibroblastos

IFN-y- Interferon-gama

IL- Interleucina

INOS — Oxido nitrico sintase

JTE-013- Pyrazolopyridine analog

NO- Oxido nitrico

PCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase

PFA — Paraformaldeido

PIFG- Picrosirius-red

RNAm- Acido ribonucleico mensageiro

S:P — Esfingosina 1- fosfato



SPKH1- Enzima esfingosina-quinase-1

SPKH2- Enzima esfingosina-quinase-2

S1PR (1-5) - Receptor esfingosina-1-fosfato (1-5)
TGF-B — Fator de crescimento transformador beta
Th1- Células T auxiliares tipo 1

TNF-a- Fator de necrose tumoral



RESUMO

Introducdo: a doenca de Chagas € uma enfermidade endémica que assola mais de 15 milhdes
de pessoas ao redor do mundo, principalmente na América latina. A forma cardiaca crénica da
doenca causa repercussdes no sistema elétrico do coragdo e hipertrofia cardiaca com
contribuicdo do sistema imunol6gico provocado pelo parasita que se aloja no tecido
miocardico. Objetivo: Avaliar o bloqueio da via S1P/S1PR; através do tratamento com JTE-
013 na inflamagdo miocérdica em modelo murino de cardiomiopatia chagésica cronica.
Metodologia: Camundongos C57BL/6 foram infectados através da inoculagdo de 10?2
tripomastigotas T. cruzi da cepa Colombiana. Seis meses ap6s a infecgdo, os animais foram
divididos em dois grupos: Tratados com JTE-013 ou tratados com salina. Animais nao
infectados foram utilizados como controle. Apds eutanasia foi coletado sangue e coragdo dos
animais dos grupos experimentais. Laminas do coracdo dos animais foram coradas por HE
para quantificacdo da inflamac&o. O percentual de fibrose foi determinado integrando as éareas
de tecido fibrético e nao-fibrético em cada campo, em cortes de coracdo corados com Sirius
Red. A analise da expressao génica dos marcadores de inflamacdo TNF-a, IFN-y, FOXP3 e
CD45 foi realizada pela técnica de gRT-PCR. Resultados: Houve reducdo do infiltrado
inflamatdrio na andlise histoldgica do coracdo de camundongos infectados com o T. cruzi
tratados com o farmaco JTE-013 em comparacdo com o grupo infectado ndo tratados (p
<0,01). Na andlise de percentual de fibrose, ndo se encontrou diferenca significativa entre os
camungondos infectados tratados com JTE-013 ou tratados com salina (p<0,01). A
quantificacdo da expressao de citocinas mostrou reducdo de IFN-y e TNF-a, além também da
reducdo de iNOS (p<0,001) nos camundongos infectados e tratados com JTE-013. A anélise
da expressdo de CD45 mostrou reducdo nos camundongos infectados e tratados com JTEO0-13
(p<0,001). A expressdo de COL-1 ndo mostrou reducdo significativa nos camundongos
infectados e tratados com JTE-013 (p<0,001). A expressdo de FOXP3 mostrou reducdo nos
camundongos infectados e tratados com JTEO0-13. Concluséo: O tratamento com o farmaco
JTE-013 reduziu inflamacdo no coracdo dos camundongos infectados tratados comparado
com o controle ndo-tratado, porém ndo houve reducéo significativa do percentual de fibrose
desses coracBes. A reducao da inflamacdo pode representar um beneficio significativo para o
paciente om CCC no entanto novos estudos, com desenhos especificos, sdo necessarios para
que o JTEO-13 possa ser utilizado no tratamento da CCC.

Palavras-chave: Cardiopatia Chagasica Cronica Experimental. Imunomodulagéo. 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 / S1IPR2 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-a, IFN-y, FOXP3, and CD45 was performed
using the gRT-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- v, and TNF-q, 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 JTEO-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 JTEO-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 JTEO-13 that can be used in the treatment
of CCC.

Keywords: Experimental Chronic Chagas Heart Disease. Immunomodulation. Sphingosine-1-
phosphate (S:P). JTE-013.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma doenca endémica e negligenciada que engloba todos os
paises da América Latina e afeta milhdes de pessoas'. O agente etioldgico responsavel pela
doenca é o Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado com ciclo de vida complexo?. O vetor
que geralmente a transmite é o inseto triatomineo da familia Reduviidae, popularmente
conhecido como barbeiro®. No Brasil, a dificuldade de acesso ao sistema publico de satde
aliada a descoberta tardia da doenca, leva a cronificacdo da enfermidade em cerca de um terco

dos pacientes infectados, que passam a desenvolver uma forma cardiaca e fatal®.

A patogenia que gera a cardiopatia ainda é desconhecida, todavia, supde-se que dois
principais mecanismos sejam fundamentais. O primeiro, uma resposta imunol6gica mediada
contra o parasita que se fixa ao cardiomidcito, isto &, o parasito é responsavel direto pelo dano
miocardico. O segundo, auto reatividade desencadeada pela propria infeccdo, ou seja, o
organismo humano é responsavel por liberar citocinas e células de defesa que podem cursar
com citotoxicidade para as células miocérdicas. Secundario a esses mecanismos, temos
distlirbios neurogénicos e desarranjo das estruturas microvasculares coronarianas®®. De uma
forma geral, esses mecanismos sdo permeados pelos processos de inflamagéo e fibrose’. Tais
processos, sdo precursores da insuficiéncia cardiaca, bradi e taquiarritmias,
tromboembolismos, aneurisma ventricular, cardiomiopatia dilatada, que podem culminar na

morte do paciente®.

