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AVALIACAO TERAPEUTICA DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO
DO RECEPTOR S1P2 DA ESFINGOSINA 1 FOSFATO (S1P) NA
CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA EXPERIMENTAL: EFEITOS

NA INFLAMACAO CARDIACA
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INTRODUCAO

Os esfingolipidios sdo moléculas de lipidios essenciais da membrana plasmatica e se
encontram concentrados em regiGes da membrana plasmatica ricas em colesterol. Estes
lipidios podem ser rapidamente metabolizados, quando estimulados através da ativagdo de
uma cascata enzimética (RIVERA et al., 2008). Dentre os esfingolipidios, destaca-se a
esfingosina-1-fosfato (S1P), molécula sinalizatoria de natureza anfipatica derivada da
membrana plasmatica de células eucaritticas que regula maltiplos processos fisioldégicos em
humanos como proliferacdo celular e quimiotaxia, sendo também implicada na manutencéo
da resposta inflamatoria (TAKABE et al., 2008; LINGWOOD et al., 2010; FYRST & SABA,
2010). Dados da literatura mostram ainda que a S1P apresenta um papel importante também
no desenvolvimento durante a angiogénese, cardiogénese, neurogénese e no desenvolvimento
limbico (MENDELSON et al., 2013).

Acredita-se que todas as células sejam capazes de gerar S1IP como um metabolito
intermediario do metabolismo de esfingolipidios (HANNUN & OBEID, 2008). Para exercer
seus efeitos, a s1p se liga a um dos cinco tipos distintos de receptores acoplados a proteina G,
S1P1s (YESTER et al., 2011).

Dentre os cinco receptores, o0 S1P1 é o mais amplamente estudado, no entanto os
outros receptores também apresentam diversas atividades quando estimulados. Assim como
S1P1, S1P2 é altamente conservado entre as espécies e se encontra presente em diversos
tecidos (CHUN et al., 2010; KIHARA et al., 2014). S1P2 é capaz de interagir tanto com Gi/0
quanto como Gs, Gq, G12/13, entretanto, interage de forma mais eficiente com a proteina
G12/13. Camundongos knockouts para o gene S1pr2 apresentam defeitos graves no ouvido
interno, que leva a surdez e a problemas de equilibrio (KONO et al., 2007). S1P2 apresenta
também papel na integridade vascular com efeito contrario ao do S1P1. Em modelo de injuria
pulmonar aguda, a delecdo de S1P2 reduz o edema e o mesmo efeito pode ser observado
quando o receptor S1P1 é ativado com agonista especifico (SAMMANI et al., 2010). Além
disso, a inducdo da expressdo de S1P2 por TNF induz a expressdao de ICAM-1 e VCAM-1,
indicando papel de S1P2 como regulador da ativacdo do endotélio (ZHANG et al., 2013). O
S1P2 também foi implicado na regeneracdo muscular, ao ativar vias de sinalizacdo que
culminam com o crescimento de células satélites (LOH et al., 2012).

Dessa forma, ndo ha consenso no papel da via slp — S1P2, em relacdo a sua acdo
protetora ou deletéria e em especial, ndo ha estudos na doenca de chagas. O tratamento na
cardiopatia chagasica cronica experimental com DMS, inibidor da enzima responsavel na
fosforilacdo da esfingosina em S1P, apresentou efeitos antiinflamatorios e anti-fibréticos
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(VASCONCELOS., et al., 2017). Apesar dos efeitos benéficos do uso do DMS, foi
observada ativacdo de outras vias intracelulares que podem ser potencialmente deletérias as
células, sendo importante a investigacdo de outras formas que blogueiem a a¢do do S1P,
como por exemplo a utilizacdo de antagonistas do receptor S1P2, o JTE013. Dessa maneira,
propomos o tratamento de camundongos chagasicos cronicos com o antagonista do S1P2 a
fim de avaliar se a imunomodulagdo por esses agentes € capaz de reduzir o infiltrado
inflamatdrio no corag&o e a fibrose cardiaca, promovendo melhora funcional nos animais.

METODOLOGIA (OU MATERIAIS E METODOS)

Os animais utilizados foram camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade
entre 6 e 8 semanas, serdo utilizados em todos os experimentos. Todos 0s animais serdo
mantidos no biotério do Centro de Biotecnolgia e Terapia Celular — Hospital Sdo Rafael,
tendo a disposicdo &gua e alimentacdo ad libitum. Este projeto foi submetido ao comité de
ética em pesquisa animal (CEUA/HSR), sob numero 05/17.

Os camundongos serdo infectados através da inoculacdo de 102 tripomastigotas de T.
cruzi, por via intraperitoneal. As formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Colombiana serdo
obtidas do sobrenadante da cultura de células de rim de macaco (LLC-MK2) infectadas. A
parasitemia serd acompanhada através da contagem do ndmero de tripomastigotas em
aliquotas do sangue periférico, em varios tempos pds-infeccao.

