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Resumo

A doenca de Chagas é uma protozoonose endémica na América Latina, cujo agente etioldgico
é o Trypanosoma cruzi. No Brasil ap6s programa de controle do seu principal vetor
domiciliar, o Triatoma infestans, o perfil epidemioldgico se modificou, e ap6s inumeros
surtos devido a infecgdo por ingestdo de alimentos contaminados pela forma tripomastigota
metaciclica, a infeccdo pela via oral se tornou a principal via de transmissdo da doenca no
pais. Nesse sentido, o trato gastrointestinal se tornou a principal via de entrada para o parasito,
porém ainda ndo se sabe qual seria a porta de entrada do parasito frente a infecgcdo pela via
oral, sugere-se que seja 0 estbmago, porém alteracdes foram observadas no es6fago deste
estudo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o eséfago e o estbmago como possiveis
portas de entrada na infecacdo por via oral com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi em
camundongos Swiss. Para isso, 130 camundongos foram distribuidos em trés grupos
experimentais: controle ndo infectado; infectado pela via intraperitoneal (V1) e infectado pela
via oral (VO). Foram inoculadas nesses animais 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas
provenientes de culturas acelulares por gavagem incompleta (VO) ou por via intraperitoneal
(VI). Foram realizadas eutanasias nos dias 14 e 21 ap6s a infeccdo (DAI), onde foram
coletados fragmentos do esdfago e do estbmago, obtendo entdo curva de parasitemia e a taxa
de sobrevida; a fenotipagem de células mononucleares (mondcitos e linfécitos T CD8") do
sangue periférico por citometria de fluxo; o parasitismo tecidual pela técnica de PCR em
tempo real; o processo inflamatério, por meio da coloragdo de Hematoxilina-Eosina; a
quantificacdo de glicoproteinas por meio da coloracédo; e a dosagem das citocinas IL-10, IFN-
vy ¢ TNF no estdbmago por CBA (Cytometric Bead Array). Em ambos 0s grupos o pico de
parasitemia ocorreu no 17° DA, a taxa de sobrevida no grupo VIP foi de 7,23%, ja no grupo
VO observou-se uma taxa de 23,40%, no 28° DAI. No que se diz respeito a resposta imune,
observou-se aumento de mondcitos em ambos 0s grupos no 14° e 21° DAI, ja para 0s
linfocitos T CD8" foi observado que independente da via de inoculagdo houve um aumento no
percentual dessas células no 21° DAI. Além disso observa-se um aumento no 21° DAI quando
comparado ao 14° DAI no grupo VI. O parasitismo no estdmago foi maior no 14° DAI do
grupo VI quando comparado ao 14° DAI do grupo VO; ja no es6fago foi observado maior
carga parasitaria no grupo VO no 21° DAI quando comparado com o grupo VI. Em relagéo ao
processo inflamatério no es6fago foi observado aumento em todos 0s grupos quando
comparados ao grupo controle; ja no estdbmago foi observado maior processo inflamatério no
grupo VI quando comparado ao VO no 14 DAI, além disso observou-se aumento do processo
inflamatdrio no grupo VO a partir do 14 DAI quando comparado ao 21 DAI. No que se diz
respeito a quantificacdo de glicoproteinas foi observado queda de producdo em todos os
grupos com o dercorrer da infec¢do, sendo maior no 21 DAI. Em relagdo as dosagens de
citocinas no estdmago, ndo foi observada producdo de IL-10 em nenhum dos grupos
infectados, em realagcdo a TNF foi observado aumento no grupo VI, ndo sendo observado este
aumento no grupo VO, foi observado aumento da produgéo de IFN-y no 14 DAI do grupo VI
e no 21 DAI do grupo VO quando comparado aos animais néo infectados. Diante disso, esses
dados sugerem que o esdfago € a porta de entrada na infeccdo por via oral da doenca de
Chagas para o parasito nesse modelo de infeccdo experimental, dado as alteragdes no perfil
parasitoldgico, patologico e de resposta imune em compara¢do com a via intraperitoneal.
Além disso, este estudo revelou que a via de infec¢do oral resulta na alteracdo da producdo de
glicoproteinas no estbmago, o que pode gerar alteragdes funcionais no érgéo.
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Abstract

