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CARVALHO, L. M. Resumo

A Doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € endémica em quase
todos os paises da América Latina. No Brasil, a transmissdo por via vetorial e
transfusional foi controlada pela vigilancia epidemiol6gica, tornando a infec¢do pela via
oral o principal mecanismo de transmissdo da doenca no pais. O trato gastrointestinal é a
porta de entrada para o parasito por essa via de infec¢do, no entanto, pouco se sabe sobre o
envolvimento desses 6rgdos e do perfil parasitologico e imunopatolégico frente a via oral.
Diante nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil leococitario sistémico e as
alteracdes histopatologicas no trato gastrointestinal de camundongos infectados pela via
oral com a cepa Berenice-78 do T. cruzi nas fases aguda e crbnica. Para isso, 140
camundongos Swiss foram distribuidos em trés grupos experimentais: controle ndo
infectado; infectados por via intraperitoneal (VIP); infectados por via oral (VO). Esses
animais foram inoculados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas provenientes de
culturas acelulares por gavagem (VO) ou por via intraperitoneal (VIP). Quatro animais de
cada grupo foram eutandsia dos nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 apds a infeccdo (DAI),
sendo coletados fragmentos do estdmago, duodeno e célon. Foram entdo analisados ou
quantificados a curva de parasitemia e a taxa de sobrevida; a fenotipagem de células
mononucleares (mondcitos, linfécitos T CD4", T CD8" e B) do sangue periférico por
citometria de fluxo; o parasitismo tecidual por meio da técnica de PCR em tempo real; o
processo inflamatdrio, empregando a coloragdo de Hematoxilina & Eosina e a
neoformacdo de colageno, empregando a coloracdo de Tricromico de Masson. O grupo
VIP apresentou pico de parasitemia no 24° DAI (530.754 tripomastigotas/0,1 ml de
sangue), e 0 grupo VO mostrou pico de parasitemia um pouco maior, também no 24° DAI
(628.085 tripomastigotas/0,1 ml de sangue). A taxa de sobrevida dos animais infectados
por via oral foi de 47,63%, ja o grupo VIP apresentou uma sobrevida de 87,75%. Quanto a
resposta imune, observou-se uma reducdo no percentual de mondcitos ja no 14° DAI no
grupo VO enquanto que no VIP ndo houve alteracdes em seus percentuais. Com relacdo
aos linfécitos, foi observada uma reducdo mais precoce dos linfocitos T CD4" e dos
linfécitos B do sangue periférico dos animais do grupo VO em comparacdo com 0 grupo
VIP. Ja os linfécitos T CD8* aumentaram a partir do 21° DAI tanto no grupo VIP quanto
no VO. O parasitismo tecidual mostrou-se aumentado no grupo VO no 28° DAI no
estdbmago, duodeno e colén quando comparado a grupo VIP. Em relacdo ao infiltrado
inflamatdrio, no estbmago foi observado um aumento no 28°DAIl em ambos 0s grupos
infectados. J& no duodeno esse aumento s6 ocorreu no grupo VO, e no célon, ndo se
observa diferencas significativas entre o nimero de células inflamatérias ao longo da
infeccdo nos animais do grupo VO. N&o foram observadas diferencas significativas quanto
a neoformacdo de coldgeno. Diante disso, estes dados sugerem que a infecgdo oral possui
um distinto perfil de resposta parasitoldgica e imunopatoldgica em comparagdo com a via
intraperitoneal, sendo que a via oral apresentou um maior parasitismo tecidual nos érgaos
do trato gastrointestinal avaliados durante a fase aguda.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, infecgédo oral, doenca de Chagas, resposta imune
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Chagas disease, caused by protozoan Trypanosoma cruzi, is endemic in almost all
countries of Latin America. In Brazil, vector and transfusion transmission was controlled
by epidemiological surveillance, becoming oral infection the most important mechanism of
transmission of the disease in several regions of the country. The gastrointestinal tract is
the gateway to parasite by this route of infection, however, little is known about the
involvement of these organs and the parasitological and immunopathological profile
related to oral route. Based on this, the objective of this work was to evaluate systemic
profile leukocyte and the histopathological changes in the gastrointestinal tract of infected
mice with the T. cruzi Berenice-78 strain in acute and chronic phases. For this, 140 Swiss
mice were distributed in three experimental groups: uninfected control; infected by
intraperitoneal route (IR); infected by oral route (OR). These animals received an inoculum
of 1x10° metacyclic trypomastigote forms from acellular cultures by gavage (OR) or
intraperitoneally (IR). Four animals from each group were necropsied on days 14, 21, 28,
35, 42 and 180 after infection (DAI), and fragments of the stomach, duodenum and colon
were collected. The parasitemia curve and the survival rate were then analyzed or
quantified; The phenotyping of mononuclear cells (monocytes, CD4* T, CD8" T and B
lymphocytes) of the peripheral blood by flow cytometry; Tissue parasitism using the real-
time PCR technique; The inflammatory process, using the Hematoxylin & Eosin staining
and the collagen neoformation, using the Masson's Tricromic staining. IR group showed a
peak of parasitemia in 24th DAI (530,754 trypomastigotes/0.1 mL of blood), and OR
group showed a slightly higher parasitemia, also in 24th DAI (628,085 trypomastigotes/0.1
ml of blood). The survival rate among the orally infected animals was 47.63% and IR
group had survival rate of 87.75%. Regarding the immune response, there was a reduction
in the percentage of monocytes already in 14th DAI in OR group whereas in IR there were
no changes in their percentages. With regard to lymphocytes, an earlier reduction of CD4"
T lymphocytes and B lymphocytes in peripheral blood was observed in OR group
compared to IR group. Whereas CD8" T lymphocytes increased in 21th DALI in both IR and
VO groups. The tissue parasitism was increased in OR group in 28th DAI in stomach,
duodenum and colon when compared to IR group. In relation to inflammatory infiltrate, an
increase in 28th DAL in both infected groups was observed in stomach. In duodenum, this
increase only occurred in OR group, and in colon, there were no significant differences
between the number of inflammatory cells throughout the infection in animals of OR
group. There were no significant differences in collagen neoformation. Therefore, these
data suggest that oral infection has a different profile of parasitological and immune
response compared to intraperitoneal route, being the oral route more virulent and with
greater tissue parasitism in organs of the gastrointestinal tract evaluated during the acute
phase.

Key-words: Trypanosama cruzi, oral infection, Chagas disease, imune response



CARVALHO, L. M. Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas

Be-78: Berenice-78

BOD: Biochemical Oxygen Demand

CEBIO: Centro de Bioterismo

CEUA: Comissdo de Etica no Uso de Animais

CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
DAI: Dia Apos a Infec¢éo

Dch: Doenca de Chagas

EDTA: Acido Etilenodiamino Tetra-acético

LIT: Liver Infusion Triptose

PBS: Tampéo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline)

gPCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

RPMI: Roswell Park Memorial Institute (Meio de Cultivo Celular)
SVS: Secretaria de Vigilancia em Salde

TGI: Trato gastrointestinal

VIP: Via intraperitoneal

VO: Via oral
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1.1 Revisao da literatura

1.1.1 Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas
A Triponossomiase Americana, mais conhecida como doenca de Chagas (DCh), é

causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida — Trypanosomatidae).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2017 o numero estimado de pessoas infectadas
pelo T. cruzi em todo o mundo sera de cerca de 8 milhdes sendo que a grande maioria dos
individuos encontra-se em areas endémicas de 21 paises da América Latina. De acordo com a
Organizacdo Pan-americana de Salde, aproximadamente 100 milhGes de pessoas naquela
regido correm risco de adquirir a doenca, com 56 mil novos casos anuais podendo levar a

mais de 10 mil mortes por ano.

A doenca de Chagas foi considerada durante varios anos uma enfermidade
predominantemente rural, encontrada exclusivamente nas Americas, estando relacionada a
condicBes socioecondmicas da populagdo (Schmunis, 2007). Todavia, no final do século XX
com o éxodo das pessoas de areas rurais para a cidade, a DCh passou a ser também endémica
em areas urbanas. Além disso, devido a problemas politicos, econémicos nas regides
endémicas, a migracao da populacdo dessas areas para paises desenvolvidos e a aproximacgao
das areas urbana e rural somados a falta de controle dos bancos de sangue fez com que a
doenca se propagasse para estes paises (Piron et al., 2008). Com isso, atualmente a doenca de
Chagas é considerada um problema de satde publica mundial, pois onde inicialmente nédo
existiam casos de DCh, agora sdo encontrados casos notificados em diversos paises da k
2Europa, além dos Estados Unidos, Canada e Austrélia (Rassi et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1: Estimativa de individuos infectados em todo o mundo.

<
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Individuos infectados
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[] Paisesendémicos
[ Dados nZo avaliados

Fonte: Rassi adaptado, 2010.
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A forma classica de transmissdo da doenca de Chagas é o contato com as fezes e urina
contaminadas com o parasito liberadas pelo hospedeiro invertebrado, popularmente conhecido
como “barbeiro”. O inseto transmissor € um hematdfago da subfamilia Triatominae (Ordem
Hemiptera — Reduviidae), o qual durante seu repasto sanguineo elimina formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi que podem penetrar no hospedeiro vertebrado através
de microlesdes na pele ou mucosa adjacente infectando, principalmente, células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF). No interior de vacuolos parasitéforos formados nessas
células, os parasitos diferenciam-se em formas amastigotas, aflageladas, dando inicio a uma
série de replicacBes. Posteriormente, os parasitos se transformam em tripomastigotas
sanguineas, ocorre, em seguida, a lise celular e estas sdo liberadas na corrente sanguinea
habeis para infectar outras células hospedeiras, disseminando a infeccdo para os diferentes
tecidos e orgdos (Cancado, 1968; De Souza et al., 2010). O ciclo biol6égico do T. cruzi
continua quando o triatomineo ingere as formas tripomastigotas sanguineas durante a
hematofagia em mamiferos infectados. No estdmago do inseto, as formas tripomastigotas se
transformam em epimastigotas (ndo-infectivas) e seguem para o intestino até alcangcarem o
reto, local onde as epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas (infectivas)
podendo ser eliminadas nas fezes e/ou urina do triatomineo durante o seu repasto sanguineo

reiniciando o ciclo.