As drogas de escolha no tratamento da fase crénica cardiaca para combate ao parasito
sdo o nifurtimox e o benznidazol®. Apesar de estudos observacionais terem mostrado que
ambos reduzem morbidade e mortalidade®!, eles ainda sio medicamentos que promovem
intensos debates. Os mesmos possuem bastante efeitos adversos como parestesias (10,3%),
artralgias (8,1%) e intolerancia gastrointestinal (13,3%)2, os quais podem ocorrer em até 50%
dos casos de adultos na fase cronica da doenca®®. Além disso, podem apresentar pouca
eficacia na fase crénica da doenca, como foi visto em adultos acima de 50 anos em que o
tratamento com foco na cura ndo foi satisfatorio®, tendo em vista que a soroconversio pode
levar anos a décadas para se estabelecer perfil de cura.'*'’. Ainda, em pacientes gravidas,
essas drogas de escolha tém restricdes muito relevantes quanto ao seu uso, pois elas podem
gerar genotoxicidade, além dos efeitos adversos ja citados e outros, como manifestacdes

cutaneas (benznidazol) e grastrointestinais (nifurtimox)*41518,



Dessa forma, outra alternativa seria o transplante cardiaco em pacientes que sofrem de
severa cardiomiopatia causada pela doencal®, todavia, o transplante de coracéo requer o uso
de imunossupressores a fim de se evitar rejeicdo do 6rgdo transplantado?®23, Com a terapia
imunossupressora, existe a possibilidade dos pacientes apresentarem reativacao da doenca, a
qual pode trazer consequéncias devastadoras para o paciente, como miocardite, podendo
resultar em rejeicdo do oOrgdo transplantado e rapido episddio de faléncia cardiaca

congestiva®®?>-25,

Devido a caréncia de drogas que tratem a doenca de Chagas na fase crbnica, a
comunidade cientifica tem mostrado bastante esforco para tentar elucidar os mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da cardiomiopatia chagéasica crbnica, assim como ensaios
clinicos continuam sendo realizados para desenvolver terapias que tragam melhores
resultados para os pacientes nesta condi¢do'®. Em um desses ensaios clinicos, procurou-se
drogas capazes de inibir o gene CPY51, responsavel pela sintese de ergosterol, principal
componente da membrana do T. cruzi, que faz parte tanto da membrana plasmatica,
mitocondrial interna, como também dos glicossomos, este Gltimo caracteristico do grupo dos
kinetoplastida ao qual pertence o parasita?®2?%. No obstante, testou-se novas substancias que
promovem a diminuicdo da sintese de ergosterol do T. cruzi, como o posaconazole?® e
fosravuconazole!®, porém, esses estudos ndo obtiveram resultados satisfatorios'®. Além dos
ensaios clinicos no controle da sintese do ergosterol, foi realizado em ensaio clinico de fase |
com células mononucleares da medula éssea em 28 pacientes com CCC, com melhora da
fracdo de ejecdo, sem, no entanto, apresentar alteracdo significativa nos marcadores de

necrose miocardica®.

Os camundongos C57BL/6 sdo Uteis no trabalho com a CCC porque apresentam perfil
de inflamacdo miocéardica, estabelecimento de parasitemia e resposta mediada por
guimiocinas semelhantes ao humano. Por essa razdo, essa espécie torna-se relevante no estudo
de CCC por simular de maneira andloga a deplecdo cardiaca promovida pela resposta

inflamatoria®!

Pensando-se no desenvolvimento de novo arsenal terapéutico, a esfingosina 1-fosfato
(S1P) é uma importante molécula amplamente conhecida e responséavel por diversos a¢oes e
efeitos no organismo, como proliferacdo, migracao, contracdo e mobilizacdo intracelular de
calcio. O Si1P participa do grupo dos esfingolipidios e pode ligar-se a cinco receptores de

membrana S:PR 15y que apresentam expressdo diferenciada nos diversos tipos celulares. No



coracdo dos camundongos, assim como ocorre nos humanos, os cardiomidcitos expressam 0s
receptores S1PR1, S1PR2 e S1PRs. Sabe-se que o SiP possui agdo protetora no coragdo, mas ao
mesmo tempo que essa acdo pode se tornar benéfica, ela pode também ser deletéria, na
medida em que o composto ativa vias de proliferacdo de fibroblastos envolvidos no processo

de fibrose e remodelamento cardiaco®?.

Sabe-se que os fibroblastos cardiacos sdo a chave para mediadores de inflamacgéo e
fibrose na injaria e faléncia cardiaca®. Associado a esses processos, diversos autores
demonstraram que o0 SiP e 0s seus receptores estdo envolvidos em muitas agOes fisioldgicas
distintas, e em alguns estudos, identificou esses compostos como fator de desenvolvimento da
fibrose pulmonar idiopatica e da fibrose pulmonar em modelos animais, evidenciando,
inclusive, aumento da SiP no lavado broncoalveolar de pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica®. Entretanto, ndo se sabe se a ativagdo do receptor S;PR2 pode ou ndo cursar com
maior acometimento cardiaco no coragdo chagasico em fase crénica. Dessa forma, buscamos
avaliar o tratamento com o Pyrazolopyridine analog (JTEO-13), um bloqueador do receptor
SiPR,, a fim de bloquear seletivamente esse receptor®®. Portanto, o presente estudo visa
elucidar se o blogueio seletivo do receptor S1PR2 em modelo murino de cardiopatia chagasica

cronica, repercute em reducdo da resposta inflamatéria cardiaca.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar o efeito da inibi¢do da via S1P/S1PR> através do tratamento com JTEO-13 na
cardiopatia chagésica cronica em modelo experimental murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar numero de células inflamatdrias e de percentual de fibrose no coracéo de
camundongos chagasicos crénicos;

e Analisar a expressao génica de IFN- y, COL-1, TNF-a CD45, FOXP3 e iNOS no
coracdo dos animais tratados.
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3. JUSTIFICATIVA