Chagas disease is an endemic protozoonosis in Latin America, whose etiological agent is
Trypanosoma cruzi. In Brazil, after the control program of its main domestic vector, the
Triatoma infestans, the epidemiological profile has changed, and after numerous outbreaks
due to infection by ingestion of food contaminated by the metacyclic trypomastigote form,
oral infection has become the main route of disease transmission in the country. In this
sense, the gastrointestinal tract has become the main entry route for the parasite, but it is still
not known what would be the parasite's entry gate when infected by the oral route, it is
suggested that it is the stomach, but changes were observed in the esophagus in this study.
Thus, the objective of this study was to evaluate the esophagus and the stomach as possible
entry points for oral infection with the VL-10 strain of Trypanosoma cruzi in Swiss mice.
For this purpose, 130 mice were distributed in three experimental groups: non-infected
control, intraperitoneally infected (IV) and orally infected (VO). These animals were
inoculated with 1x105 metacyclic trypomastigotes from acellular cultures by incomplete
gavage (VO) or intraperitoneal (V1) gavage. Euthanasia were performed on days 14 and 21
after infection (DAI), where fragments of the esophagus and stomach were collected to
obtain the parasitemia curve and survival rate; the phenotyping of peripheral blood
mononuclear cells (monocytes and CD8+ T lymphocytes) by flow cytometry; the tissue
parasitism by real-time PCR technique; the inflammatory process, by Hematoxylin-Eosin
staining; the quantification of glycoproteins by staining; and the dosage of cytokines IL-10,
IFN-y, and TNF in the stomach by CBA (Cytometric Bead Array). In both groups the peak
of parasitemia occurred on the 17th day of infection, the survival rate in the VIP group was
7.23%, while in the VO group the rate was 23.40% on the 28th day of infection. Regarding
the immune response, an increase of monocytes was observed in both groups on the 14th
and 21st day of inoculation, while for the CD8+ T lymphocytes it was observed that
regardless of the route of inoculation there was an increase in the percentage of these cells
on the 21st day of inoculation. In addition, an increase was observed on the 21st day of
inoculation when compared to the 14th day of inoculation in group VI. The parasitism in the
stomach was higher on the 14th day of inoculation in the VI group when compared to the
VO group on the 14th day of inoculation; in the esophagus a higher parasite load was
observed in the VO group on the 21st day of inoculation when compared to the VI group.
Regarding the inflammatory process in the esophagus, an increase was observed in all
groups when compared to the control group; in the stomach, a greater inflammatory process
was observed in the VI group when compared to the VO group on the 14 DAI. Regarding
the quantification of glycoproteins, a decrease in production was observed in all groups with
the course of infection, being higher on the 21 DAI. Regarding the dosage of cytokines in
the stomach, no production of IL-10 was observed in any of the infected groups, an increase
in TNF was observed in the VI group, and no such increase was observed in the VO group.
An increase in the production of IFN-y was observed on the 14 DAI of the VI group and on
the 21 DAI of the VO group when compared to the non-infected animals. Given this, these
data suggest that the esophagus is the gateway in oral Chagas disease infection for the
parasite in this experimental infection model, given the changes in the parasitological,
pathological and immune response profile compared to the intraperitoneal route.
Furthermore, this study revealed that the oral infection route results in altered glycoprotein
production in the stomach, which may generate functional alterations in the organ.
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1.1 Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas

A doenga de Chagas (DCh) foi descoberta em 1909 por Carlos Chagas no
estado de Minas Gerais, Brasil. Tem como agente etiolégico o protozoario
Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida — Trypanosomatidae). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, em 2021 estima-se que 12 milhdes de pessoas
estejam infectadas pelo T. cruzi em todo o mundo, dessas 7 milhdes encontram-se
em areas endémicas de 21 paises da América Latina. A estimativa é que nessas
areas endémicas, 25 milhdes de pessoas correm risco de serem infectadas e
adquirirem a doenca, podendo ocorrer 56 mil novos casos anualmente, que podem
levar a mais de 10 mil mortes (WHO, 2021; MS, 2021; DNDi 2021). Além disso,
observam-se novos casos em paises ndo endémicos devido a migracdo de pessoas
infectadas, ocorrendo casos de infeccdo por transfusdo sanguinea e transplantes de
6rgdos. Com isso a DCh é considerada um problema de satde publica mundial, ja
que sdo encontrados casos notificados em diversos paises onde inicialmente nao
existiam casos, como, por exemplo, Europa, Estados Unidos, Canada e Australia
(PAHO, 2018) (Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da doenca de Chagas.

Distribuicdo geografica da doenca de Chagas
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Fonte: Trop. Med. Infect. Dis., adaptado 2020.