A doenca de Chagas possui duas fases distintas bem caracterizadas, a fase aguda e a
fase crénica. Apds infeccdo pelo T. cruzi, inicia-se a fase aguda, que tem duracdo de cerca de
2-4 meses, e se apresenta sob a forma assintomatica na maioria dos casos. Entretanto,
dependendo do estado imunoldgico e nutricional do hospedeiro, o indculo, da cepa do
parasito, dentre outros fatores, a fase aguda pode apresentar sinais e sintomas clinicos como
febre, cefaleia, anorexia, vomitos, diarreia, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, e ainda,
sinais de porta de entrada caracteristicos, como sinais de Romarfia ou chagoma de inoculagéo,
com reacgdo inflamatdria, linfoadenopatia e edema locais. Essa fase da doenca apresenta niveis
elevados de parasitemia e intenso infiltrado inflamatdrio em tecidos com alto parasitismo
(Prata, 2001; Nunes et al., 2013). Aproximadamente 3-5% dos pacientes evoluem para o 6bito
nessa fase devido as complica¢Bes da miocardite e meningoencefalites, contudo a maioria dos
individuos se recupera (Coura et al., 2002; Sanchez e Ramirez, 2013) podendo desenvolver a
fase cronica, que se perpetua por toda a vida do hospedeiro. Esta fase, caracterizada pela
baixa parasitemia, pode se apresentar sob a forma assintomatica, denominando a forma

indeterminada da doenca (cerca de 70% dos individuos infectados desenvolvem esta forma),

3
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com auséncia de sinais e sintomas clinicos, exames eletrocardiograficos convencionais e
radiologicos do térax e abdémen normais, porém apresentam sorologia positiva para T. cruzi
(Andrade et al., 1997). Entretanto, aproximadamente 20-35% dos individuos infectados
desenvolvem lesdes no sistema nervoso autdbnomo (SNA), podendo ser irreversiveis, em
6rgdos como o coracdo, es6fago e/ou colon, progredindo para a forma sintomatica da doenca,
denominando as formas cardiaca, digestiva ou mista (cardiaco-digestiva) (Prata, 2001;
Moncayo, 2003). A cardiomiopatia chagasica € caracterizada por alteragdes
eletrocardiogréficas, taquicardias, arritmias, aneurisma de ponta, insuficiéncia cardiaco
congestiva, dentre outros sintomas. Ja a forma digestiva acomete principalmente o es6fago
e/ou o colon, embora lesdes no intestino delgado também possam ocorrer, porém, em menor
numero. No esdfago pode-se desenvolver o megaesdfago no qual ocorre relaxamento anormal
do esfincter esofageal, diminuicdo do peristaltismo e acalasia, enquanto que no célon observa-
se constipagéo crénica, com obstrucdo parcial ou total de segmentos col6nicos, caracterizando
0 megacdlon (De Oliveira et al., 1998; Sanchez-Guillen Mdel et al., 2006).

Sabe-se que o T. cruzi possui uma variabilidade intraespecifica que pode influenciar no
curso na infeccdo (Brener, 1965). Chiare (1963) observou que hd um polimorfismo entre as
diversas cepas do parasito. Foram relatadas 3 formas distintas (formas delgadas, largas e
muito largas) que possuem diferentes mecanismos de interacdo com o hospedeiro. Por
exemplo, as formas delgadas parecem ser mais susceptiveis aos mecanismos imunes e,
portanto, penetram mais rapidamente nas células do hospedeiro, por outro lado, as formas
largas persistem por mais tempo no sangue periférico, sendo, dessa maneira, mais resistentes
as respostas imunes do hospedeiro (Brener, 1969). Somado a isso, com 0 avango de técnicas
mais sensiveis de deteccdo, foi possivel determinar subpopulacGes do T. cruzi. Estas sdo
classificadas atualmente dentro de pardmetros estabelecidos pelo chamado Discrete Typing
Units (DTU) o qual identifica as cepas do T. cruzi em grupos geneticamente mais
relacionados baseando-se em caracteristicas genéticas e biologicas: Tcl, Tcll, Tclll, TclV,
TcV e TcVI (Zingales et al., 2009). A cepa Berenice-78 (Be-78) foi isolada do primeiro caso
relatado de doenca de Chagas humana de uma paciente que vivia no municipio de Pirapora,
MG, uma &rea endémica da doenca. Esta cepa é classificada como DTU Tcll e Guedes et al.
(2007) demonstraram que a Be-78 é constituida predominantemente por formas largas (cerca
de 90%). Outra caracteristica inerente a essa cepa € que animais infectados com Be-78
possuem menor capacidade de controlar a parasitemia quando comparados com animais

infectados com a cepa Y (formas delgadas sdo predominantes) (Camargos et al., 2000;
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Carneiro et al., 2007; Veloso et al., 2008). Além disso, em relacdo ao histotropismo, a
Berenice-78 possui tropismo muscular (Lana e Chiari, 1986) sendo caracterizada como uma
cepa miotropica. Essas caracteristicas inerentes a Be-78 foram o fator chave para a utilizacdo

desta cepa neste experimento.

1.1.2 Importancia da infecgdo oral na DCh

Em 1950, o Brasil institucionalizou o Programa Nacional de Controle da Doenca de
Chagas, vinculado ao Servico Nacional de Maléaria, para iniciar o controle do vetor
transmissor da doenca. Porém, esse programa teve alcance e impacto nacional apenas em
1975, ano em que ocorreram acdes sistematizadas de controle quimico das populacbes de
triatomineos domiciliares e, no ano de 1983, as acbes de controle abrangeram totalmente as
areas endémicas (Dias et al.,, 2016). Em 2006, a Organizacdo Pan-Americana de
Saude/Organizacdo Mundial da Satude (OPAS/OMS) emitiu a Certificacdo Internacional pela
interrupcdo da transmissdo de doenca de Chagas pelo Triatoma infestans (principal espécie do
inseto transmissor da DCh) para o Brasil. Em alguns paises da América Latina, o controle
vetorial também tem sido feito nos ultimos anos, obtendo sucesso em algumas regides.
Entretanto, em diversas areas ainda se encontra o triatomineo transmissor, além de paises em

que o combate ao triatomineo ndo constitui um objetivo do governo (PAHO, 2014).

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 por Carlos Chagas, continua sendo relevante
para a salde publica, apesar dos avancos no controle desta enfermidade em paises endémicos,
uma vez que a infeccdo proveniente da ingestdo de alimentos contaminados vem se tornando
predominante nos ultimos anos. Acredita-se que a transmissdo pela via oral ocorra
naturalmente no ciclo silvestre do T. cruzi, no qual mamiferos suscetiveis ingerem vetores e
reservatorios contaminados com o parasito (Saude, 2009). No caso do homem, a infeccao pela
via oral se deve pela ingestdo de sucos ou poupas de frutas, como caldo de cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum) ou acai (Euterpe oleracea), contaminados com as formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi oriundas de secrecdes de glandulas anais de
marsupiais do género Didelphis ou presentes nas fezes e urina de triatomineos (Shikanai-
Yasuda et al., 1991; Pinto et al., 2008; Cavalcanti et al., 2009; Nobrega et al., 2009). Vale

ressaltar que a contaminacgédo dos alimentos pode ocorrer tanto em seu local de origem, quanto
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no armazenamento e/ou transporte bem como em seu processamento ou preparacdo (Saude,
2009).

No final do altimo século, portanto, foram implantadas a¢es de controle da doenca por
meio da realizacdo de combate quimico sistematico aos insetos vetores e/ou melhorias
habitacionais, complementadas por rigorosa selecdo de doadores de sangue. Nesse sentido,
mesmo com intenso controle da vigilancia epidemioldgica, oito surtos, totalizando 112 casos
agudos, foram registrados durante os anos de 1965-2009 em é&reas onde o vetor estd
controlado. Além disso, durante o periodo de 2000-2010, mais de 1000 casos agudos foram
relatados em 138 focos, sendo a maioria registrada na Amazonia brasileira. Destes, 776 (71%)

foram atribuidos a ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas (SVS, 2011) (Figura 2).

Diante disso, de acordo com Coura (2006) apés o controle da infeccdo vetorial e
transfusional ter sido realizado no Brasil, a infeccé@o por via oral tornou-se 0 mais importante
mecanismo de transmissdo da doenca de Chagas em diversas regides, em especial na

Amazobnia Brasileira.

Figura 2: A) doenca de Chagas aguda no Brasil, por municipio, 2000-2010. B) Numero de casos de doenga de

Chagas aguda no Brasil de acordo com o tipo de transmissao, 2000-2010.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Satde do Brasil, 2011.

Uma caracteristica comum a todos esses surtos por infeccdo oral € a gravidade da
doenca, sendo que a maioria dos pacientes apresenta intensa miocardite, além de outras
manifestacbes cardiacas, como derrame pericardico e derrame pleural, que sdo mais
frequentes na transmissdo oral do que na vetorial, podendo culminar em morte em alguns

casos ainda na fase aguda. A transmissdo por via oral esta associada a uma alta taxa de
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mortalidade nas primeiras duas semanas ap6s a infeccdo. A mortalidade foi estimada em cerca
de 8-35%, superando a mortalidade observada pela via vetorial que tem sido estimada em
menos de 5-10%. No surto que ocorreu em 2005 em Santa Catarina, por exemplo, a Secretaria
de Saude do Estado divulgou nota oficial em que foram constatadas infeccdes de 24 pessoas
apos ingerirem caldo de cana contaminado e destas trés delas evoluiram para dbito (SVS,
2007).

Os poucos trabalhos existentes na literatura abordando essa via de infeccdo focam,
principalmente, na interacdo parasito/hospedeiro, especialmente, entre as formas
tripomastigotas metaciclicas e as células do estdmago visando compreender as alteracdes
neste 6rgdo provocadas por essa interacdao que poderiam levar a gravidade da doenca frente a
via oral. Um estudo realizado por Hoft et al. (1996) ndo demonstrou parasitos ao longo da
mucosa orofaringea ou do es6fago os quais foram observados apenas na mucosa gastrica
devido provavelmente a ligacdo seletiva dos parasitos a mucina gastrica (Yoshida, 2009).
Além disso, as formas metaciclicas sdo capazes de expressar glicoproteinas de superficie que
se ligam a mucina e sdo resistentes as condi¢bes desfavoraveis encontradas no estdbmago,
conseguindo, dessa forma, penetrar nas células da mucosa (Mortara et al., 1992; Yoshida,
2006).

As principais glicoproteinas analisadas por pesquisadores que abordam essa via foram
gp82 e gp90 sendo demonstrado que elas desempenham um importante papel no mecanismo
de ligacdo e penetracdo dos parasitos nas células do estdmago (Yoshida, 2008; Staquicini et
al., 2010). A gp82 esta relacionada com o processo de ligacdo e invasdo da mucosa uma vez
gue um estudo realizado em camundongos infectados oralmente resultou em baixa
parasitemia na infeccdo com cepas de baixa expressdo de gp82 e também foi observado que
parasitos que expressam esta glicoproteina possuem alta afinidade pela mucina sendo
resistente a acdo do suco gastrico (Cortez et al., 2003; Neira et al., 2003). Quanto a gp90,
Malaga e Yoshida (2001) demonstraram que ela age negativamente no processo de invasdo da
mucosa gastrica, sendo que cepas cuja gp90 é digerida no estbmago desenvolvem um

aumento na capacidade de invadir as células da mucosa(Cortez et al., 2006).