O presente estudo é relevante na medida em que busca alvos terapéuticos alternativos
ao tratamento convencional que, para pacientes chagasicos em fase crbnica sintomatica, é
ineficaz. A busca por medicamentos capazes de tratar individuos na fase cronica da doenca
que apresentam acentuados processos de inflamacao e fibrose associados a injuria cardiaca é
de grande importancia. Como se sabe, 0 eixo SiP/ SiPR tem se mostrado como regulador
importante de imunidade, participando do tréfico de células inflamat6rias como macrofagos e
mondcitos e tendo, portanto, papel significativo nas doencas inflamatorias®®®’. Tais
mediadores de inflamacdo estdo associadas a producdo de citocinas e quimiocinas,
responsaveis por modular o processo inflamatério, tais quais TNF-a, IL-6, INF-y e IL-10. Em
estudos de células envolvidas nesses processos, tanto in vitro, quanto in vivo, o JTEO-13,
antagonista do receptor S1PR> provou ser importante regulador da migracdo de macrdfagos e
mondcitos derivados da medula *, os quais se caracterizam por serem células associadas aos
processos de injaria hepética, inflamacdo, fibrose, remodelamento tecidual mediado por
proteinas de matriz extracelular e regeneracdo®-+2. Portanto, o JTEO-13 evidenciou reducio
do recrutamento dessas células para o local da inflamacéo e, por consequéncia, diminuicdo da
producéo de citocinas inflamatorias, envolvidas nos processos de fibrogénese e inflamag&o®.
No que diz respeito a formacdo de placas aterosclerdticas que também envolvem processos
inflamatorios, evidenciou-se a diminui¢do de IL-1p e IL-18 pela técnica ELISA em animais
tratados com JTEO-13, comparados aos animais tratados apenas com veiculo*®. Dessa
maneira, existem lacunas que precisam ser mais bem compreendidas, a fim de se conhecer o
papel do antagonismo do receptor SiPR. na injlria cardiaca através da quantificacdo de
células inflamatdrias, fibrose e marcadores inflamatérios em camundongos infectados

cronicamente com a doenca de Chagas.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 A doenca de Chagas

Restrita aos pequenos mamiferos que habitavam da Patagonia aos Estados Unidos, a
doenca de Chagas foi descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Chagas. Os gambas,
tatus e roedores coabitavam com os barbeiros, animal vetor da doencga e a interagdo entre tais
mamiferos e o barbeiro possibilitou a circulagdo do Trypanossoma cruzi, agente etioldgico da
doenca, que posteriormente fora descoberto pelo pesquisador. Com a chegada do homem ao
habitat do barbeiro, seguido de desmatamentos e queimadas (desequilibrio ecoldgico), os
barbeiros foram desalojados e apropriaram-se das moradias. Aliado a isso, provou-se que 0
vetor hemat6fago consegue se alimentar de animais domésticos, tornando-os reservatorio da
doenca e facilitando o contagio pelo homem moderno*. Segundo a Organizagdo Mundial de
Saulde, existem entre 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi sé na
Ameérica Latina, ratificando que, mesmo apds mais de 100 anos de descoberta, a doenca

continua negligenciada®.

O T. cruzi é um parasita muito resistente que mostra viver bem com mamiferos e os
triatomineos vetores, sendo capaz até mesmo de sobreviver a ultracongelamento -70°C
durante anos* e a 4°C no sangue de individuos, mostrando ainda capacidade infectante neste
Gltimo, por uma a duas semanas*’. 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 sanguineas. No hospedeiro invertebrado, achamos
epimastigotas que, a posteriori, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. O
tripomastigota é a forma infectante que vive no sangue do hospedeiro vertebrado e que pode
ser colhido do hospedeiro invertebrado. A amastigota € o estagio do parasita dentro das
células do humano. Por fim, a epimastigota é a forma ndo infectante, vista no hospedeiro
invertebrado®®. Os barbeiros se infectam por meio do sangue de humanos ou animais
infectados com a forma tripomastigota. No sistema digestivo dos barbeiros, ocorrem
mudangas em que as formas tripomastigotas se diferenciam em formas epimastigotas. Apos
passar por sucessivas divisdes, as formas epimastigotas transformam-se em tripomastigotas
metaciclicos. Os tripomastigotas infectam os humanos e outros animais e se diferenciam em
sua forma intracelular, os amastigotas. Estes, por sua vez, podem sofrer divisdes dando
origem as formas tripomastigotas na corrente sanguinea, podendo ser ingeridos pelo barbeiro

e, por isso, dando continuidade ao ciclo*®-52,
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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 doenca possui como formas principais de transmissdo as seguintes vias: vetorial,
transfusional e materno-fetal. A forma vetorial é a mais comum e ocorre pela picada do
barbeiro que invade o domicilio dos moradores, faz o repasto sanguineo e defeca e urina no
local da picada, apresentando coceira®?, possibilitando a transmissio e inoculacdo do
patogeno. A forma transfusional ocorre por meio dos transplantes de 6rgdo é quase que
impossivel nos dias de hoje, devido ao cuidado com que é feita a coleta de sangue e aos
exames laboratoriais que sdo mais acessiveis e rapidos de serem realizados, com resultados
mais sensiveis e especificos. A vertical também se tornou uma forma de transmisséo dificil, ja
que raramente s3o encontradas mulheres em idade fértil e portadoras da doenca®. Além disso,
sabe-se que a contaminacdo pelo T. cruzi pode vir de alimentos contaminados, como o acai,
importante fruta pelo seu teor caldrico e proteico, principalmente na regido norte do pais®.
Uma forma importante de transmissdo que também néo pode ser esquecida é a de acidentes
com perfurocortantes em profissionais de salde que pesquisam e lidam diretamente com a
coleta de sangue dos individuos 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 transmisséo do Trypanosoma cruzi. Bonney & Luthringer, 2019.