Animais chagasicos cronicos serdo divididos em trés grupos: (a) Animais chagasicos
crénicos tratados com JTE013 (1 mg/Kg), (b) Animais chagéasicos cronicos tratados apenas
com o veiculo por igual periodo de tempo. Camundongos ndo infectados serdo utilizados
como controle (c).

A analise funcional sera realizada através de registros eletrocardiograficos obtidos nos
camundongos controles e nos chagasicos cronicos infectados antes e ap6s o tratamento, na
derivacdo bipolar DI. Os registros eletrocardiograficos serdo realizados usando o equipamento
Bio Amp PowerLab (PowerLab 2/20; ADInstruments, Castle Hill, Australia) que permite o
registro de sinais biolégicos em animais com total isolamento elétrico. Os registros seréo
obtidos apds a inducdo de anestesia geral nos animais. Todos os dados serdo adquiridos e
armazenados em computador para posterior analise com a ajuda do programa Chart 5 for
Windows (PowerLab; ADInstruments, Castle Hill, Australia).

Os animais serdo eutanaziados em camara de CO2 ap0s o tratamento. Metade dos
coracOes sera fixada em formalina 4%, para realizacdo de cortes e preparacao de laminas. As
laminas serdo analisadas por microscopia de campo claro apés terem sido coradas com
hematoxilina-eosina. As imagens serdo digitalizadas usando uma camera digital CoolSnap
adaptada ao microscépio AX-70 (Olympus) e analisadas usando o programa Image Pro Plus
versdo 5.0 (Media Cybernetics), permitindo a contagem das células do infiltrado inflamatdrio
em dez campos por corte de coracdo integradas por area. O percentual de fibrose serad
determinado usando o mesmo programa, integrando as areas de tecido fibrético e ndo-
fibrotico em cada campo, em cortes de coragdo corados com picrosirius vermelho.

Os dados serdo analisados usando o teste ANOVA ou teste de compara¢do multipla
Newman-Keuls multiple, com o programa Prism versdo 3.0 (Graph Pad Software). Os valores
de todas as variaveis deverdo ser expressos como meédia + desvio padrdo. As diferencas serdo
consideradas significativas quando P < 0.05.

DESENVOLVIMENTO
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A Organizacdo Mundial de saide (OMS) estima que existam, aproximadamente, de 6
a 7 milhdes de pessoas infectadas pela doenga de Chagas em todo mundo. Desse numero,
5.742.167 infectados estdo espalhados por 21 paises da américa latina e, 1.156.821 de
portadores sdo procedentes do Brasil (I CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE
CHAGAS, 2015). Os dados epidemioldgicos sdo significativos dado o histérico da doenca,
através deles é possivel perceber a distribuicdo espacial que é limitada primariamente ao
continente americano, por isso a doenga também pode ser denominada “tripanossomiase
americana” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A epidemiologia também se torna
importante e comprobatdria porque demonstra presenca da doenca em destaque do Brasil,
mesmo depois de cem anos de descoberta, e retrata em nimeros a necessidade de busca a
novas abordagens para o tratamento dos pacientes diagnosticados.

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909, pelo entdo Dr. Carlos
Chagas, que anunciou para a comunidade cientifica a presen¢a do protozoario Trypanosoma
cruzi em humanos (CALDAS, 2008). Ela representa uma condi¢do infecciosa (com fase
aguda ou crénica) e é classificada como enfermidade negligenciada pela Organizacdo
Mundial da Saiude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). No Brasil, atualmente,
predominam os casos em fases cronicas decorrentes da infecgdo por via vetorial em décadas
passadas (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2015). A fase cronica tem seu inicio com uma
forma indeterminada (assintomatica) na qual pouco se conhece quanto aos mecanismos que
levam a evolugdo para as formas sintomaéticas, no entanto, alguns pacientes evoluem para
presenca de sintomas que afetam diretamente o coragdo, es6fago, colon e outros tecidos
(COSTA, 2012).

De maneira geral, apos a infeccao pelo T. cruzi em humanos, ha o desenvolvimento da
fase aguda da doenca, muitas vezes subclinica, que é transitéria e caracterizada por
parasitemia patente. A estimulacdo da resposta imune é crucial para a reducdo da carga
parasitaria, entretanto, pode contribuir para o agravamento dos sintomas clinicos. Na forma
indeterminada da fase cronica, ha a formagdo de um ambiente regulador que proporciona o
equilibrio dindmico entre a resposta inflamatdria protetora e o parasito de maneira a restringir
a lesdo tecidual e, portanto, nesses pacientes ha uma auséncia de manifestacdes clinicas
relevantes (DIAS & COURA, 1997). Os individuos infectados evoluem, em cerca de 30% dos
casos, para uma forma cronica sintomatica, que apresenta sintomas cardiacos e/ou digestivos,
em decorréncia do processo inflamatorio caracterizado pela presenca de infiltrado celular
mononuclear, promovendo destruicdo tecidual pela persisténcia do agente nocivo, das células
inflamatorias ou ambos (SOARES et al., 2001; DUTRA, ROCHA & TEIXEIRA, 2005).