Em relacdo a resposta imune, pouco se sabe sobre as alteragfes nesta resposta frente a
infeccdo pela via oral. (Kuehn et al., 2014) demonstraram em ratos Wistar que tanto a
infeccdo pela via intraperitoneal quanto pela via oral promovem a ativacdo de células

mononucleares na tentativa de controlar a parasitemia, porém com perfis distintos.
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Esses achados ilustram a importancia de se estudar a resposta imune e as lesdes frente a
infeccdo oral para tentar compreender como a via de transmissao interfere na interagéo entre

T. cruzi/hospedeiro, promovendo uma infeccdo mais grave.

1.1.3 Trato gastrointestinal e seu envolvimento na DCh

O trato gastrointestinal (TGI) é responsavel pela digestdo e absor¢do de moléculas
nutrientes ingeridas, sendo um tubo oco constituido pela cavidade oral, faringe, es6fago,
estdmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, colon e reto) e
anus, além de 6rgaos glandulares acessorios como figado, vesicula biliar, pancreas e glandulas
salivares. Histologicamente, o trato digestdrio é formado pelas tdnicas mucosa, submucosa,
muscular e serosa. A mucosa é a camada mais interna da parede intestinal que faz contato
direto com o bolo alimentar. Ela é composta de epitélio, que pode variar ao longo do trato, de
lamina propria, constituida de celulas absortivas, tecido conjuntivo frouxo, fibras nervosas e
fibras musculares, denominando a muscular da mucosa. A submucosa esta localizada abaixo
da lamina prépria, a qual contém os corpusculos celulares nervosos nos ganglios do plexo
submucoso. Abaixo da submucosa, encontra-se a camada muscular circular interna, e abaixo
desta, outro plexo celular nervoso, denominado plexo mioentérico. Finalmente as camadas
mais externas da parede intestinal sdo constituidas de uma camada muscular longitudinal,
denominando a tanica muscular, e da serosa que forma uma cépsula conjuntiva coberta por

camadas mesoteliais escamosas ao redor do tubo digestorio(Guyton, 2006).

Para que o TGI exerca suas funcgdes, € necessaria a movimentacdo do alimento por toda
a sua extensdo; secrecdes de solucbes digestivas e digestdo de alimentos (quebra das
macromoléculas); além de absor¢cdo de agua, de eletrolitos e de produtos da digestdo; bem
como a circulagdo de sangue através dos Orgdos gastrointestinais para o transporte das
substancias absorvidas; complementarmente, o controle destas funcgdes é feito pelos sistemas

nervoso e hormonal locais(Guyton, 2006).

O sistema nervoso autdnomo (SNA), através da inervacao simpatica ou parassimpatica,
é responsavel pelo controle neural do TGI juntamente sistema nervoso entérico (SNE) que é
uma divisdo autdbnoma do SNA distribuida ao longo de todo o TGI. De forma geral, os SNA e

SNE trabalham de maneira integrada onde neurdnios do SNE séo atingidos por axdnios de

8
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neurbnios sensoriais extrinsecos originados no sistema nervoso simpatico (SNS) ou
parassimpatico (SNP) (Furness, 2000). Todavia, sabe-se que o SNE também possui atividade
separada do SNA. Ao longo de todo o TGI, sdo encontrados trés diferentes tipos de plexos
ganglionares: plexo mucoso; plexo submucoso ou de Meissner localizado na tanica muscular,
cuja funcdo esta relacionada a secrecdo e absorcdo; e plexo mioentérico ou de Auerbach,
presente no plano intermuscular da tanica muscular, o qual é responsavel pela atividade
peristaltica(Costa et al., 2000; Furness, 2000). (Figura 3).

Os principais 6rgdos afetados na doenca de Chagas sdo aqueles ricos em tecido
muscular, dentre eles o coracdo, uma vez que o T. cruzi tem preferéncia por células
musculares (Tarleton e Zhang, 1999). Todo o trato digestério, portanto, pode ser acometido
apos infeccdo pelo T. cruzi, levando a diversas alteracbes anatdbmicas, histologicas e
morfofuncionais. A forma digestiva pode ser determinada ainda na fase aguda, relacionando-
se ao parasitismo tecidual o qual pode estar presente nas células musculares, nos fibroblastos,
embora 0 mecanismo patogénico das lesdes no SNA ainda ndo esteja completamente

elucidado.

As manifestacdes digestivas parecem ocorrer principalmente devido a destruicdo nao
uniforme das células neuronais do SNE (Adad et al., 2001; Da Silveira, D'avila Reis, et al.,
2007). A denervacdo do plexo mioentérico € uma das lesdes mais frequentes na forma
digestiva. Este fato ja foi observado em diversos estudos presentes na literatura, os quais
utilizaram diferentes cepas do T. cruzi e distintos modelos experimentais. Recentemente,
pesquisadores mostraram uma diminuicdo da densidade neuronal no colon de ratos Wistar
infectados intraperitonealmente com a cepa CL (Schneider, et al. 2016). Em outro estudo
realizado por nosso grupo, utilizando-se cdes infectados com as cepas Y ou Berenice-78, foi
observada uma reducéo significativa da area PGP 9.5 (imunomarcacdo de areas ganglionares)
em fragmentos de es6fago de animais infectados com ambas as cepas na fase aguda. Na fase
cronica, a denervagdo foi mantida apenas nos animais infectados com a cepa Be-78
(Nogueira-Paiva et al., 2014). Além disso, estudos feitos em camundongos sugerem que a
perda neuronal esté relacionada com o tempo de infeccdo e com fatores genéticos ligados ao
hospedeiro, dentre outros (Moreira et al., 2011).

Embora exista a necessidade de estudos complementares para entender a patogénese da
forma digestiva da doenca de Chagas, sabe-se que a principal manifestacdo é o surgimento

dos chamados megas chagasicos, apresentando-se, principalmente, como megacélon e
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megaesOfago. Acredita-se que a fisiopatogenia dos megas seja uma combinacdo de fatores,
que ainda precisam ser mais bem entendidos. A presenca de infiltrado inflamatorio seguida de
aumento da area de tecido conjuntivo principalmente na tinica muscular (Da Silveira et al.,
2005; Campos et al., 2016) parecem contribuir para desencadear alteracdes funcionais do trato
digestorio por modificar a arquitetura desses 6rgdos, levando a mudangas no peristaltismo
com consequente estagnacdo e retencdo do conteudo alimentar e, posteriormente, perda das
microvilosidades e, especialmente, dilatacdo das visceras (Koeberle, 1963; Pernia et al.,
2001).

1.1.4 Resposta imunoldgica no trato gastrointestinal do hospedeiro infectado pelo
T. cruzi

A resposta imune desencadeada pelo hospedeiro apds infeccdo pelo T. cruzi é fator de
grande importancia para determinar se o individuo ira evoluir da fase aguda para a fase
cronica sintomatica. Embora o mecanismo que explica como alguns individuos desenvolvem
a forma grave da doenca ndo esteja completamente elucidado, acredita-se que a resposta
imune associada a fatores ligados ao parasito como a cepa do T. cruzi, sua antigenicidade bem
como o nimero de parasitos inoculados influenciam no curso e no estabelecimento da doenga
(Vago et al., 2000). Além disso, fatores ligados ao hospedeiro tais como seu estado
nutricional, sexo e caracteristicas genéticas também estdo associados ao agravamento ou nao
da doenca(Andersson et al., 2003; Campbell et al., 2004).

Aproximadamente 10% dos pacientes chagasicos que evoluem para fase cronica
desenvolvem a forma digestiva da doenca. As principais manifestacbes observadas nesses
pacientes sdo 0 acometimento do esdfago e do colon, levando ao megaesdfago e megacdlon,
respectivamente. Estudos mostram a presenca de infiltrado inflamatério rico em células
mononucleares na fase aguda da doenga em camundongos infectados com a cepa Y, sendo
mais intenso nas camadas muscular e da submucosa enquanto que, na fase crbnica, é
observado um processo inflamatério localizado ao redor de alguns ganglios mioentéricos
(Campos et al., 2016). Aléem disso, destacam-se que o infiltrado inflamatorio observado nas
miocélulas dos 6rgdos do trato gastrointestinal é constituido principalmente por linfocitos T
CD3*CD4", linfécitos B, células NK e macrofagos (Corbett et al., 2001; D'avila Reis et al.,

2001; Dutra et al., 2014) (Figura 3). Adicionalmente, a persisténcia do parasito, indicada pela
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presenca de cDNA de T. cruzi (Jones et al., 1993; Vago et al., 1996; Vago et al., 2000), sugere
que o parasito estimula a ativacdo das células T, fato que pode explicar o achado inflamatério
nos tecidos na fase cronica. Adicionalmente, um estudo realizado em camundongos
demonstrou que tanto a resposta Th1l quanto a Th2 sdo capazes de induzir protecdo na mucosa
apos infeccdo oral pelo T. cruzi, entretanto, somente a Thl protege em nivel sistémico (Hoft e
Eickhoff, 2002).

Relatos da literatura sugerem que a denervagdo, principal mecanismo que leva ao
aparecimento de megaesdfago e de megac6lon, ocorre devido a imunorreatividade de
peptideo intestinal vasoativo e 6xido nitrico sintetase, acarretando na destruicdo de neurdnios
inibitdrios, principalmente, o que pode levar a dilatagdo do Iimen intestinal e a perda de
contratilidade muscular desses 6rgdos (Da Silveira, D'avila Reis, et al., 2007). Além disso, Da
Silveira, Lemos, et al. (2007), mostraram que pacientes chagasicos com megacdlon
apresentaram reducdo de fibras nervosas marcadas com anticorpo monoclonal anti-PGP 9.5
nos plexos mioentéricos quando comparados com pacientes chagasicos sem megacolon e com

individuos néo infectados.
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Figura 3: Infiltrado celular e citocinas envolvidas na geragdo de resposta imune protetora e patogénica na
doenga de Chagas.
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Fonte: Dutra et al. (2009) modificado.

No Brasil, com o intenso controle da transfusional e vetorial da doenca de Chagas, a
infeccdo pela via oral vem se tornando o principal mecanismo de transmissdo, culminando em
surtos que, muitas vezes, apresentam uma maior gravidade levando alguns individuos ao 6bito
ainda nas duas primeiras semanas de infec¢cdo. Somado a isso, 0s poucos trabalhos existentes
na literatura que abordam a via oral focam principalmente na interacdo parasito/mucina
gastrica. Além disso, diante do exposto e levando em conta que os poucos trabalhos que
abordam a via oral deixam uma lacuna sobre o envolvimento do trato digestivo, um estudo
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sobre as lesbes do trato gastrointestinal bem como da resposta imune sistémica torna-se

necessario para o melhor entendimento da doenca frente & infeccéo pela via oral.
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Objetivo

2. Objetivo
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2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil leucocitario sistémico bem como as alteragdes histopatoldgicas no trato
gastrointestinal de camundongos infectados experimentalmente pela via oral com a cepa

Berenice-78 do T. cruzi nas fases aguda e crénica.

2.2 Objetivos especificos

ePadronizar a infecgéo experimental por via oral;

e Analisar a curva de parasitemia e a taxa de sobrevida;

e Avaliar o fenotipo de células mononucleares no sangue periférico;
e Quantificar o parasitismo no estdmago, duodeno e célon;

¢ Analisar o processo inflamatério no TGl;

e Investigar a neoformacéo de colageno no TGI.