A forma classica de transmissdo da DCh é o contato com as fezes e urina
contaminadas com o parasito liberadas pelo hospedeiro invertebrado,
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popularmente conhecidocomo “barbeiro”. O inseto transmissor ¢ um hematofago
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, inicialmente, células do sistema mononuclear
fagocitario (SMF). No interior de vacuolos parasitoforos formados nessas células,
os parasitos diferenciam-se em formas amastigotas, dando inicio a uma serie de
replicacdes. 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 6rgdos (CANCADO, 1968; DE SOUZA et
al., 2010). O ciclo biolégico 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 alcancarem 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 (OMS, 2021).

A DCh 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 com sintomas inespecificos na maioria dos
casos, dependendo do estado imunolégico e nutricional do hospedeiro, o inoculo,
da cepa do parasito, dentre outros fatores, a fase aguda pode apresentar febre,
cefaleia, anorexia, vomitos, diarreia, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, e
ainda, sinais de porta de entrada caracteristicos, como sinais de Romafia ou
chagoma de inoculagdo, com reagéo inflamatoria, linfoadenopatia e edema locais.
Essa fase da doenca apresenta niveis elevados de parasitemia e intenso infiltrado
inflamatdério em tecidos com alto parasitismo (PRATA, 2001; NUNES et al.,
2013). Aproximadamente 3-5% dos pacientes evoluem para o Gbitona fase aguda
devido as complicacdes 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. A fase cronica é caracterizada pela baixa parasitemia e pode se



FERRAZ, A.T. Introdugao

apresentar sob a forma assintomatica, denominando a forma indeterminada da
doenca (cerca de 70% dos individuos infectados desenvolvem esta forma), com
auséncia de sinais e sintomas clinicos, exames eletrocardiograficos convencionais
e radioldgicos 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 autbnomo (SNA),
podendo ser irreversiveis, em 0Orgdos como o0 coracdo, es6fago e/ou cdlon,
progredindo para a forma sintomatica da doenca, denominando as formas
cardiaca, digestiva ou mista (cardiaco-digestiva) (PRATA, 2001; MONCAYO,
2003). A cardiomiopatia é caracterizada por alteracdes eletrocardiogréficas,
taquicardias, arritmias, aneurisma de ponta, insuficiéncia cardiaco congestiva,
dentre outros sintomas. Ja a forma digestiva acomete principalmente o es6fago
e/ou o c6lon, embora lesbes no intestino delgado também possam ocorrer, porém,
em menor nimero. No esdfago pode-se desenvolver o megaesdéfago no qual
ocorre relaxamento anormaldo esfincter esofageal, diminuicdo do peristaltismo e
acalasia, enquanto que no célon observa-se constipacdo crénica, com obstrucao
parcial ou total de segmentos col6nicos, caracterizando o megacélon (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
ha um polimorfismo entre as diversas cepas do parasito. Foram relatadas trés
formas tripomastigotas 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 subpopulagdes do T. cruzi. Estas séo classificadas atualmente dentro
de parametros 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 bioldgicas: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV
e TcVI (ZINGALES et al., 2009).
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A cepa VL-10, utilizada nesse estudo, foi isolada em Minas Gerais, de
hospedeiro humano na fase cronica indeterminada da DCh, e pertence ao DTU
Tcll (FILARDI E BRENER, 1987). A DTU Tcll é a terceira DTU de maior
ocorréncia no continente americano, ja no Brasil € a segunda DTU mais isolada
no pais, sendo responsavel por casos graves de DCh, tendo sido descrita na
regido Amazénica brasileira, na Colémbia, no México e nos Estados Unidos
(FIOCRUZ, 2017). Apesar de cepas pertencentes a DTU Tcll serem
caracterizadas por apresentar menor capacidade de multiplicacdo em cultura
celular e acelular, e também demonstrarem menor capacidade de infeccdo em
animais de experimentacdo (ANDRADE, 1985; ANDRADE E MAGALHAES,
1997) e serem susceptiveis ao tratamento com Benznidazol em ambas as fases de
infeccdo (TOLEDO et al., 2003), a cepa VL-10 é resistente ao tratamento com
Benznidazol e altamente virulenta, induzindo intensa atividade inflamatéria no
modelo murino (CALDAS et al., 2014).