De forma sucinta, podem ocorrer duas fases na infeccdo humana pelo T. cruzi. A
primeira delas é uma fase aguda, em que encontramos maior circulagdo do patégeno no
sangue, com a presenca de febre que pode persistir por 12 semanas. Nela, pode-se encontrar
sinais de inoculagcdo como chagoma e o sinal de romana, quando a picada é feita na palpebra,
caracterizada por vermelhiddo e edema ocular. Nessa fase, 0s sinais e sintomas podem
desaparecer sem maiores complicagdes, evoluir para fase cronica ou para modos agudos
graves da doenca®®. Ainda, pacientes com transmissdo oral na Venezuela apresentaram
cefaleia, mialgia edema, com maiores taxas de letalidade na fase aguda®®. Na fase cronica,
existem poucos parasitas na corrente sanguinea, podendo haver comprometimento digestivo,
cardiaco ou ambos. A maioria dos pacientes cronicos cursam com a forma indeterminada que
consiste no individuo assintomatico e sem sinais de comprometimento do aparelho digestivo
e/ou cardiaco. Ela pode durar a vida toda ou evoluir para forma cardiaca, digestiva ou ambas.
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Na forma cardiaca, os quadros mais comuns sdo a miocardiopatia dilatada e a insuficiéncia
cardiaca congestiva e cerca de 30% dos casos evoluem para essa forma da doenca. Na forma

digestiva, mais rara, cerca de 10% dos pacientes cursam com megacélon ou megaeséfago™.
4.2 Inflamacéo e fibrose

A inflamacdo consiste em uma resposta imunoldgica desencadeada por diversos
fatores como patdgenos, injuria celular e componentes toxicos®’. De uma forma geral, a
inflamac&o é um mecanismo de defesa responsavel pela cura®®. Contudo, a inflamagéo aguda
e incontrolavel pode se tornar cronica, sendo responsavel por diversas morbidades cronicas
inflamatorias®. No que tange a injdria cardiaca observada em pacientes que apresentam a
cardiopatia chagésica crbnica (CCC), as fases criticas consistem em inflamacéo, evidenciada
pela presenca de infiltrado inflamatdrio, composto em sua maioria por macrofagos (50%),
células T e células B (10%) , algumas poucas células NK®°%! e linfocitos CD8+ e CD4+ na
proporgéo de 2:1, com aumento do nimero de granzimas®. Além disso, ela também consiste
na proliferacdo de fibroblastos e formacdo de cicatriz. Apds essa fase, pode-se encontrar a
expressdo de varias citocinas pro-inflamatdrias e fatores de fibrose levando a ativacdo e

proliferacdo de miofibroblastos®?.

Na fase aguda, tais moléculas desempenham papel central na infeccdo aguda pelo T.
cruzi. Ap6s o inicio da infeccdo, 0 DNA do patdgeno e os glicoconjugados desencadeiam
resposta imune inata via receptor Toll ligante 2, 4 e 9 em macrofagos e células dendriticas®?.
Depois da ativacdo dessas células, elas secretam citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas,
gue sdo estimuladas, aumentando a endocitose e a morte intracelular, através da liberacédo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Nesse sentido, citocinas pré-inflamat6rias como
IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27 e TNF-a sdo prontamente liberadas por essas células, ativando
ainda outras células inflamatdrias®*®. Ap6s os macrofagos e células dendriticas endocitarem
o T. cruzi, hd o estimulo de células T e anticorpos®®. Dessa forma, o T. cruzi promove a
liberacdo de IFN-y, e células T especificas sdo geradas, migrando com outros leucdcitos
sanguineos para o local da infeccdo em resposta a producédo de quimiocinas como, CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10°%. Essa inflamagio mediada por células T leva ao controle,

mas n&o a completa eliminagio do parasita dos tecidos e da corrente sanguinea®’.

Na fase cronica sintomatica, as citocinas inflamatorias também séo produzidas e as

células mononucleares incrementam a producdo de citocinas, conduzindo a aumentos
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plasméticos de TNF- a ¢ IFN- vy, que sdo até mesmo notados em individuos com a forma
indeterminada da doenca® . O grupo de pacientes que desenvolve a CCC possui grande
numero de alteracGes imunoldgicos evidenciadas por uma relevante exacerbacdo da resposta
Thl. Tal exacerbacdo pode ser vista no sangue e € resultado da natureza do infiltrado
inflamatério™. Os individuos que desenvolvem a CCC tém aumento da quantidade de TNF-a
e CCL2, em comparagdo com os pacientes com a forma indeterminada da doenga’2. Além
disso, pacientes com CCC, tem aumento da expressdo de IFN- y com subsequente aumento da
CCR5" CXCR3* e células T CD4" CD8*, o que reduziu o numero de células regulatérias
produtoras de IL-10 e que expressam FOXP3" , quando comparado com pacientes que
apresentam a forma indeterminada da doenca de Chagas®”®%737# Ainda, na CCC pode-se
observar aumento da producdo de iNOS, molécula responsavel por promover a producéo de
resposta M1 de macrofagos, o que faz com que haja secrecdo de moléculas pro-inflamatérias
como TNF-a, IFN- y e células Thl promovendo atracdo de quimiocinas relacionadas a

inflamag&o™.

Assim, pode-se observar que a producéo de citocinas, células de defesa e quimiocinas,
isto é, a inflamacdo, esta intimamente relacionada a injdria cardiaca e a fibrose. Em relacédo
aos mecanismos de fibrose, durante a fase de maturagdo, os miofibroblastos secretam
colageno e outras proteinas de matriz extracelular’. O propdsito dessa forma adaptativa de
fibrose é manter a integridade cardiaca e a geracdo de pressdo, impedindo a disfuncédo
miocardica’’. Porém, tal mecanismo quando mantido por excessivo nimero de fibroblastos e
de producdo de alta quantidade de proteinas de matriz extracelular, gera remodelamento
cardiaco patoldgico, levando a alteracdo da estrutura do coracdo e tendo consequéncias
devastadoras para a fungdo cardiaca’®.