15
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3. Material e métodos
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3.1 Padronizacéo da infecgdo experimental por via oral

Com o objetivo de se obter uma alta taxa de infectividade, foi feito um estudo prévio
utilizando trés diferentes formas de realizar o in6culo por via oral. Foi testada a gavagem
completa que € a introducdo da agulha de gavagem cuidadosamente até o estbmago. Também
foi feita a gavagem incompleta, que consiste em introduzir a agulha de gavagem até a parte
inicial da cavidade orofaringia dos animais. E também foi testada a pipetagem diretamente na
boca dos camundongos. Além disso, as trés diferentes formas de infeccdo oral foram
comparadas utilizando PBS ou RPMI. O inéculo utilizado para a infecgdo foi de 1x10° formas

tripomastigotas metaciclicas obtidas em meio de cultura acelular.

3.2 Delineamento experimental e animais utilizados na experimentacéo

Foram utilizados 140 camundongos Swiss, jovens (idade: 30 dias), machos, obtidos do
Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais, MG, os quais
foram distribuidos em trés grupos experimentais: controle ndo infectado; controle infectado
por via intraperitoneal (VIP); infectados por via oral (VO). Os animais receberam inéculo de
1x10° formas tripomastigotas metaciclicas provenientes de culturas acelulares da cepa
Berenice-78 por gavagem incompleta (VO) ou por via intraperitoneal (VIP). Esse ultimo
grupo sera nosso controle de infeccdo, visto que essa é a principal via utilizada em trabalhos

experimentais da doenca de Chagas.

Na figura 4 encontra-se a distribuicdo dos animais nos diferentes grupos, constando o
namero total de animais em cada grupo. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo n°2012/13).
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Figura 4: Delineamento experimental
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Nota: Distribuicdo dos animais que foram utilizados para caracterizacdo da lesdo nos oOrgdos do trato
gastrointestinal (verde), para avaliacdo do perfil leucocitério sistémico (laranja) e para a quantificacdo da carga
parasitaria tecidual (azul). Grupo controle nédo infectado em branco com linhas tracejadas. Grupo infectado pelo
T. cruzi por via intraperitoneal em cinza. Grupo infectado pelo T. cruzi por via oral em preto. Experimento foi
realizado em duplicata. Dias ap0és a infec¢do: DAL

3.3 Obtencao da forma tripomastigota metaciclica de cultura

3.3.1 Cultivo de epimastigotas em meio LIT

Foi coletado com EDTA aproximadamente 1000uL de sangue do plexo orbital de um
camundongo sabidamente infectado com a cepa Be-78 do T. cruzi. Essa quantidade foi
transferida para um tubo tipo Falcon de 15mL, previamente autoclavado, contendo EDTA,
onde foram adicionados 2mL de meio LIT 10% (1:3), tambem anteriormente autoclavado.
Este tubo contendo o sangue infectado no meio LIT foi mantido em estufa de BOD

(Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 28°C por 15 dias. Apds este periodo, foi
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feito o repique transferindo 1mL da cultura para outro tubo tipo Falcon de 15mL e
adicionando 2 mL de meio LIT. O repique foi repetido de 15 em 15 dias, mantendo a
proporcdo de 1:3, e completando cerca de 1,5 més, até a purificagdo da cultura com
observacdo da presenca de epimastigotas viaveis (vivos e com morfologia e motilidade
normais) em microscopio éptico em objetiva de 40x. Todo o procedimento foi feito em

capela de fluxo.

3.3.2 Metaciclogénese das formas epimastigotas

A cultura rica em epimastigotas vidveis obtida seguindo o procedimento descrito acima
foi submetida a metaciclogénese. Para isto, em uma garrafa de cultura de 40mL esterilizada,
foram adicionados 5mL dessa cultura e 10mL de meio Grace'’s Insect Medium 20% com L-
glutamina e NaHCOs, Sigma® Life Science (Sigma, Aldrich, USA) estéril (1:3). Feita a
homogeneizacdo em movimentos circulares, a garrafa contendo a cultura foi mantida na
horizontal em estuda de BOD a 28°C, durante 45 dias. Apos este periodo, a cultura foi
diluida 10x em PBS previamente autoclavado para observar a presenca e posterior contagem
das formas tripomastigotas metaciclicas em camara de Neubauer em microscépio éptico e

ajuste do inoculo para 1x10° parasitos.

3.4 Indculo e infeccéo

Apo6s a contagem das formas tripomastigotas metaciclicas em camara de Neubauer, o
namero de parasitos encontrado em 1000uL foi ajustado para valor do indculo, que foi de
1x10° formas por animal. A cultura, com a quantidade de parasitos conhecida, foi entio
centrifugada a 2200 rpm por 10 minutos a 4°C obtendo a formacdo de um pellet no qual
contém as formas tripomastigotas metaciclicas. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em PBS ou RPMI para a realizacdo da infeccdo dos animais. Apés a
preparacdo do inoculo, foi feita a infeccdo de 100 camundongos, 50 por via intraperitoneal,
utilizando a cultura de parasitos ressuspendida com PBS, e 50 por via oral, utilizando a
cultura ressuspendida com RPMI. A infeccdo pela via oral foi feita através da gavagem
incompleta, procedimento em que se introduz a agulha de gavagem até a parte inicial do

esdfago do camundongo.
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3.5 Curva de parasitemia

Para determinacdo da parasitemia, 10 camundongos grupo VIP e 10 do VO foram
avaliados diariamente a partir do 4° dia apds a infeccdo (DAI) até a negativacdo do exame,
por cinco dias consecutivos, segundo a metodologia de Brener adaptada (1962). Cinco pL de
sangue da veia caudal dos camundongos foram analisados diariamente ao microscopio optico
e a curva de parasitemia plotada para cada grupo experimental empregando a média diaria da
parasitemia detectada nos animais. Esta foi expressa em numero de tripomastigotas
sanguineos por 0,1mL de sangue. O periodo pré-patente, periodo patente e 0 pico maximo de

parasitemia foram determinados.

3.6 Taxa de mortalidade

Os animais utilizados para a determinacdo da curva de parasitemia foram
acompanhados diariamente até o 180° DAI sendo a mortalidade registrada e expressa em

porcentagem cumulativa.

3.7 Imunofenotipagem do sangue periférico

Para a caracterizacdo do perfil fenotipico das células mononucleares do sangue
periférico foi coletado 200uL de sangue do plexo retro-orbital em EDTA de cada animal dos
trés grupos experimentais. Em tubos de poliestireno 12x75mm, foram adicionados 20uL da
diluicdo do anticorpo monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de

interesse conjugado com fluorocromo (Tabela 1).

Para cada tubo contendo 20uL da diluicdo do anticorpo monoclonal em PBS e soro
normal de rato, foram adicionados 25uL de sangue periférico total. Ap6s homogeneizagdo em
vortex, as preparagdes foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Em seguida, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos, utilizando 2mL de
solucdo de lise diluida 10 vezes em agua destilada. Ap6s homogeneizacdo em vortex, as
preparacdes foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e

entdo submetidas a centrifugacdo (1300rpm, 7 minutos a 18°C). Em seguida, o sobrenadante
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foi descartado, os leucdcitos foram lavados com 3mL de PBS (pH7,4), e centrifugados como
descrito anteriormente. Finalmente, os leucdcitos foram fixados com 200uL de solugéo
fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1 % de cacodilato de sodio, 6,67g/L de cloreto de sodio,
pH 7,2). Apos um periodo de pelo menos 15 minutos, os parametros fenotipicos das células
presentes em cada tubo foram determinados no citdmetro de fluxo (FACScalibur® — Becton
Dickinson). O programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisicdo de dados e o FlowJo®
para a analise dos resultados empregando diferentes estratégias.

Tabela 1:Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de populacGes
celulares.

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Clone Fendtipo alvo no estudo
Anti-CD3 PE Bioscience 2C11 Linfécitos T totais
Anti-CD4 PercP Biolegend RM4-5 Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 FITC Invitrogen $3-6.7 Linfécitos T citotdxicos
Anti-CD19 FITC eBioscience 1D3 Linfécitos B
Anti-CD14 FITC eBioscience Sa2-8 Mondcitos

3.8 Eutanasia, coleta, fixacdo e processamento do material para microscopia Optica
convencional

Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados, por deslocamento cervical, nos dias
14, 21, 28, 35, 42 e 180 apds a infeccdo para a realiza¢do da eutanasia . Foram coletados o
estbmago, duodeno e colon, uma parte desses orgdos foram fixados em solucdo de
Metanol/DMSO (80%/20%) com pH 7.2 para as andlises histopatolégicas e outra foi
armazenada em freezer -80°C para posterior quantificacdo do parasitismo tecidual.
Fragmentos desses 6rgdos foram processados rotineiramente e incluidos em parafina. Os
blocos de parafina obtidos foram submetidos a microtomia para a obtencdo de cortes com
espessura de 4um. As laminas dos blocos parafinizados dos orgdos coletados foram
confeccionadas para coloragdo pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) ou de Tricrdmico

de Masson para andlise das alterac@es histopatoldgicas em microscépio optico.

21



CARVALHO, L. M. Material e métodos

3.9 Parasitismo tecidual

3.9.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.9.1.1 Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi realizada utilizando-se o Kit Wizard™ Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Os tecidos previamente armazenados em
freezer -80°C foram cortados com auxilio de lamina de bisturi e pesados obtendo fragmentos
de 20-30mg. Estes foram transferidos para tubos de microcentrifuga de 1,5mL nos quais se
adicionaram 500uL da solucdo de lise nuclear (Nuclear Lise Solution) e, entdo, foram
mantidos em gelo por 2 minutos. Em seguida, as amostras receberam 20pL de Proteinase K
(Sigma-Aldrich®), na concentracdo de 20mg/L, e ap6s homogeneizacdo, foram incubadas
overnight em banho-seco a 55°C. No outro dia, apds digestdo completa dos fragmentos,
observando a presenca de um homogenato, adicionaram-se 3pL da Solucdo de RNAse
(Promega) e, durante 30 minutos a 37°C, as amostras foram incubadas. Apds este tempo e
posterior ao resfriamento por 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 200uL de
solucdo de precipitacdo proteica (Protein Precipitations Solution). Mantidas no gelo por 5
minutos, as amostras foram, entdo, homogeneizadas vigorosamente em vortex durante 20
segundos e centrifugadas a 16.000 rcf (temperatura ambiente, 5,5 minutos) com formacéo de
um pellet. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo tubo contendo 600uL
de isopropanol e misturado delicadamente por inversao por 1-2 minutos até turvacdo do DNA.
Novamente as amostras foram centrifugadas a 16.000 rpm, a temperatura ambiente, porém,
durante 5 minutos, sendo observada a formacdo de um pellet claro. O sobrenadante foi
descartado e ap0s a adicdo de 200uL de etanol 70% (ETOH), as amostras foram centrifugadas
por 3 minutos tambem a temperatura ambiente. O etanol foi entdo vertido e as quantidades
remanescentes evaporadas. Por fim, 100uL da solucdo de re-hidratacdo de DNA (DNA
Rehidratation Solution) foram adicionados as amostras que permaneceram a temperatura
ambiente durante 18 horas para posterior quantificacdo do DNA e de sua pureza 0s quais
foram analisados em nanoespectrofotdmetro (Nanodrop® 2000, Thermo Scientific). Apds a

dosagem, as amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da analise por qPCR.
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3.9.1.2 Amplificacao especifica do DNA do T. cruzi

A fim de quantificar os parasitos por gPCR, foi construida uma curva padrdo para
determinar o nimero de copias do DNA do parasito. Para realizar este procedimento, utilizou-
se epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, crescidas em meio de cultura, até atingir o nimero de
1 x 107 parasitos, os quais foram submetidos ao protocolo de extracio de DNA (conforme
descrito acima), seguido de sua quantificacdo e pureza utilizando o nanoespectrofotémetro
NanoDrop® 2000 (Therno Scientific). A partir daquele nimero de parasitos, foram feitas
diluicbes seriadas em agua (1:10) com o objetivo de obter os pontos da curva, totalizando seis
pontos, cujas quantidades foram medidas a partir de DNA equivalente a 1 x 10° até 1 x 10°
parasito.