Atualmente, o perfil epidemioldgico da doencga apresenta um novo cenario
com a ocorréncia de casos e surtos na Amazonia Legal por transmissdes oral e
vetorial, sendo relacionados a ingestdo de alimentos contaminados com cepas do
T. cruzi (caldo de cana, acai, bacaba, entre outros) e casos isolados por transmissao
vetorial extradomiciliar. Com isso, evidenciam-se duas areas geograficas onde os
padrdes de transmisséo séo diferenciados: a) a regido originalmente de risco para
a transmissdo vetorial, onde acdes de vigilancia epidemiolégica, entomolégica e
ambiental devem ser concentradas, com vistas a manutengdo e sustentabilidade
da interrupcdo da transmissdo da doenca pelo Triatoma insfestans e por outros
vetores passiveis de domiciliacdo; b) a regido da Amazonia Legal, onde a DCh néo
era reconhecida como problema de saude publica, as acdes de vigilancia devem
ser estruturadas e executadas de forma extensiva e regular na regido por meio de:
deteccdo de casos febris, apoiada na vigilancia da malaria; identificacdo e
mapeamento de marcadores ambientais, a partir do reconhecimento dos ecotopos
preferenciais das diferentes espéecies de vetores prevalentes e na investigacéo de
situagBes em que ha evidéncias ou suspeita de domiciliacdo de alguns vetores
(BRASIL, 2014).

1.2 A importancia da transmisséo oral na doenca de Chagas

Apesar da DCh ter sido descoberta ha mais de 100 anos por Carlos Chagas,
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ela continua sendo relevante para a saude publica, apesar dos avangos no controle
desta enfermidade em paises endémicos, pois a infeccdo proveniente da ingestao
de alimentos contaminados vem se tornando predominante nos ultimos anos no
Brasil. Casos de surtos agudos tém sido frequentemente notificados no Brasil, e
se deve pela ingestdo de alimentos, como acai (Euterpe oleracea ) ou caldo de
cana-de-acUcar (Saccharum officinarum), contaminados com as formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi encontradas em 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). Foi também relatado que o
T. cruzi pode sobreviver em bebidas por mais de 24 horas ap6s a contaminacao,
corroborando para maior ocorréncia da transmissdo por via oral, que se
caracteriza por apresentar alta mortalidade e pior progndstico quando comparada
a transmisséo vetorial (FILIGHEDDU, et al., 2017).

Atualmente, estima-se que 1 milhdo de pessoas estejam infectadas no Brasil,
95% dos casos agudos notificados em 2020 se encontram no norte do pais, sua
grande maioria no estado do Para, onde foram notificadas 1745 mortes de marco a
abril de 2020. Além disso, 75,34% dos casos agudos notificados no Brasil em
2020 séo por infeccdo por via oral e somente 6,85% sdo por infeccdo vetorial
(Figura 2), demonstrando como a infecgdo por via oral tem maior impacto na
salde publica brasileira (MS, 2021).

Figura 2: Casos de doenca de Chagas aguda, por faixa etaria e sexo.

W Oral (75,34%)
M Ignorada* (15,07%)
Vetorial (6,85%)

outras** (2,74%)

Fonte: Boletim Epidemioldgico, SVS, MS (Abril, 2021).
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Desde que se deu inicio aos casos de infeccdo por ingestdo de alimentos
contaminados, é possivel observar que com o passar dos anos a ocorréncia vem se
tornando cada vez mais recorrentes, sendo possivel observar quando comparados
a dados obtidos de 2000 a 2010, onde foram notificados 776 casos atribuidos a
infecgdo por via oral no Brasil. Diante disso, apos o controle da infecgéo vetorial
e transfusional ter sido realizado no Brasil, a infecgdo por via oral se tornou o
mais importante mecanismo de transmissdo da DCh em diversas regides, em
especial na Amazodnia Brasileira (COURA, 2006).

Os surtos por infeccdo oral sdo caracterizados pela gravidade da doenca,
visto que a maioria dos pacientes apresenta intensa miocardite, podendo
apresentar outras manifestacdes cardiacas, como derrame pericardico e derrame
pleural, sendo mais frequentes na transmisséo oral do que na vetorial, se tornando
responsavel a alta mortalidade em alguns casos ainda na fase aguda. Além
disso, apos periodo de laténcia de aproximadamente 5 dias apds a ingestéao,
observa-se sintomas como febre prolongada, miocardites agudas que podem gerar
falha cardiaca, e em menor decorréncia meningoencefalites (BASTOS et al.,
2010). Por esse motivo, a transmissdo por via oral estd associada a alta taxa
de mortalidade nas primeiras duas semanas apés a infeccdo. A mortalidade foi
estimada em cercade 8-35%, superando a mortalidade observada pela via vetorial
que tem sido estimada em menos de 5-10%. No surto ocorrido em 2005 em Santa
Catarina, por exemplo, morreram 16% dos pacientes contaminados por caldo de
cana e em 2006, na cidade de Macaubas, a mortalidade foi de 28,5% com
transmissdo do parasito através de bebida contaminada (SVS, 2007; DIAS et al.,
2008). Em fevereiro de 2018 foi confirmado 10 casos de DCh por via oral, em
Labrea através da contaminagdo do vinho do acai, sendo observado sintomas 10
dias apds o consumo da bebida (SANTANA, et al., 2019). Foi relatado tambeém
um surto no ano de 2015 em quatro cidades do Rio Grande do Norte, sendo
confirmados 18 casos e destes trés foram a obito, associado ao consumo de caldo
de cana contaminado (VARGAS, et al., 2016). No Para, em 2017 foram
notificados 12 casos suspeitos de infeccdo oral e no ano de 2016, 127 casos foram
confirmados. Todos os surtos de DCh oral ttm em comum a gravidade da doenga,
observando intensa miocardite que pode culminar em OGbito, com isso sendo
associada a alta taxa de mortalidade. (PAREDES, et al., 2020).