Nesse sentido, a inflamacdo cardiaca na doenca de Chagas resulta do alto grau de
parasitemia, quando na fase aguda, e o intenso parasitismo tecidual, na fase crénica,
principalmente. Como tem mostrado as discussdes acerca da doenga®’*®, o desenvolvimento
de técnicas de rastreio identificou que a enfermidade é de fato uma cardiomiopatia resultante
da continua presenca do T. cruzi nos tecidos®®-84. A coleta de amostras de pacientes vivos
evidenciou correlacdo entre as formas amastigotas do parasito e 0s intensos processo de
inflamac&o no miocardio®*®#®, Aliado a isso, modelos experimentais de humanos e animais
identificaram correlacdo entre miocardite gerada pela inflamacao ocasionada pelo parasito e a
presenca de faléncia cardiaca®” . Apesar de todos os dados acerca da doenca, 0 exato

mecanismo que a causa nao esta completamente compreendido. Sabe-se que a resposta imune



17

por conta do parasito e a propria auto reatividade da infeccdo, possivelmente se juntam para
promover, inflamac&o, miocitdlise e a fibrose que é continua e se sobrepGe a outros processos

de fibrose, tornando- os caracteristicas relevantes da cardiomiopatia chagéasica’8-828%-%,

4.3 A esfingosina-1-fosfato e o receptor S1PR>

Os esfingolipidios sdo moléculas responsaveis pela sinalizacdo celular e o balanco
entre sua sintese e degradacdo promovem a homeostase. No que diz respeito a seus papéis,
eles sdo importantes na traducdo do sinal intracelular e participam da proliferacdo, maturacao
e apoptose, sendo ainda, envolvidos nos processos de estresse celular®®. Dentre os
esfingolipidios, a ceramida (CER) é uma importante molécula que faz parte do seu grupo,
servindo como precursora da forma biologicamente ativa responsavel por atuar nos processos
fisiologicos, a esfingosina-1-fosfato (S:P)*"%. Através da catalizagdo por hidrdlise, a
ceramidase leva a producdo de esfingosina e, esta por sua vez, sofre fosforilacdo pelas

enzimas esfingosina quinase 1 e 2 (SPKH1/2) e gera a S:P% (Figura 3).

Esfinganina

Esfingomielina ; - : ¢
ﬁ

5 $ SK
(
& ﬁ, (k %% SPPase

Glucosilceramida Ceramida-1-fosfato Esfingosina-1-fosfato

Figura 3. Interconversédo entre os esfingolipideos de membrana, especial atengédo para

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

Como foi mencionado acima, 0 aumento da concentracdo de ceramida leva a elevagéo
da quantidade de S:1P, o qual esté envolvido na proliferacdo celular, mitose, angiogénese e na

protecio contra apoptose (Figura 4)%.
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Esfingosina cinase
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Figura 4. Fisiopatologia envolvida nos mecanismos de agdo dos esfingolipidios. Fonte:
Caldas, 2017.

Pensando-se no antagonista do SiP2, 0 JTEO-13 (Figura 5) € um bloqueador seletivo
do receptor SiPR2 que ja foi testado para outras doencas inflamatdrias, como as doengas
fibréticas pulmonares. Em modelo experimental de camundongos C57BL/6J induzidos a
inflamagdo pulmonar por administracdo de biomicina, importante quimioterapico que tem
como um dos efeitos adversos a inflamacdo pulmonar e, consequentemente, fibrose®,
identificou-se reducdo das citocinas inflamatdrias no lavado bronco-alveolar dos
camundongos tratados com JTEO0-13 em comparagdo com o0s ndo tratados®. Além disso,
mostrou-se tambeém reducdo do acumulo de fibroblastos e atenuacdo da producdo de
fibronectina e expressdo diminuida do RNAm de coladgeno-1-a-1, que sdo marcadores pro-

fibroticos pulmonares®o?,
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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 ativagao do receptor S1PR2 € um pivd nos processos
de fibrose patoldgica renal na nefropatia diabética, atuando de maneira a diminuir inflamacéo
e fibrose patoldgical®®. No diabetes mellitus, 0 aumento da concentracdo de glicose pode
ativar a sinalizacdo do Si1P, que promove a proliferacdo de células mesangiais, relatadas por
participarem da fibrose renal, processo precursor da gloméruloesclerose!®®. Além disso, tem-
se que a hiperglicemia gera aumento da produgdo de TGF-B1, que também participa da
producdo de proteinas de matriz extracelular, através da deposicao de fibronectina e colageno
tipo 1V, contribuindo para os processos de fibrose tecidual’®*. Com o aumento do TGF-B1
promovido pela hiperglicemia, temos a ativacdo da cascata de sinalizacdo Smad, referida por
induzir o processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) em que as células epiteliais
perdem a polaridade e sofrem dramatico remodelamento em seu citoesqueleto. Tais
mudancas, associadas a expressao de outros fatores como a proteina 1 especifica de
fibroblastos (FSP1), fibronectina e colagenos, sugerem que a EMT esteja envolvida em

processos de injuria e fibrose renal'®,

Analisando-se a via terapéutica do SiP, sabe-se que no que diz respeito as vias
envolvendo o S:P e seu receptor S:PR, o bloqueio da enzima responsavel por converter a
esfingosina S:P, promovido pelo N- dimetil-esfingosina (DMS), mostrou-se como importante
droga capaz de reduzir inflamacdo e fibrose no coracdo de camundongos cronicamente

infectados com o T. cruzi. Tais resultados tornaram-se perceptiveis pela reducdo de NOS2,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pyrazolopyridine-analog
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TGF-B, IFN-y e TNF-0, assim como outros importantes marcadores inflamatdrios, vistos
também no presente estudo, o que mostra a importancia da elucidacdo dessa via como
importante ferramenta enquanto arsenal terapéutico’®®. Apesar das informacdes existentes,
ndo ha dados na literatura que esclarecam sobre a participacdo da via S1P-S1P> na atenuacao
dos efeitos deletérios encontrados na CCC e por isso torna-se premente o bloqueio dessa via a
fim de utiliza-la como alvo farmacoldgico para o tratamento dos individuos portadores da
CCC.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho, local e periodo do estudo