Foram utilizados os iniciadores TCZ-F 5’-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, (onde
M =Aor C) e TCZ-R 5-CCAA-GCAGCGGATAGTTCAGG-3’ que amplificam o produto
de 195 bp do DNA nuclear do T. cruzi, conforme descrito por Cumming e Tarleton, 2003.
Além disso, utilizaram-se, como controle de amplificacdo, os iniciadores de fator de necrose
tumoral (TNF) murino, cujas sequéncias sdo: TNF-5241(F) 5’-TCCCTCTCATCA-
GTTCTATGGCCC-3” ¢ TNF-5411(R) 5’-CAGCAAGCAT- CTATGCACTTAGAC-3’. Cada
placa de reacdo de 96 pocos, continha 7uL de mix de Sybr® Green PCR Mastermix (Applied
Biosystems) + TCZ/R;F (em duplicata) ou 7uL de mix de Sybr Green + TNF/5241;4511 (em
unicata), portanto, cada amostra de DNA foi quantificada em triplicata. Além disso, também
foram adicionados nos pocos 3uL da curva padrdo e 3uL da amostra extraida e
posteriormente diluida em agua, contendo 50ng de DNA gendmico. A placa continha um
controle negativo da reagdo constituido por iniciadores especificos do T. cruzi e agua, sem a
presenca do DNA. A amplificacdo do DNA foi feita utilizando o equipamento 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems).

3.10 Andlises histopatoldgicas

3.10.1 Processo inflamatério

A quantificagdo do processo inflamatorio foi realizada em cortes de estdmago, duodeno

e colon submetidos a coloragdo Hematoxilina-Eosina. Para avaliacdo do infiltrado
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inflamatorio, todos os nucleos celulares presentes foram quantificados em 20 imagens
(campos) aleatdrias (area total percorrida igual a 1,5 x 10° um?) para a quantificagdo. As
imagens foram visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da microcamera
Leica DFC340FX associada ao microscopio Leica DM5000B e todas as imagens foram
analisadas com o auxilio do software de anélise e processamento de imagem Leica QwinV3
no Laboratério Multiusudrios do Ndcleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatorio foi determinado pela diferenca
significativa (p<0,05) entre o numero de nucleos celulares presentes nos animais infectados
pelo T. cruzi, distribuidos nos grupos VIP e VO, e aquele observado nos animais ndo-

infectados + desvio padréo.

3.10.2 Neoformacéo de colageno

A drea ocupada por tecido conjuntivo fibroso foi obtida pela analise de 30 campos
aleatorios dos cortes corados por Tricromico de Masson de cada animal do estudo sendo
visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da microcamera Leica DFC340FX
associada ao microscépio Leica DM5000B. Utilizando-se o mesmo software descrito acima,
os pixels com tons de azul foram selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e

posterior calculo da area total ocupada por colageno.

3.11 Andlises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.01
(Prism Software, Irvine, CA, USA).

Para a avaliagdo dos dados, foi realizada analise de variancia (ANOVA one-way) para
testes paramétricos ou ndo. Quando as alteragdes foram parameétricas, o teste de Tukey foi
feito para determinar as diferengas especificas entre as médias (analise longitudinal dentro de
um mesmo grupo) ou o Test T de Student (entre os grupos VO e VIP), quando as médias
foram nédo-parametricas o teste Kruskal-Wallis foi realizado para determinar as diferencas
especificas entre as medias (analise longitudinal dentro de um mesmo grupo). Diferencas

entre médias com valores de p menores que 0,05 foram consideradas significativas.
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4. Resultados
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4.1 Padronizacéo da infecgdo experimental por via oral

Com o objetivo de padronizar a forma de se realizar a infecgdo pela via oral, foram
comparadas trés diferentes formas de se infectar experimentalmente por via oral por meio de
um estudo piloto realizado. Os camundongos infectados por gavagem completa apresentaram
baixa taxa de infectividade, sendo que apenas 50% dos animais foram positivados no exame
de parasitemia. Por outro lado, os animais infectados por gavagem incompleta e por
pipetagem apresentaram 100% de taxa de infectividade.

4.2 Curva de parasitemia e taxa de sobrevida

A taxa de infectividade entre os animais inoculados com as formas tripomastigotas
metaciclicas da cepa Be-78 por via intraperitoneal foi de 100%, enquanto que naqueles
infectados oralmente foi de 95%. Na Figura 5 observam-se as curvas de parasitemia dos
animais pertencentes aos grupos VIP e VO. O grupo VIP apresentou periodo pré-patente de 9
dias, patente de 41 dias e pico de parasitemia no 242 DAI (530.754 tripomastigotas/0,1 ml de
sangue). Ja no grupo VO observaram-se periodos pré-patente de 8 dias e patente de 36 dias,
com pico de parasitemia um pouco maior, também no 24° DAI (628.085 tripomastigotas/0,1
ml de sangue). Ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as areas sobre a curva de
ambos os grupos. Na tabela 2 constam os valores maximos parasitémicos, além do dia do pico
de parasitemia, e os periodos pré-patente e patente de ambas as vias de infec¢éo.

Figura 5: Médias das curvas de parasitemia dos camundongos Swiss pertencentes aos grupos infectados por
formas tripomastigotas metaciclicas por via oral (VO) ou por via intraperitoneal (VIP) da cepa Be-78 do

Trypanosoma cruzi. Os resultados foram obtidos em dois experimentos distintos, com 10 animais em cada
grupo. As curvas plotadas representam a média de 20 animais por grupo.
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Tabela 2: Niveis parasitémicos, dia do pico de parasitemia, periodos pré-patente e patente.

Grupos Niveis parasitémicos maximos Dia dopicode  Periodo pré- Periodo
(tripomastigotas/0,1mL sangue) parasitemia patente patente
VO 628.085 242 DAI 8 DAI 36 DAI
VIP 530.754 242 DAI 9 DAI 41 DAI

A taxa de sobrevida dos animais do grupo VIP foi de 87,75% enquanto que 0s animais

infectados por via oral foi de 47,63% (Figura 6).

Figura 6: Taxa sobrevida dos camundongos Swiss infectados por via oral (VO) ou por via intraperitoneal (VIP)
com 1,0 x 10° tripomastigotas metaciclicas da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. Os resultados foram obtidos
em dois experimentos distintos, com 10 animais em cada grupo. As curvas plotadas representam a média de 20
animais por grupo.
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4.3 Analise do perfil fenotipico das células mononucleares presentes no sangue periférico
dos camundongos

Para melhor entendimento do efeito da infeccdo pela via oral sobre o perfil leucocitario
sistémico ao longo das fases aguda e cronica foi realizada a analise fenotipica das células

mononucleares no sangue periférico.
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A figura 7 mostra os resultados obtidos referentes ao percentual de mondcitos. E
possivel observar que nos animais do grupo VIP ndo h& diferencas estatisticas entre a
porcentagem dessas células ao longo da infec¢do e em comparacdo com a média dos valores
dos animais ndo infectados. No entanto, no grupo VO encontra-se um aumento do namero de
monacitos ja no 14° DAI em relagdo ao grupo controle ndo infectado, sendo que nos dias 35 e
42 ap0s a infeccdo esses valores sofrem uma reducdo em comparagdo com o 14° DAL

Figura 7: Imunofenotipagem de células do sangue periférico de Camundongos Swiss infectados com
Trypanosoma cruzi por via intraperitoneal (VIP) ou por via oral (VO) nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 apo6s a
infec¢do. Porcentagem de Mondcitos (CD 14%). Linhas tracejadas indicam a média do ndmero de células do
grupo ndo infectado. * indica diferencas significativas (p<0.05) entre o grupo ndo infectado e os grupos VIP ou
VO. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo de oito camundondos de cada grupo em cada tempo
de infeccdo. Diferencas significativas (p<0.05) sdo ilustradas pelas letras “‘a’’, “‘b”’, “‘c’’, “‘d”’, “‘e’’ e “f” para
comparages com o dia 14, 21, 28, 35, 42 e 180, respectivamente. Os resultados foram obtidos em dois
experimentos distintos, com 4 animais em cada grupo. Os dados plotados representam a média de 8 animais por
grupo em cada tempo apds infeccao.
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Em relagdo aos linfécitos T CD4", nos animais do grupo VIP observa-se uma reducéo
do percentual dessas células no 35° DAI em relacéo ao valor encontrado no 14° e 180° DAI e

também ao numero médio dessas células dos animais do grupo controle ndo infectado,
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reestabelecendo os niveis basais no dia 42 persistindo até a fase cronica. Enquanto que nos
camundongos pertencentes ao grupo VO essa reducdo foi mais precoce, ocorrendo ja no 28°
DAI e permanecendo até o 42° DAL, além disso, seus niveis sdo reestabelecidos apenas no
180° DAI (Figura 8A).

No que concerne aos linfécitos T CD8", é possivel constatar que ha um aumento do seu
percentual ja no 21° DAI em relacdo ao 14° DAI e em relacdo aos valores médios dessas
células dos animais do grupo controle ndo infectado tanto nos camundongos do grupo VIP
quanto nos do grupo VO. No entanto, esse aumento persiste até a fase cronica no grupo VIP,
enguanto que no grupo VO, observa-se um aumento mais acentuado no 28° DAI. Sendo que,
no 35° até 180° DAI, o percentual dos linfocitos T CD8" decaem em relagcdo ao 28° DAL.
Todavia, essa reducdo ndo e suficiente para voltar aos niveis basais (Figura 8B).