Apesar da gravidade da infeccdo por via oral na DCh, por ser uma doenca
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negligenciada, ainda ndo se é totalmente elucidado na literatura 0s mecanismos
que geram a alta mortalidade relacionada a esses casos, com se faz importante
estudos para compreender como a interacdo parasito-hospedeiro pode causar

alteracdes imunopatoldgicas que justifiquem a gravidade da forma de infeccgéo.

1.3 Interacéo parasito-hospedeiro na transmissdo oral da doenca de Chagas

Sabe-se que na infeccdo por via oral, o triatomineo é triturado junto aos
alimentos que serdo posteriormente ingeridos, ao serem triturados as formas
tripomastigotas metaciclicas presentes no intestino do vetor sdo liberadas e
deglutidas causando a infeccdo. Apds um periodo de laténcia de cinco dias a partir
da ingestdo, a infeccdo por via oral se caracteriza por manifestagcdes graves, como
febre prolongada, miocardite aguda, falha cardiaca, meningoencefalites, gastrite
grave, hemorragia digestiva e diarreia.

No que se diz respeito a infeccéo pela via oral com a cepa VL-10, sabe-se que
apos infeccdo é capaz de gerar lesGes cardiacas e alta taxa de mortalidade
(CARVALHO, T. V., 2020). Isso se deve pelo fato do tropismo cardiaco
caracteristico desta cepa, que prevalece na infeccdo pela via oral e gera maiores
lesGes e mortalidade quando comparada com via intraperitoneal, confirmando mais
uma vez a maior gravidade da infeccédo pela via oral.

Ainda pouco se sabe sobre a interacdo parasito-hospedeiro no que se diz
respeito as formas tripomastigotas metaciclicas e as células do estbmago e eséfago,
colaborando para compreensdo das alteracGes nestes 6rgdos causadas por essa
interacdo que poderiam levar a gravidade relacionada a infeccdo por via oral.
Estudos mostram que as formas metaciclicas sdo capazes de expressar
glicoproteinas de superficie que se ligam a mucina gastrica e sao resistentes as
condicBes desfavoraveis encontradas no estdmago, conseguindo entdo, penetrar nas
celulas da mucosa (MORTARA, et al., 1992; YOSHIDA, 2006).

As principais glicoproteinas avaliadas por pesquisadores foram a gp82 e gp90,
sendo demonstrado que elas desempenham um importante papel no mecanismo de
ligacdo e penetracdo dos parasitos nas células do estbmago (YOSHIDA, 2008;
STAQUICINI et al., 2010). A gp82 esta relacionada com o processo de ligagdo e
invasdo da mucosa, uma vez que um estudo realizado em camundongos infectados

por via oral resultou em baixa parasitemia na infeccdo com cepas de baixa
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expressdo de gp82 e também foi observado que parasitos que expressam esta
glicoproteina possuem alta afinidade pela mucina, sendo resistente & 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 estdmago
desenvolvem um aumento na capacidade de invadir as células da mucosa
(CORTEZ et al., 2006).

Com isso, o trato gastrointestinal (TGI) pode ser acometido em sua totalidade,
levando a varias alteraces anatdmicas, histologicas e morfofuncionais na infec¢éo
pelo T. cruzi. Histologicamente, o trato digestorio é formado pelas tinicas 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 ldmina propria, constituida de células
absortivas, tecido conjuntivo frouxo, fibras nervosas e fibras musculares,
denominando a muscular da mucosa. A submucosa esta localizada abaixo da Iamina
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 tunica muscular, e da serosa que
forma uma cépsula conjuntiva coberta por camadas mesoteliais escamosas ao redor
do tubo digestério (GUYTON, 2006).