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental, utilizando um modelo de
cardiopatia chagéasica cronica murino, cujos animais apresentam algumas caracteristicas
semelhantes a doenca humana. O presente trabalho esta de acordo com os principios de ética
em pesquisa com animais vigentes na Lei 11.784/2008 aprovado pelo comité de ética em
pesquisa animal (CEUA/HSR), sob protocolo 007/18. A pesquisa foi desenvolvida no HSR e
no instituto Gongalo Muniz (FIOCRUZ-BA) entre os anos de 2018 e 2021. Foram utilizados
camundongos C57BI/6 fémeas (6-8 semanas) mantidos no biotério do Centro de
Biotecnologia e Terapia celular do Hospital Sdo Rafael (HSR), em ambiente controlado de
umidade e temperatura, tendo agua e comida ad libitum. Foram adotadas as normas de uso de

animais em laboratério a fim de minimizar o desconforto animal.

5.2 Infeccdo e parasitemia

Os camundongos foram infectados através da inoculagio 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-MK?2)

infectadas.

5.3 Critérios de incluséo e critérios de exclusao

Apbs a inoculacdo do T. cruzi, a parasitemia dos animais foi acompanhada até os 60
dias pdés-infeccdo. Aqueles animais que tiveram parasitemia positiva foram incluidos 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 ndo relacionado
com a doenca de Chagas, e ainda, aqueles que demonstraram parasitemia negativa até os 50

dias pos-infeccdo foram excluidos do estudo.
5.4 Grupos experimentais e tratamento

Os camundongos chagasicos cronicos foram divididos em dois grupos: (a) chagasicos
crbnicos tratados com uma dose de JTEO-13 (30 mg/kg) por gavagem em uma Unica
administracdo (n=10); (b) chagésicos cronicos tratados apenas com o veiculo, mesma via
(n=10) e igual periodo de tempo. Animais ndo infectados da mesma idade e sexo foram

utilizados como controle (n=5). Os animais foram eutanasiados uma semana ap0s O
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tratamento por administracdo de dose letal de anestésico (Figura 6). O célculo amostral e 0
namero 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 veiculo ja sdo o suficiente para
se obter resultados com nivel de significancia estatistica, assumindo 20% do tamanho do
efeito esperado entre o grupo controle e o tratado, e 20% de variabilidade biologica. O
numero de animais escolhido 10 em vez de 8 ocorre em fungdo do percentual de mortes de

animais, que chega a 20% por causa da infeccéo cronica por T. cruzi®’.

”;‘ JTEO13 Eutanasia

I

Infeccéo por Fase cronica 1 semana apoés
T. cruzi (i.p.) 6 meses pos infecgdo tratamento

JTEO013 30 mg/kg

Figura 6 — Delineamento experimental. Camundongos da linhagem C57BI6 foram infectados

e o tratamento se iniciou apos seis meses de infeccgao.

5.5 Eutanasia e coleta de material

A eutanésia foi realizada através da injecdo letal de anestésico xilazina (Sedomin®;
Konig) e ketamina (Vetanarcol®; Konig, Avellaneda, Argentina). Com o0s animais
anestesiados, foi coletado sangue do plexo braquial e, apés a eutanasia coletou-se o coragédo
dos animais. O sangue foi coletado com EDTA e centrifugado a 10°C, 1500 rpm por 10
minutos a fim de se separar o plasma que foi armazenado em freezer -80 °C. Os corages

foram divididos ao meio, do atrio em dire¢do ao ventriculo, metade foi fixado em PFA 4%
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para confeccdo de laminas histoldgicas e metade foi congelado em criotubo para extracdo de
RNA.

5.6 Coloracao de laminas

A metade dos corac¢fes dos camundongos fixada em PFA foi emblocada em parafina,
e processada para confeccdo das laminas histoldgicas. A técnica de colora¢do consistiu em
primeiramente desparafinizar a lamina, depois hidrata-la com diferentes concentracdes de
alcool (absoluto, a 80%, 70%) e em agua destilada. Para andlise de infiltrado inflamatdrio, as
laminas desparafinizadas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Ap0s esse processo,
a lamina foi passada em agua acética a um por cento, depois trés vezes em alcool absoluto,
uma vez em xilol e entdo ela foi montada com balsamo do Canada e laminulas. Para a analise
de fibrose as laminas foram coradas com Sirius Red (PIFG) e entdo foram lavadas em agua
corrente. Depois, a ldmina foi contra corada em solucgéo light green e novamente lavada em
agua corrente e destilada. Depois desse processo, a lamina foi desidratada, clarificada e
montada com balsamo do Canada. As fibras reticulinicas e colagénicas foram coradas em

vermelho e o restante do tecido fica esverdeado.

5.7 Quantificacdo da inflamacdo e fibrose cardiaca

As laminas foram analisadas por microscopia de campo claro apés terem sido coradas
e entdo fotografadas. As imagens foram digitalizadas usando uma camera digital CoolSnap
adaptada ao microscépio AX-70 (Olympus) e analisadas usando o programa Image Pro Plus
versdo 6.0 (Media Cybernetics), permitindo a contagem das células do infiltrado inflamatério
em dez campos por corte de coracdo integradas por area. O percentual de fibrose foi
determinado usando o mesmo programa, integrando as areas de tecido fibrético e ndo-

fibrético em cada campo, em cortes de coragdo corados com Sirius Red.
5.8 Andlise da expressdo génica por PCR

O RNA dos coraces foi extraido com TriZol®Reagent e, a partir dai, realizou-se a
sua quantificacdo por espectofotometria em comprimento de onda de 260nm. Foi utilizado um
Kit de transcricdo reversa para a sintese de cDNA. O RNA total, na quantidade de lug, foi
adicionado a 5uL de primers, 5uL de tampdo Strand, 2uL de DNTP mM e 3uL de enzima.
Este volume foi completado com &gua tratada com dietilpirocarbonato até 50uL e incubada a