Figura 8: Imunofenotipagem de células do sangue periférico de camundongos Swiss infectados com
Trypanosma cruzi por via intraperitoneal (VIP) ou por via oral (VO) nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 apds a
infecgdo. A) Porcentagem de linfécitos T CD4*. B) Porcentagem de linfocitos TCD8". Linhas tracejadas indicam
a média do numero de células do grupo ndo infectado. * indica diferencas significativas (p<0.05) entre o grupo
ndo infectado e os grupos VIP ou VO. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo de oito
camundongos de cada grupo em cada tempo apds infec¢do. Diferencas significativas (p<0.05) sdo ilustradas
pelas letras “‘a’’, “b’’, “‘¢c’’, “‘d”’, ‘¢’ e “f” para comparagdes com oS dias 14 , 21, 28, 35, 42 e 180,

respectivamente. Os resultados foram obtidos em dois experimentos distintos, com 4 animais em cada grupo. Os
dados plotados representam a média de 8 animais por grupo em cada tempo apds infecgéo.
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Observando a figura 9, constata-se que nos animais do grupo VIP h& uma reducéo do
percentual de linfocitos B no 28° DAI em relacdo ao nimero médio dessas células dos
camundongos nao infectados, sendo que esta reducédo é vista novamente apenas no 42° DAL
Ja no grupo VO, esse decaimento € mais precoce, ocorrendo no 21° DA, o qual persiste até o
28° DAL, retornando aos niveis basais a partir do 35° DAL.

Figura 9: Imunofenotipagem de células do sangue periférico de camundongos Swiss infectados com
Trypanosma cruzi por via intraperitoneal (VIP) ou por via oral (VO) nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 apo6s a
infeccdo. Porcentagem de Linfocitos B (CD 19%). Linhas tracejadas indicam a média do nimero de células do
grupo ndo infectado. * indica diferencas significativas (p<0.05) entre o grupo ndo infectado e os grupos VIP ou
VO. Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo de oito camundondos de cada grupo em cada tempo
de infecgdo. Diferengas significativas (p<0.05) sdo ilustradas pelas letras ““a’’, “‘b’’, “‘c’’, “‘d”’, “‘e’” e “f” para
comparagfes com o dia 14 , 21, 28, 35, 42 e 180, respectivamente. Os resultados foram obtidos em dois

experimentos distintos, com 4 animais em cada grupo. Os dados plotados representam a média de 8 animais por
grupo em cada tempo ap6s infeccao.
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4.4 Parasitismo tecidual

Com o objetivo de quantificar o parasitismo tecidual, foi realizada a técnica de gPCR
em fragmentos do estdbmago, duodeno e célon dos animais pertencentes grupos infectados ao
longo das fases aguda e cronica.

Na Figura 10 estdo representados os resultados de parasitismo tecidual. Nos animais do
grupo VIP ndo houve parasitismo tecidual no estdmago, enquanto que nos animais do grupo
VO esse aumento significativo foi observado apenas no 28° DAI. Além disso, quando
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realizada a comparacdo entre os grupos infectados, os animais infectados por via oral
apresentaram um maior parasitismo tecidual no 28° DAI em relagdo aos animais do grupo
VIP.

No Duodeno, foi observado um aumento significativo no parasitismo tecidual nos dias
21 e 28 apos a infeccdo em relacdo ao dia 180 nos animais infectados por via intraperitoneal.
J& para os animais do grupo VO, esse aumento significativo é observado apenas no 21° DAI
quando comparado aos dias 14 e 180.

Em relacdo ao cdlon, hd um aumento no parasitismo tecidual apenas no 21° DAI no
grupo VIP, enquanto que nos animais do grupo VO esse aumento é observado nos dias 21, 28
e 35 apds a infeccdo em relacdo ao 14° DAI. Além disso, assim como observado no
estdmago, quando realizada a comparacdo entre os grupos infectados, os animais infectados
por Via oral apresentaram um maior parasitismo tecidual no 28° DAI em relag&o aos animais
do grupo VIP.

Figura 10: Quantificagdo do parasitismo tecidual no estdbmago, duodeno e célon de camundongos Swiss
eutanasia dos nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 apds a infeccdo experimental por via oral (VO) ou intraperitoneal
(VIP) com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi.. As linhas conectoras inteiras indicam diferengas
significativas entre os grupos VIP e VO. Os dados plotados sdo apresentados como média * erro padrdo de 8

camundongos de cada grupo em cada tempo de infecgdo. Diferencas significativas (p<0.05) séo ilustradas pelas
letras “‘a’’, “b”’, “‘¢”’, ““d”’, “‘e”’ e “f” para comparagdes com os dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180, respectivamente.
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4.5 Andlises histopatologicas

4.5.1 Quantificacdo do processo inflamatdrio

Com o objetivo de investigar as lesbes causadas pela infec¢do, foi quantificada a
inflamacédo presente no estdmago, duodeno e célon dos animais pertencentes aos trés grupos

experimentais ao longo do tempo nas fases aguda e cronica.

Na figura 11A, encontram-se os valores em relacdo ao infiltrado inflamatério presente
no estdbmago. Nos animais do grupo VIP, ndo foi encontrado infiltrado inflamatério ao longo
da infeccdo. Enquanto que no grupo VO ha um aumento do processo inflamatério no 28° DAI
guando comparado com o grupo controle nao infectado. J& no duodeno, apenas nos animais
do grupo VO é observado um aumento no infiltrado inflamatério no 28° DAI o qual
restabelece seus valores basais a partir do 35° DAI permanecendo até a fase crénica (Figura
11B). No colon, ndo se observa diferencas significativas entre o numero de células
inflamatdrias infiltradas ao longo da infeccdo nos animais do grupo VO, enguanto que
naqueles infectados intraperitonealmente nota-se que ha um aumento da inflamacéo no 21° e
42° DAI em relagdo ao 14° DAI e ao grupo controle ndo infectado (Figura 11C). Alem disso,
houve uma reducdo do processo inflamatério no duodeno dos camundongos infectados pela
via oral na fase cronica quando comparados com o0 mesmo 6rgdo dos animais do grupo VIP
no mesmo dia pés-infeccdo. N&o foram observadas diferencas significativas entre as duas vias
de infeccdo no estdbmago e no colon (Figura 11). As fotomicrografias dos cortes histolgicos
de fragmentos do estdbmago, duodeno e célon estdo demonstradas na figura 12. Pode-se
observar um processo inflamatério moderado tanto no estbmago quanto no duodeno no 28°
DAI no grupo VO (Figuras 12B e 12D). No c6lon observa-se um processo inflamatorio nos

dias 21 e 42 apos a infecgdo pela via intraperitoneal (Figuras 12F e 12G).
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Figura 11: Avaliacdo quantitativa do infiltrado inflamatério no estdbmago, duodeno e célon de camundongos
Swiss eutanasia dos nos dias 14, 21, 28, 35, 42 e 180 ap6s a infeccdo experimental com a cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi. Analise morfométrica do processo inflamatério no: A) Estdmago. B) Duodeno. C) Cdlon.
Linhas tracejadas indicam a média dos valores de area de colageno ocupado do grupo néo infectado. * indica
diferengas significativas (p<0.05) entre o grupo ndo infectado e os grupos VIP ou VO. As linhas conectoras
inteiras indicam diferencas significativas entre os grupos VIP e VO. Os dados plotados séo apresentados como
média * erro padrdo de 4 camundongos de cada grupo em cada tempo de infecgdo. Diferencas significativas
(p<0.05) sdo ilustradas pelas letras “‘a’’, “‘b™’, ““c”’, <“d”’, “‘e’” e “f” para comparagdes com odia 14, 21, 28, 35,
42 e 180, respectivamente.
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Figura 12: Fotomicrografias do estdmago, duodeno e colon de camundongos Swiss ap6s a infeccdo oral
experimental com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. (A) Padrdo histolégico normal do estdbmago em
animais ndo infectados e em (B) processo inflamatério moderado observado no 28° DAI nos animais do grupo
VO. Em (C) e (D) fotomicrografias do duodeno, sendo em (C) padréo histolégico normal dos animais ndo
infectados e em (D) processo inflamatério moderado observado no 28° DAI nos animais do grupo VO. As
imagens (E), (F) e (G) representam fotomicrografias do c6lon, sendo em (E) padréo histoldgico normal e em (F)
e (G) processo inflamatério observado nos dias 21 e 42 nos animais do grupo VIP. Hematoxilina-Eosina, Barra=
50pum.

4.5.2 Quantificacdo da neoformacéo de colageno

Foi analisada a progressdo ou reparo da lesdo quando se propds a avaliacdo da
neoformacdo de colageno nos tempos 42 e 180 apds a infecgdo. No estdbmago, duodeno e
célon ndo foram observadas alteracdes da area ocupada pelo colageno em relacdo aos valores
encontrados nos mesmos 6rgaos dos animais ndo infectados e entre os dias de eutanasia pés-
infeccdo. Os resultados também ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos VIP
e VO (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo quantitativa da area de colageno ocupada no estdbmago, duodeno e c6lon de camundongos
Swiss eutandsia dos nos dias 42 e 180 ap6s a infeccdo experimental com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma
cruzi. Analise morfométrica da neoformacdo de colageno no A) Estdmago. B) Duodeno. C) Colon. Linhas
tracejadas indicam a média dos valores de area de colageno ocupado do grupo néo infectado. * indica diferengas
significativas (p<0.05) entre o grupo nédo infectado e os grupos VIP ou VO. As linhas conectoras inteiras
indicam diferencas significativas entre os grupos VIP e VO. Os dados plotados sdo apresentados como média +
erro padrdo de 4 camundongos de cada grupo em cada tempo de infec¢do. Diferengas significativas (p<0.05) séo
ilustradas pelas letras ‘‘a’” e ““b’” para comparagdes com o dia 42 e dia 180, respectivamente.
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5. Discussao
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O presente trabalho teve como objetivo compreender melhor as alteracbes no perfil
parasitologico e imunopatoldgico provocadas pela infeccdo oral experimental em
camundongos. A mortalidade entre os individuos acometidos pela doenca de Chagas apds a
infeccdo oral é estimada entre 8-35%, maior que a mortalidade entre os pacientes infectados
pela cléassica via vetorial (5-10%), ainda na fase aguda. Além disso, biopsias do coragdo de
pacientes chagasicos apos terem ido ao 6bito no inicio da infeccdo por via oral revelaram uma
intensa miocardite. No ano de 2015, quatro municipios do Rio Grande do Norte relataram
surto da doenca onde foram investigados 21 casos suspeitos, sendo confirmados 14 casos e,
em todas as ocorréncias confirmadas, foi declarada a ingestéo de caldo de cana (SESAP/RN,
2015). Além disso, em Marco de 2016 a Secretaria de Estado de Saude do Acre (Sesacre)
relatou 4 casos de contaminacdo ap0s o consumo de acai, sendo que duas pessoas evoluiram
para o 6bito em um periodo de 30 dias. Diante disso, esse estudo € justificado devido a maior
mortalidade e intensidade das lesdes observadas em pacientes infectados ap6s o consumo de
alimentos contaminados pelo T. cruzi, e, aléem disso, a infeccdo oral se tornou a principal
responsavel pelos atuais surtos de casos agudos da doenca de Chagas.