1.4 Imunopatologia na forma digestiva da doenca de Chagas

No que se diz respeito a resposta imune, foi demonstrado em ratos Wistar
que tanto na infeccdo por via intraperitoneal quanto por via oral ocorre a ativagao
de células mononucleares na tentativa de controlar a parasitemia, porém possuem
perfis distintos (KUEHN et al., 2014).

Para determinar a evolugdo da fase aguda para a fase cronica sintomatica
da doenca, a resposta imunoldgica possui papel importante, especula-se que o

numero de parasitos inoculados influencie na progressdo da doenca, e por isso
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talvez a infecgdo por via oral seja relacionada a casos mais graves, uma vez que 0
indculo é maior quando comparado a via vetorial (VAGO et al., 2000). Além
disso, o estado nutricional, sexo e caracteristicas genéticas do hospedeiro estao
ligados a progressdo da doenca (ANDERSON et al., 2003; CAMPBELL et al.,
2004).

Tanto a imunidade inata quanto a adquirida sdo necessarias no controle do
T. cruzi, interferindo diretamente nos sinais e sintomas do paciente e sua evolugao
na doenga, e acdo da resposta imune ja € observada no inicio da doenca. Estdo
envolvidos entdo macrofagos, células natural killer (NK), linfdcitos T, linfocitos
B e citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a ¢ IL-12) (KAYAMA E TAKEDA,
2010).

O processo inflamatorio € dependente de linfocitos T, principalmente T
CD8" sensibilizados contra antigenos de T. cruzi, condicionando resisténcia a
infeccdo. A produgéo de IL-10, IL-5, IL-3 e IL-4, sdo associadas a susceptilidade
a infecgdo, sendo responsaveis por inibir a geracdo de nitritos por macréfagos.
Normalmente a resposta inflamatéria é desproporcional ao parasitismo tecidual,
pois a resposta imune é responsavel pelo controle da multiplicacdo do T. cruzi e
pelas lesdes causadas nos tecidos durante a fase aguda da doenca (PAVANELLI,
2008).

Durante a fase aguda, com o aumento do parasitismo tecidual, hd um
aumento de linfocitos T CD4" e CD8", interferon gama (IFN-y) e macréfagos,
para o controle da replicagcdo intracelular dos parasitos (REIS, et al., 1993;
BRENER et al., 1997). Estudos mostram que durante a fase aguda, individuos
portadores da DCh apresentaram predominio de linfocitos T CD4* e CD8*
(FUENMAYOR, et al., 2005). Observa-se também, presenca de infiltrados
inflamatdrios no intestino rico em células mononucleares em camundongos com a
cepa Y, sendo mais intenso nas camadas muscular e submucosa (CAMPOS, et al.,
2016). A presenca de cDNA de T. cruzi, estimula a ativacdo das células T,
sinalizando que ha uma persisténcia do parasito, explicando entdo a presenca do
processo inflamatdrio também durante a fase cronica da doenca (JONES et al.,
1993; VAGO et al., 1996; VAGO et al., 2000). Foi observado aumento de

monaocitos em animais infectados pela via oral no inicio da infec¢do, sendo que 0s
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monaocitos sdo uma das primeiras células a serem ativadas na resposta imune,
sendo diferenciados em macrofagos quando migram para os tecidos.
(CARVALHO, et al., 2020).

Aproximadamente 10% dos pacientes portadores de DChevoluem para fase
cronica desenvolvem a forma digestiva da doenca. As principais manifestacoes
observadas nesses pacientes sdo 0o acometimento do esofago e do colon, levando
ao megaesofago e megacolon, respectivamente. Além disso, destacam-se que o0
infiltrado inflamatério observado nas miocélulas dos d&rgdos do trato
gastrointestinal é constituido principalmente por linfécitos T CD3"CDA4",
linfocitos B, células NK e macrofagos (CORBETT et al., 2001; D'AVILA REIS
et al., 2001; DUTRA et al.,, 2014). Um estudo realizado em camundongos
demonstrou que tanto a resposta Thl 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).