25°C por 10 minutos e a 37°C por 2 horas. A analise da expressdo génica de TNF-a, IFN-y,
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FOXP3 e CD45 foi feita por PCR em tempo real preparando uma placa de 96 pocos

utilizando o reagente Tagman.
5.9 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o teste ANOVA ou teste de comparacdo mdaltipla
Newman-Keuls multiple, com o programa Prism verséo 6.0 (Graph Pad Software). Os valores
de todas as variaveis foram expressos como média + desvio padrdo. As diferengas foram

consideradas significativas quando P < 0.05.
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6. RESULTADOS

Ap0s a infeccdo pelo parasito T. cruzi, a parasitemia foi acompanhada até 60 dias pos-
infeccdo e como observado na figura 1, o pico da parasitemia ocorreu por volta dos 30 dias
pos-infec¢do 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 ap0s a infec¢do para o

inicio do tratamento durante a fase crbnica.

N w
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Figura 7. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 102 T. cruzi da cepa colombiana e
avaliou-se 0 nimero de parasitos por campo durante varios tempos pds-infeccao até 60 dias.
As laminas dos corag¢fes de camundongos controle, infectados com T. cruzi e tratados
com salina ou tratados com JTEO0-13 foram analisadas e pode-se evidenciar reducgéo
importante do numero de células inflamatorias no grupo de camundongos cronicamente
infectados com T. cruzi tratados com o farmaco JTEO-13 quando comparado aos animais

infectados e ndo tratados (NT), apresentando diferenca estatistica com P <0,01 (Figura 8).
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Figura 8. Células inflamatdrias foram quantificadas em Iaminas de cora¢fes de camundongos
infectados pelo T. cruzi nos grupos controle (Naive), ndo tratados (NT) e tratados com JTEO-
13. As barras representam as médias £ EPM de 10 camundongos/ grupo: *** P <0,001; ** P
<0,01 em comparagdo ao grupo nao tratado.

O percentual de fibrose foi avaliado em laminas de coracdo dos diferentes grupos 6
meses pos-infeccdo. O percentual de fibrose é representado pela porcentagem de deposicéo de
colageno no coracdo de animais controle (naive), infectados e ndo tratados ou infectados e
tratados com JTEO-13. Apesar de haver reducdo da inflamacéao, néo foi observado reducéo de
fibrose apds o tratamento com JTE0-13. Foi observada uma tendéncia de reducdo no grupo

tratado, no entanto sem apresentar diferenca estatistica (Figura 9).

% de area fibroética

Naive NT JTEO13

Figura 9. Quantificacdo da area fibrética em coracBes de camundongos C57BL/6 dos
diferentes grupos experimentais. As barras representam as médias + EPM de 10
camundongos/ grupo: ** P <0,01 em comparagdo ao grupo controle.

A CCC tem sido associada com aumento da producdo de IFN-y e TNF-a em
camundongos, assim como em humanos. Foi observado um aumento da expressdo dessas
duas citocinas pro-inflamatorias nos animais infectados e ndo tratados em comparagédo com
animais controle, que ndo foram infectados (Figura 10A, D). A expressao de iNOS, marcador
da resposta M1 da ativacdo de macrdfagos que se encontra aumentado nos coragdes de
camundongos infectados com T. cruzi, foi reduzido ap6s o tratamento com JTEO-13 (Figura
10B). A expressdo de CD45, marcador de leucocitos, que estd aumentado em camundongos

infectados ndo tratados, sofreu diminuigdo apos o tratamento com JTEO-13 (Figura 10C) A
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administracdo do JTEO0-13 promoveu reducdo da expressdo de ambas as citocinas no coragéo
dos camundongos por analise de expressdo génica. Avaliou-se a expressdo de colagenase-1
(COL-1), importante molécula relacionada ao desenvolvimento de fibrose, e ndo houve
reducdo significativa nos animais infectados tratados com JTE0-13 em comparacdo com 0s
animais infectados ndo tratados (Figura 10E). A expressdo de FOXP3, fator de transcrigéo
expresso por células T regulatdrias presente nas vias anti-inflamatdrias, apresentou aumento
nos animais infectados tratados com JTEO-13 em comparagdo dos animais infectados nao
tratados (Figura 10F), mostrando papel relevante do JTE0-13, possivelmente na ativacdo de

células T regulatérias.
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Figura 10. Expressdo génica nos coragdes dos camundongos nos diferentes grupos
experimentais. A analise da expressdo génica foi realizada pela técnica real time gRT-PCR
usando amostras de cDNA preparadas a partir de mRNA extraida dos corages dos
camundongos controle (naive) e dos camundongos infectados ndo tratados e dos
camundongos infectados tratados com JTEOQ-13. Expressdo génica de (A) IFN- vy, (B) iNOS,
(C) CD45, (D) TNF-a, (E) COLI, (F) FOXP3. As barras representam as médias + EPM de 10
camundongos/ grupo: *** P <0,001; ** P <0,01; *P < 0.05 em comparacdo aos infectados
ndo tratados. #P < 0.05 em comparagdo com o grupo controle.
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7. DISCUSSAO

A cardiopatia chagasica crénica é uma enfermidade que esta associada ao desenvolvimento de
inflamacdo cronica que culmina com a fibrose patoldgica. A procura de novas drogas capazes
de diminuir a progressdo da doenca é de interesse terapéutico, j que ndo ha cura para a fase
cronica da doenca de Chagas. Pensando-se em possiveis alvos terapéuticos, os esfingolipidios
sdo importantes moléculas envolvidas nos mais diversos processos do metabolismo celular,
como angiogénese, trafico celular e sobrevivéncia celular®®. A imunomodulagio dos fatores
que ativam as vias de producdo de linfdcitos e, consequentemente, a producdo de moléculas
inflamatorias faz parte da via do S:P, fazendo com que esse esfingolipidio seja atrativo para

investigacao.