Visto que poucos estudos na literatura abordam essa via e hd uma falta de consenso
entre os pesquisadores sobre a melhor forma de se realizar a infeccdo oral de maneira
experimental, foi feito um estudo piloto a fim de encontrar o0 modo mais adequado de infectar
os camundongos por via oral e se obter uma alta taxa de infectividade. Os animais foram,
entdo, inoculados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas (mesmo indculo do
experimento) por gavagem completa, modo convencional, o qual consiste em levar um tubo
flexivel (ou agulha de gavagem), curvado com a ponta arredondada, até o estdbmago, passando
cuidadosamente pelo es6fago. Em outro grupo de animais, a infec¢do foi feita por gavagem
incompleta, que ¢ a introducdo da agulha apenas na parte inicial da cavidade orofaringea. Por
fim, foi realizado o procedimento de pipetagem diretamente na boca de outros camundongos.
Além disso, também foram comparadas as trés maneiras de realizar a infeccdo utilizando PBS
ou RPMI como solugdes de ressuspensdo do pellet contendo os parasitos. Como resultado
desse estudo piloto, o indculo feito por gavagem incompleta e ressuspendido em RPMI foi o
escolhido para realizar nossos experimentos uma vez que apresentou a maior taxa de
infectividade entre os animais. A pipetagem, por ser um procedimento demorado e dificil de
ser aceito pelos camundongos, ha muita perda de in6culo fazendo que com o numero de
parasitos ndo seja 0 mesmo em todos 0s animais e, dessa forma, torna-se inviavel o controle

do inoculo.
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Na tentativa de simular a infeccdo em humanos ap6s a ingestdo de alimentos
contaminados com o T. cruzi, foi escolhido para nosso experimento o RPMI para infectar
oralmente 0s camundongos com o objetivo de deixar o meio glicosado. Ja que os alimentos
mais comuns como agai ou caldo de cana de agucar sdo ricos em carboidratos simples como a
glicose. Além disso, a infeccdo oral em humanos é caracterizada pela degluticdo de um
elevado nimero de parasitos. Por isso, 0 indculo utilizado em nosso experimento para ambas
as vias foi alto, de 1x10° formas tripomastigotas metacilicas.

A taxa de infectividade observada no estudo piloto foi mantida ao longo da execugéo
dessa dissertacao, visto que a infectividade dos animais do grupo VO, tanto na unicata quanto
duplicata, foi alta atingindo 95% dos animais. Dias et al. (2013) infectaram camundongos
Swiss oralmente por gavagem completa em RPMI com formas tripomastigotas sanguineas ou
metaciclicas do T. cruzi e, independente do estagio evolutivo do parasito, foi observada baixa
ou nenhuma taxa de infectividade nos animais. Provavelmente, isso deve ao fato de que na
gavagem completa o parasito chega diretamente no estbmago, fazendo com que sua primeira
interacdo com hospedeiro vertebrado seja com o suco gastrico. Na gavagem incompleta o
contato com o &cido cloridrico ocorre mais tardiamente e o parasito tem primeiro uma
interacdo com a mucosa orofaringea, o que pode permitir que a infeccdo se estabeleca mais
facilmente, ja que os parasitos ndo sdo eliminados pelo suco gastrico, como ocorreria na
gavagem completa.

Com relacdo ao perfil parasitologico, nesse estudo observou-se que o0s animais do grupo
VO apresentaram pico de parasitemia um pouco maior que daqueles do grupo VIP, embora
essa diferenca ndo tenha sido significativa. Além disso, o periodo patente de infeccdo foi
distinto entre 0s grupos, apresentando-se maior no grupo VIP, o que sugere que o perfil da
curva de parasitemia € dependente da via de inoculacdo. Dias et. al., (2013) mostraram
também que camundongos infectados por via oral, por gavagem completa, apresentaram
parasitemia mais baixa quando comparados com aqueles infectados pela via intraperitoneal,
independente do tamanho do indculo. Esse resultado se deve, provavelmente, pela maneira
com que esses pesquisadores realizaram a infeccdo oral, pois a gavagem diretamente no
estdmago parece influenciar no nimero de parasitos viaveis e, consequentemente, nos niveis
parasitémicos e na taxa de infectividade, como ja mencionado no paragrafo acima. Nesse
sentido, pode-se propor que a via de transmissdo é um fator relevante a ser considerado no
curso da infeccdo pelo T. cruzi. Além disso, o local inicial da entrada do parasita interfere

diretamente na resposta imune do hospedeiro. Os camundongos inoculados diretamente na

38



CARVALHO, L. M. Discussao

cavidade oral apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo do que os camundongos
inoculados de forma intragastrica(Barreto-De-Albuquerque et al., 2015).

Embora os camundongos dos grupos VIP e VO tenham recebido 0 mesmo indculo de
1x10° tripomastigotas metaciclicas, a taxa de mortalidade entre os animais do grupo VO foi
alta, atingindo mais da metade dos camundongos, sendo maior que no grupo VIP. Um estudo
feito em camundongos Balb/c infectados por via oral com 4 x 10° formas do isolado SC de T.
cruzi também apresentou uma alta taxa de mortalidade, sendo que, ap6s 20 dias de infeccéo,
mais de 50% dos animais haviam morrido (Covarrubias et al., 2007). Nesse experimento, foi
utilizado um indculo mais baixo em relacdo ao in6culo empregado por aqueles pesquisadores
e, mesmo assim, foi obtida uma alta taxa de mortalidade, demonstrando, dessa forma, a
gravidade da infeccdo pela via oral. Esses dados sugerem que a porta de entrada do parasito,
neste caso, o trato digestério superior, parece influenciar no comportamento do T. cruzi no
organismo do hospedeiro vertebrado, aumentando, provavelmente, sua replicacdo e seus
niveis parasitémicos, pois a interacdo parasito-hospedeiro que ocorre na mucosa orofaringia
parece facilitar a entrada do parasito. Como ndo foram observadas diferencas significativas
entre as curvas de parasitemia, pode-se inferir que os parasitos migraram para tecidos-alvo o
que poderia estar provocando alteracGes irreversiveis que culminaram em morte dos animais.
De Lana et al. (1988) infectaram cdes com a cepa Be-78 pelas vias intraperitoneal,
subcutanea, conjuntiva e endovenosa e, independente da via de inoculacdo, ndo houve
mortalidade dos animais estudados. No presente trabalho, entretanto, a infeccdo com a Be-78
pela via oral foi capaz de eliminar mais de 50% dos animais. Além disso, acreditava-se que a
alta mortalidade de humanos apdés ingerirem alimentos contaminados com o T. cruzi estava
relacionada ao alto nimero de parasitos ingeridos. Entretanto, no presente trabalho, foi
utilizado o mesmo tamanho de in6culo para a infeccdo intraperitoneal e oral e, mesmo assim,
a VO levou ao 6bito um elevado numero de animais, maior que na VIP. Portanto, este
resultado reforgca nossos dados sobre a gravidade da VO e que a mesma desencadeia um perfil
parasitologico diferente das outras vias de infecgéo.

A resposta imune frente a infecgdo pelo T. cruzi é bastante estudada por diversos
pesquisadores, destacando sua importancia na contribuicdo para a evolucdo da doenca
(Alcantara e Brener, 1978; Hatcher e Kuhn, 1982; Gomes et al., 2003; De Barros-Mazon et
al., 2004), uma vez que sua ativacdo pode ser responsédvel tanto pelo controle do parasito
quanto pela reacdo inflamatéria desencadeada pelo hospedeiro vertebrado (Brener e

Gazzinelli, 1997; Teixeira et al., 2002). O conhecimento de uma resposta desencadeada pelo
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hospedeiro torna-se importante para a compreensdo de mecanismos envolvidos no
estabelecimento de les6es. Além disso, o tipo de resposta imune induzida parece ser critico
para a manutencdo de um equilibrio entre parasito e hospedeiro. Estudos apontam que
mecanismos imunomoduladores sdo importantes para o controle da infeccdo e,
consequentemente, podem influenciar no bom ou mau progndéstico da doenca (Dias, F. C. et
al., 2013; Dutra et al., 2014).

Dessa maneira, no presente estudo, para avaliar a resposta imune, foi realizada a
imunofenotipagem das principais populacdes celulares presentes no sangue periférico com o
objetivo de acompanhar a evolugédo da doenca ao longo do tempo.

Nesses achados ndo houve alteracGes no percentual de mondcitos no sangue periférico
dos camundongos do grupo VIP, enquanto que no grupo VO observou-se um aumento dos
seus valores no inicio da infeccdo, apresentando uma reducdo ao longo do tempo. Uma das
primeiras células a serem ativadas na resposta imune sdao 0s mondcitos cuja principal via de
acao é se transformar em macrofagos ao migrarem para os tecidos. Estes, por sua vez,
possuem funcbes como fagocitose de corpos estranhos que invadem o organismo e producao
da citocina TGF-3 a qual induz formacao de fibrose. Diante desses dados, pode-se sugerir que
a ativacdo da resposta mediada por monadcitos foi mais exacerbada nos animais do grupo VO,
uma vez que seus valores aumentaram substancialmente ainda no inicio da infec¢do. Sugere-
se que o trato digestdrio influencie na ativacdo de mondcitos ja que é uma regido rica em
células dendriticas e em macrdfagos que poderiam favorecer o ambiente de quimio-atracdo
para aquelas células.

Em relacdo aos linfocitos T CD4", houve uma reducdo do seu percentual em ambos os
grupos analisados sendo, porém, mais precoce no grupo VO. Além disso, no grupo VIP os
valores dessas células retornaram aos niveis basais ainda na fase aguda, enquanto que no
grupo VO esse retorno é observado apenas na fase cronica. A reducdo do numero de
linfocitos T CD4" no sangue periférico parece estar relacionada com a elevacdo do
parasitismo tecidual uma vez que no presente trabalho foi observado aumento do parasitismo
no estbmago, duodeno e célon, provavelmente na tentativa de controlar esse parasitismo.
Além disso, a deficiéncia desses linfocitos leva a uma diminuig¢do da resposta imunologica
global do hospedeiro uma vez que essas celulas promovem a ativacdo de macrofagos,
linfocitos B e T CD8" (Rottenberg et al., 1995; Goncalves Da Costa et al., 2002). Estudos
demonstraram que durante a infeccdo pelo T. cruzi ha um aumento da taxa de apoptose de
linfocitos T CD4" (Lopes et al., 1999). Outros pesquisadores mostraram que o T. cruzi parece
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ativar preferencialmente a resposta Th2 como mecanismo de escape o que provavelmente leva
a um desequilibrio das subpopulacbes das células T CD4* (Cunha-Neto e Kalil, 1995).
Entretanto, essa reducdo nos infere que os linfocitos possam ter migrado do sangue periférico
para os tecidos. Da Silvera e colaboradores (2007) mostraram que pacientes chagéasicos com
ou sem megacdlon apresentaram um aumento de linfécitos T CD3" nos plexos submucoso e
mioentérico e também na camada muscular do colon. Esses dados corroboram com o0s
achados deste trabalho, ja que houve um aumento do infiltrado inflamatorio no 28° DAI no
estdmago e no duodeno.