Os principais 6rgdos afetados na DChsdo aqueles ricos em tecido muscular,
uma vez que o T. cruzi tem tropismo por células musculares (TARLETON e
ZHANG, 1999). Todo o trato digestorio, portanto, pode ser acometido ap6s
infeccdo pelo T. cruzi, levando a diversas alteracdes. 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 o mecanismo
patogénico das lesbes no SNA (Sistema Nervoso Autdbnomo) ainda ndo esteja
completamente elucidado. Observa-se também a presenga de infiltrado
inflamatdrio, seguida de aumento da area de tecido conjuntivo, principalmente na
tanica muscular (DA SILVEIRA et al., 2005; CAMPOS et al., 2016), que parecem
contribuir para desencadear alteracdes funcionais do tratodigestorio por modificar a
arquitetura desses orgaos, levando a mudancgas no peristaltismo com consequente
estagnacdo e retencdo do conteldo alimentar e, posteriormente, perda das
microvilosidades e, especialmente, dilatacdo das visceras (KOEBERLE, 1963;
PERNIA et al.,2001).

Estudos sugerem que a denervacdo, principal mecanismo que leva ao
aparecimento de megaesofago e de megacolon, ocorre devido a

imunorreatividade de peptideo intestinal vasoativo e Oxido nitrico sintetase,
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acarretando na destruicdo de neurdnios inibitdrios, principalmente, o que pode
levar a dilatacdo do limen 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 com megacolon
apresentaram reducdo de fibras nervosas marcadas com anticorpo monoclonal
anti-PGP 9.5 nos plexos mioentéricos quando comparados com pacientes sem
megacolon e comindividuos néo infectados. Além disso, sugere-se que durante a
fase aguda ocorra destruicdo neuronal associada a elevada carga parasitaria nos
tecidos, j& na fase cronica relaciona-se a acdo do sistema imune a infeccdo (DA
SILVEIRA, et al., 2007).

A infeccdo pela via oral atualmente é a principal via de infec¢do da doenca
de Chagas, sendo caracterizada por alta taxa de mortalidade e gravidade, com o
passar dos anos a maioria dos casos sao relacionados a fase aguda da doenca no
Brasil e paises da Ameérica Latina. E ainda assim, existem poucos dados na
literatura que abordam a via oral, e com isso ndo se sabe ao certo como ocorre a
interacdo parasito-hospedeiro no que se diz respeito as portas de entrada do
parasito. Um estudo sobre possiveis lesbes no es6fago e estbmago, que sdo
possiveis portas de entrada na infeccdo pela via oral, associado a resposta imune e
a carga parasitaria nesses 0rgaos torna-se necessario para melhor compreender a

infeccéo pela via oral na DCh.
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2 Objetivo
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2.1 Objetivo geral

Avaliar o es6fago e o estbmago como possiveis portas de entrada na
infecacdo por via oral com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi em

camundongos Swiss.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar niveis parasitémicos e taxa de sobrevida;

e Fenotipar as células mononucleares no sangue periférico;
e Quantificar parasitismo tecidual,

e Quantificar o processo inflamatorio;

e Quantificar a producdo de glicoproteinas;

e Dosar citocinas teciduais.
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3.1 Delineamento experimental e animais utilizados na experimentacéo

Foram utilizados 130 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
néo infectado; controle infectado por via intraperitoneal (VIP); infectados por via
oral (VO). Os animais receberam inoculo de 1x10° formas tripomastigotas
metaciclicas provenientes de culturas acelulares da cepa VL-10 por gavagem
incompleta (VO) ou por via intraperitoneal (VIP). Esse dltimo grupo foi nosso
controle de infecgdo, visto que essa é a principal via utilizada em trabalhos
experimentais da DCh.

Na figura 3 encontra-se a distribuicdo dos animais nos diferentes grupos,
constando o numero total de animais em cada grupo. Todos os procedimentos
foram realizados de acordocom 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) (ANEXO 1).

Metodologia
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Figura 3: Delineamento experimental

Camundongos Swiss (n=130)

Cepa VL-10 do

T. cruzi

Controle (n=30) Intraperitoneal (n=50)

Eutandsia (14, 21 e 28 DAI)

Esofago
e —  Teste CBA

Estdmago

Dosagem de Citocinas

teciduais
Microscopia convencional —
Andlise de imagem
| -
Quantidade de Infiltrado
Glicoproteinas inflamatério

Nota: Grupo controle ndo 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. Dias
apos a infeccdo: DAI. Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real: gPCR. Cytometric Bead

Array: CBA.

—— Parasitemia e taxa de sobrevida (n = 20)
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3.2 Obtencao da forma tripomastigota metaciclica de cultura

3.2.1  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 VL-10 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), também 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 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
proporcao de 1:3, e completando cerca de 1,5 més, até a purificacdo da cultura
com observacao 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.