O acometimento cardiaco, em graus clinicos variados, causa a cardiomiopatia
chagasica cronica (CCC), principal causa de morte em individuos chagasicos. A CCC ¢é
caracterizada por uma resposta inflamatdria intensa e destruicdo progressiva do tecido
cardiaco, causando anormalidades da conducdo cardiaca e arritmias (MACAMBIRA et al.,
2009). Apesar dos farmacos utilizados para o tratamento (Nifurtimox e Benzonidazol) terem
uma alta eficacia de cura quando utilizados na fase aguda da doenca, tem um papel protetor
menos relevante na fase crénica da doenca. Dessa forma, os pacientes cronicos realizam
tratamentos que tem o objetivo de reduzir a evolucdo da insuficiéncia cardiaca causada pela
acdo do protozoario e da resposta inflamatoria do hospedeiro, fazendo uso de terapias
farmacoldgicas anti-hipertensivas, por exemplo (COSTA, 2012). Muitos pacientes progridem
para a necessidade de implante de marca-passo ou até mesmo para transplante cardiaco,
procedimento de dificil acesso e extremamente complexo na populacdo de pacientes
chagasicos. Devido a pouca eficiéncia dos tratamentos etiolégicos contra o T. cruzi na
atualidade, em particular, na fase cronica da doenca, é conhecida a importancia de novas
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estratégias para reduzir a resposta inflamatéria visando diminuir os danos da cardiopatia
chagaésica.

Como objetivo geral, buscou-se investigar o efeito da inibi¢do da atividade da S1P, via
receptor S1P2, através do bloqueio farmacol6gico com JTE013, antagonista desse receptor, na
cardiopatia chagasica cronica em modelo experimental de camundongos cronicamente
infectados por Trypanosoma cruzi da cepa Colombiana.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os esfingolipidios, em particular o S1P, podem ser encontrados em tecidos linfoides,
sangue (ligados a albumina, a HDL ou ndo ligados a outras moléculas) e linfa. A regulacdo da
resposta imune, bem como o recrutamento celular e a permeabilidade vascular s&o
influenciados pelas concentracdes de S1P e a expressdo de seus receptores influencia a acéo
desempenhada. Como discutido por RIVERA et al (2008), o receptor S1P; € encontrado em
todas as células do sistema imune, enquanto que o receptor S1P, é expresso, principalmente,
em células da imunidade inata (as células que expressam S1P, sdo: células dendriticas,
eosinofilos, macrofagos, mastocitos e NKT — Células T Natural Killer) (RIVERA et al.,
2008).

Na fase cardiaca da doenca de chagas, observa-se a regulacdo imunoldgica coordenada

pelo aumento na producdo das citocinas inflamatorias, TNF-alfa e INF-gama, especialmente
deflagrados por linfocitos T CD4 e T CD8 (DUTRA et al, 2014). Entre as células
mononucleares, 0s monocitos sdo 0s principais responsaveis pela producdo de TNF-alfa,
enquanto que os linfocitos T DC4 sdo os maiores produtores de INF-gama (DUTRA et al,
2014). A medida que o S1P2 foi antagonizado pelo JTE013, justifica-se a reducdo da
inflamacdo pois existe menos células inflamatorias migrando para o ambiente cardiaco.
Ja os cardiomidcitos expressam o0s receptores de S1P, S1Pi3, sendo S1P; e S1Ps; 0s que
apresentam maior atividade na regulacdo da fisiologia cardiaca (LI and ZHANG, 2016). A
expressdo de S1P2 é baixa nos cardiomiécitos (LANDEEN et al 2008; ZHANG et al 2007). E
apesar da reducdo da inflamacgdo, ndo foi observada reducdo do percentual de fibrose nos
animais tratados quando comparados aos animais controles. A reducéo da via S1P-S1P2 deve
ter contribuido para aumentar a ativacdo da via da S1P1 e S1P3, em cardiomidcitos e
fibroblastos cardiacos, culminando no aumento da deposicéo de colageno intersticial.

CONSIDERACOES FINAIS

Apds andlise histolégica, observou-se a diminuicdo da contagem de células
inflamatdrias nos grupos experimentais tratados com JTE 013 em comparagdo ao grupo nao
tratado. Quanto ao perfil de fibrose, os dados variaram. No grupo tratado com o FTY 7 houve
maior efetividade na diminuicdo de fibrose tecidual em comparacdo com os achados
encontrados no grupo de animais tratados com JTE ndo demonstraram diferenca estatistica,
assemelhando-se o resultado com o grupo de animais Nao Tratados.

Palavras-chave: Cardiopatia Chagasica Cronica, JTE, Sphingosine-1-phosphate
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