Quanto aos linfocitos T CD8" este trabalho mostrou um aumento do seu percentual no
21° DAI em ambas as vias de infeccdo permanecendo elevado ao longo do tempo. Sabe-se
que as células T CD8* desempenham atividades efetoras que eliminam patégenos
intracelulares, por isso sdo chamados de citotoxicos (revisado por Shresta et al.,1998). Sabe-
se também que os linfocitos T CD8" sdo as principais células responsaveis pelo controle do T.
cruzi. Além disso, diversos estudos revelaram que essas células sdo induzidas ap6s infeccdo
pelo parasito (Sato et al., 1992; Rottenberg et al., 1993; Sun e Tarleton, 1993). A montagem
de uma resposta imune relativamente eficaz é essencial para que os parasitos no sangue nao
sejam detectaveis. Diante disso, podemos sugerir que os linfécitos aumentaram no sangue
periférico na tentativa de controlar o parasitismo tecidual. Essas células podem ter migrado
para os tecidos-alvo, ja que no TGI o parasitismo foi controlado nos tempos mais tardios da
infeccdo. De fato, ja foi demonstrado que os linfocitos T CD8" sdo ativados para exercer um
papel protetor contra a infeccdo (Reis et al., 1997). Miyahira et al. (1999) também mostraram
que camundongos infectados pelo T. cruzi e imunizados com influenza recombinante e vacina
de virus expressando o epitopo SYVPSAEQI de células T CD8* induziram um aumento
substancial de células T CD8" especificas as quais foram capazes de suprimir fortemente a
presenca de parasitos. Além disso, Higuchi et al. (1997) observaram que as células T CD8*
foram presentes em maior numero no coracdo de pacientes chagasicos cronicos. Portanto, a
via de indculo parece néo interferir nos niveis de linfocitos T CD8" no sangue periférico, uma
vez que seu percentual aumentou no inicio da infeccdo e se manteve elevado até a fase
crénica, em ambas as vias de infeccdo analisadas neste trabalho. O que corrobora com o ja
observado por Collins et al. (2011) que demonstraram que a infec¢éo por essa via ndo altera a
capacidade do T. cruzi de estabelecer uma resposta imune celular mediada por linfocitos T
CD8".
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Anticorpos especificos possuem papel fundamental da defesa contra o T. cruzi,
desempenhando atividade efetora contra formas sanguineas ou teciduais (Alcantara e Brener,
1978). Estudos abordando linfécitos B mostraram que ha um aumento de seus valores no
sangue periférico de pacientes chagésicos em fase cronica recente (Sathler-Avelar et al.,
2003). Outras evidéncias experimentais utilizando camundongos infectados pelo T. cruzi
apresentaram ativacdo de Linfocitos B durante a fase aguda da infeccdo (Minoprio, Itohara, et
al., 1989). Somado a isso, Cardillo et al. (2007), observaram que camundongos nocautes para
células B demonstraram reducdo da quantidade de citocinas inflamatérias e de linfécitos T
CD8" ativados no infiltrado inflamatério cardiaco. Entretanto, os dados do presente trabalho
mostraram uma reducdo dos niveis de linfocitos B no sangue periférico dos camundongos em
ambos 0s grupos, ocorrendo a partir do 28° e 21° DAI grupo VIP e VO, respectivamente.
Esses achados sugerem que essas células possam ter migrado para algum tecido ja no inicio
da infeccdo na tentativa de combater o parasitismo tecidual uma vez que houve reducéo da
parasitemia a partir do 24° DAI e aumento do parasitismo no estémago e duodeno. Grisotto et
al. (2001) demonstraram aumento da celularidade no baco traduzido pelo aumento das células
CD4" e CD8" e das células B de camundongos infectados pelo T. cruzi. Além disso, uma
ativacdo policlonal de linfdcitos B € caracterizada por uma resposta ndo especifica sendo
acompanhada de imunossupressao das respostas humorais, 0 que pode estar relacionado ao
estabelecimento de processos patoldgicos na DCh (Reed et al., 1983; Minoprio, Andrade, et
al., 1989; Spinella et al., 1992).

A doenca de Chagas é bem reconhecida por apresentar duas fases clinicas sucessivas, as
fases aguda e cronica. A primeira é caracterizada por altos niveis de parasitemia e geralmente
desencadeia um intenso processo inflamatério. Ndo havendo tratamento e/ou cura da doenca,
0 individuo evolui para a fase cronica. Esta € representada pelo controle do parasitismo
sanguineo e tecidual e, consequentemente, hd uma tendéncia em reduzir a resposta
inflamatdria. Entretanto, se esta resposta ndo for controlada de maneira suficiente, a reacao
inflamatoria pode desencadear as alteracbes graves da DCh caracteristicas da forma
determinada da fase cronica, na qual as manifesta¢cGes clinicas mais comuns envolvem o
coracdo e o trato digestorio, caracterizando as formas cardiaca ou digestiva, respectivamente,
ou ainda as duas formas associadas (Tafuri et al., 1971). Embora 0 mecanismo de como as
lesGes no trato gastrointestinal ndo esteja totalmente elucidado, o infiltrado inflamatério ao
redor dos plexos mio-entéricos e células gliais parece desempenhar um papel relevante na

destruicdo desses componentes do SNE e, consequentemente, levando a alteracGes
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morfofuncionais desses 6rgdos (Andrade e Andrade, 1980; Nogueira-Paiva et al., 2014). O
envolvimento do TGI na DCh humana é caracterizado por disturbios da motilidade
principalmente relacionados a lesdo no SNE. Essas alteracdes podem ser constituidas por
degeneragdes neuronais, denervacao e modificagdes nos componentes enterogliais.

Neste trabalho foram analisados o infiltrado inflamatério e a neoformacéo de colageno a
fim de investigar possiveis alteracdes nos érgédos estudados.

Tanto o estdmago quanto o duodeno mostraram um aumento do processo inflamatorio
no 28° DAI nos animais do grupo VO. Esses dois 6rgaos apresentaram perfis semelhantes
nesta via de infec¢do enquanto que o célon mostrou um perfil singular provavelmente pela
proximidade entre os dois primeiros érgdos. O processo inflamatorio no cdlon foi observado
apenas nos animais do grupo infectado intraperitonealmente.

O parasitismo encontrado no estdmago dos animais do grupo VIP no 21° DAI parece
ndo ter sido capaz de desencadear um processo inflamatério, uma vez que ndo foi observada
inflamacéo no estbmago dos camundongos infectados por essa via. Provavelmente os ninhos
de amastigotas presentes nesse 6rgdo ndo se romperam, ndo desencadeando assim,
reconhecimento pelo sistema imune e consequentemente ndo se estabeleceu um processo
inflamat6rio. Nesse mesmo 6rgéo, no grupo VO, o infiltrado inflamatério foi suficiente para
controlar o parasitismo, ja que no 35° DA ele ja se encontrava reduzido. No duodeno, néo foi
observada inflamacdo nos animais do grupo VIP. Esse achado parece explicar o fato de a
carga parasitaria neste 6érgdo dos camundongos infectados por essa via ter se mantida elevada
por mais tempo em comparacdo com a carga no duodeno no grupo VO, pois sem uma
resposta inflamatéria ndo houve controle imediato do parasitismo tecidual. Em relagdo ao
colon, foi observado processo inflamatdrio apenas nos animais do grupo VIP, sendo que ele
foi capaz de controlar o parasitismo tecidual neste 6rgdo. Por outro lado, no colon dos animais
do grupo VO a carga parasitaria se manteve elevada nos dias 21, 28 e 35° DAI. Este dado
pode estar relacionado ao fato de que néo foi encontrada inflamacéo nesse 6rgéo dos animais
infectados por essa via, dificultando, portanto, o controle do parasitismo.

Além disso, no duodeno observou-se que o processo inflamatdrio na fase cronica foi
maior nos camundongos do grupo VIP em comparagdo com o grupo VO, sugerindo que na
via oral de infeccdo a manutencdo tanto do parasistismo tecidual quanto do processo
inflamatdrio parece ocorrer apenas em outros 6rgdos — alvos. Corroborando com essa
hipotese, Kuehn et al. (2014) demonstraram que ambas as vias de infec¢do apresentaram a

capacidade de promover danos cardiacos, com presenca de infiltrado inflamatorio. Além
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disso, Vieira et al. (2012) demonstraram que ao infectar camundongos com a cepa Be-78 é
observado um intenso processo inflamatorio cardiaco com caracteristicas exsudativas. Esses
dados nos indicam que a cepa Be-78 tem tropismo pelo coracéo e é capaz de provocar graves
alteracOes neste 6rgdo. Poderia se inferir também que a via oral de infeccdo desencadeie uma
miocardite mais intensa que poderia ser a causa da alta mortalidade observada no presente
estudo. Para se elucidar essa hipdtese lesdes no coracdo dos camundongos infectados por VO
estdo sendo analisadas em nosso laboratorio, com a finalidade de investigar em qual 6rgdo o
processo inflamatério foi mais intenso sendo capaz de provocar a morte dos animais
estudados, visto que todos os 6rgdos do TGI avaliados nesse trabalho ndo apresentaram
processo inflamatdrio intenso que justificasse a alta mortalidade.

Uma das formas de reparo do processo inflamatorio é a formacdo da cicatrizacao,
constituida de desenvolvimento de tecido conjuntivo fibroso, que é avaliado por meio da
quantificacdo da neoformacéao de colageno.

Neste trabalho, este processo foi analisado nos dias 42° e 180° DA, ja que a producdo
de colageno ocorre geralmente ap6s o aparecimento do infiltrado inflamatorio. No presente
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas quanto a area de colageno formada nos
trés Orgdos avaliados entre os grupos e ao longo do tempo. Nos trés 6rgdos analisados, 0
parasitismo tecidual foi controlado ao logo do tempo. Apresentando-se muito baixo no
duodeno ou totalmente reduzido no célon no grupo VO e no estbmago em ambas a vias de
infeccdo. Esses dados sugerem, portanto, que o parasitismo tecidual ndo foi capaz de
desencadear um infiltrado inflamatério suficiente para provocar uma destruigdo tecidual
intensa a ponto de inicar um processo de cicatrizacdo com neoformacéo de colageno.

Os dados aqui apresentados mostram que a via de inoculacdo do T. cruzi é capaz de
influenciar no curso da infeccao, demonstrando perfis distintos do comportamento do parasito
frente a diferentes formas de entrada no organismo do hospedeiro vertebrado. Diante disso,
destaca-se a importancia de mais estudos relacionados a via oral, uma vez que pouco se sabe
sobre as alteragBes provocadas por esta via. Além disso, espera-se que este trabalho contribua
para futuras pesquisas abordando a infeccdo oral, bem como, o envolvimento do trato

gastrointestinal na DCh.
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6. Conclusao
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O conjunto de dados obtidos neste trabalho cujo objetivo foi a avaliacdo da resposta
imune e de alteracdes no TGI apds infeccdo oral pelo T. cruzi demonstrou que a infeccdo oral
¢ capaz de desencadear um distinto perfil parasitolégico, patoldgico e de resposta imune em
comparagdo com a via intraperitoneal, sugerindo que a via de inoculagdo interfere no
comportamento do parasito. Além disso, o presente estudo revelou que a via de infecgdo oral
apresenta um maior parasitismo tecidual nos érgéos do trato gastrointestinal avaliados durante
a fase aguda. Esses dados, portanto, reforcam a maior gravidade da doenca frente a via oral de

infeccdo.
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