Nesse trabalho demonstramos pela primeira vez que o tratamento com um antagonista do
receptor SiP> em modelo murino de CCC promove reducdo de inflamagcdo e mediadores
envolvidos com o processo inflamatério. Foi observada diminuicdo da inflamacdo apds a
administracdo do JTEO-13 nos camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi,
representado tanto pela quantificacdo do numero de leucécitos em laminas de coragdes, como
também pela anélise da expressdo génica de CD45, um pan-marcador de leucécitos. A
exacerbacdo da inflamacéo resulta da producdo de marcadores inflamatérios e, na CCC, pode-
se visualizar o aumento de IFN-y, TNF-a, iNOS e CD45, importantes marcadores pro-
inflamatdrios. Apds tratamento com JTE0-13 houve reducédo da inflamacdo e dos marcadores
pré-inflamatorios, além de aumentar a producdo de FOXP3, o qual participa regulando a

inflamacéo.

O IFN-y e o TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias, envolvidas na ativacdo de células do
sistema imunoldgico e na migracdo de leucdcitos. Na CCC, essas sdo duas citocinas que
promovem miocardite e perda de células cardiacas®®°. Ap6s o uso de JTE0-13, visualizou-se
diminuicdo da expressdo dessas moléculas, seja causando redugdo da inflamagdo, ou como
consequéncia da redugdo do infiltrado inflamatorio, ndo podemos afirmar com os dados
observados. O iNOS representa um importante marcador de inflamacéo, visto que participa da
producdo de NO, importante vasodilatador que estd presente nos processos inflamatorios,
participando da resposta M1 dos macrdfagos, resposta essa que esta relacionada a secregédo de
TNF-o e célula Thl que atraem quimiocinas, participando no inicio e na sustentacdo da

inflamag&o™.
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As células T regulatérias sdo importantes componentes da regulacéo de linfocitos T CD4+ e
CD8+, que também estéo presentes na inflamagéo da CCC. A analise da expresséo de células
T € realizada por meio da expressdo génica da proteina FOXP3, a qual participa dessa via',
O aumento da producdo de FOXP3 no grupo em que foi feito o tratamento com o farmaco
JTEO-13 mostra que o JTEO-13 pode exercer funcdo de atenuar a expresséo desses linfocitos

e, portanto, reduzir os processos de injdria cardiaca.

A quantificacdo do percentual de fibrose apds tratamento com JTEO-13 em comparagdo com
0s coracdes ndo tratados e nos animais controle evidencia que a utilizacdo desse farmaco ndo
reduziu a fibrose, ndo tendo, ainda, evidéncia significativa em reverter a fibrose miocardica
proporcionada pela injuria cronica. Ponderando sobre a diminuic¢do da fibrose, assim como
mostrou-se reducao ndo significativa no percentual de fibrose miocérdica, ha concordancia da
ndo reducdo da expressdo de COL-1, importante molécula que participa do remodelamento
cardiaco. De maneira discordante dos nossos dados, a administracdo de JTEO-13 mostrou ser
capaz de diminuir o padrdo de fibrose pulmonar e renal em modelo de estudos realizados

previamente!0®110,

Ha hipotese 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 patoldgica, portanto, com papeis
dicotdmicos dependendo da regido encontrada, dentro ou fora da célula. E sugestivo que o
efeito da ndo reducdo da fibrose patoldgica no modelo de doenca de Chagas cronico em
comparacdao com os individuos portadores de doenca renal fibrética, em que houve de fato
diminuigdo do perfil de fibrose com o tratamento com JTE-013, possa estar relacionada a
expressdo cardioprotetora reduzida de moléculas expressas dentro do cardiomidcito em
contrapartida com as células renais. A via do fator de crescimento de tecido conjuntivo
(CTGF), regulada positivamente pelo TGF-B, pode ter regulacdo menor ou menos importante
nas células miocardicas, o que é mais expressivo na expressao de células renais dos pacientes
com patologia fibrétical!!. Portanto, 0 TGF-p seria uma molécula interessante para analise em

modelo experimental de CCC no tratamento com JTE-013.

E possivel 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 utilizagdo desse
farmaco que atua bloqueando a conversdo de esfingosina-1-fosfato a partir da esfingosina,
observou-se diminuicdo do percentual de fibrose no coracdo dos animais infectados e tratados

com o DMS. Este, portanto, atuou bloqueando toda a via a partir da ndo producdo de S:P,
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evidenciando que pode existir um receptor em especifico que pode estar relacionado a fibrose.
Portanto, dentre os outros receptores é provavel que o bloqueio seletivo de outro receptor

possa diminuir a fibrose miocardica da CCC°,

A fim de complementar esses dados, € necessario o estudo dos mecanismos envolvidos na
reducdo da inflamac&o e se isso ocasionaria ressurgéncia da parasitemia, o que inviabilizaria o
uso de tal substancia em pacientes com CCC. Apesar de ndo reduzir fibrose na dose estudada,
0 JTEO0-13 mostrou-se um farmaco capaz de reduzir citocinas inflamatérias e reduzir
inflamacdo, que € o processo precursor da fibrose, podendo se tornar uma droga capaz de
atenuar a progressao da cardiopatia chagasica e promover qualidade de vida para os pacientes

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

O tratamento com o farmaco JTEO-13 reduziu inflamacdo no coracdo dos camundongos
infectados tratados comparado com o controle ndo-tratado, porém nao houve reducéo
significativa do percentual de fibrose desses coragdes na dose de 30 mg/Kg. A reducdo da
inflamacg&o pode representar um beneficio significativo para o paciente om CCC no entanto
novos estudos, com desenhos especificos, sdo necessarios para que o JTEO-13 possa ser

utilizado no tratamento da CCC.
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