3.2.2 Metaciclogénese das formas epimastigotas

A cultura rica em epimastigotas viaveis obtida seguindo o procedimento
descrito acimafoi 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. Ap6s este periodo, a cultura foi diluida
10x em PBS previamente autoclavado para observar a presenca e posterior
contagem das formas tripomastigotas metaciclicas em cdmara de Neubauer em

microscopio optico e ajuste do inoculo para 1x10° parasitos.
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3.3 Indculo e infecgdo

Apds a contagem das formas tripomastigotas metaciclicas em camara de
Neubauer, o nimero de parasitos encontrado em 1000 uL foi ajustado para a
quantidade necessaria para o indculo em 100 animais, sendo empregados 1x10°
parasitos por animal. A cultura, com a quantidade de parasitos conhecida, foi
entdo centrifugada a 2200 rpm por 10 minutos a 4°C obtendo a formagdo 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 com o indculo contendo 1x10° formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi. Apds a preparacdo do inéculo, 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
esofago do camundongo.

3.4 Curva de parasitemia

Para determinacdo da parasitemia, 10 camundongos grupo VIP e 10 do VO
foram avaliados diariamente a partir do 4° dia apdés 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 Opticoe 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 o pico

maximo de parasitemia foram determinados.

3.5 Taxa de mortalidade

Os animais utilizados para a determinagdo da curva de parasitemia foram
acompanhados diariamente até o 28° DAI sendo a mortalidade registrada e

expressa em porcentagem cumulativa.
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3.6 Imunofenotipagem do sangue periférico

Para a caracterizagdo do perfil fenotipico dos linfocitos T CD8+ e
monocitos 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 dilui¢do do anticorpo monoclonal em PBS
e soro normal de rato, foram adicionados 25uLlL de sangue periférico total. Apos
homogeneizacdo em vortex, as preparacdes 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 solugdo de lise diluida 10
vezes em agua destilada. Apos homogeneizagdo em vortex, as preparacdes foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz eentdo
submetidas a centrifugacdo (1300rpm, 7 minutos a 18°C). Em seguida, o
sobrenadante foi descartado, os leucdcitos foram lavados com 3 mL 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 sddio, pH 7,2). Apds um periodo de
pelo menos 15 minutos, os parametros fenotipicos das células presentes em cada
tubo foram determinados no citbmetro de fluxo (FACScalibur® — Becton
Dickinson). O programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisicdo de dados e 0
FlowJo® para a analise dos resultados empregando diferentes estratégias. A
estratégia de andalise empregada para avaliagdo da imunofenotipagem por
citometria de fluxo do sangue periférico, utilizando o software FlowJo®, foi a
mesma empregada por MARQUES, F. S., et al, 2018.

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

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Clone Fenétipo alvo no estudo
Anti-CD3 PE Bioscience 2C11 Linfdcitos T totais
Anti-CD8 FITC Invitrogen $3-6.7 Linfécitos T citotdxicos
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Anti-CD14 FITC eBioscience Sa2-8 Mondcitos

3.7 Eutanasia, coleta, fixacao e processamento do material para microscopia
Opticaconvencional

Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados, por deslocamento
cervical, nos dias 14, 21 e 28 apés a infeccdo para a realizacdo da eutanésia.
Foram coletados o estbmago e es6fago, uma parte desses 6rgaos foram fixados
em solucdo de Metanol/DMSO (80%/20%) com pH 7.2 para as analises
histopatoldgicas e outra foi armazenada em freezer -80°C para posterior
quantificacdo do parasitismo tecidual e dosagem de citocinas. Fragmentos desses
6rgdos foram processados rotineiramente e incluidos em parafina. Os blocos de
parafina obtidos foram submetidos & microtomia para a obtencdo de cortes com
espessura de 4um. As laminas dos blocos parafinizados dos orgaos coletados
foram confeccionadas para coloracdo pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE)
e de Acido Periddico-Schiff (PAS) para analise das alteragdes histopatoldgicas em

microscopio optico.

3.8 Analises histopatoldgicas

3.8.1 Processo inflamatorio

A quantificagdo do processo inflamatorio foi realizada em cortes de
estdmago e es6fago submetidos a coloragdo Hematoxilina-Eosina. Para avaliagdo
do infiltrado inflamatorio, todos os nucleos celulares presentes foram
quantificados em 20 imagens (campos) aleatorias (area total percorrida igual a
1064811 um?) para a quantificagdo. As imagens foram visualizadas pela objetiva
de 40x e digitalizadas através da uma microcamera associada ao microscopio
Leica DM5000B e todas as imagens foram analisadas com o auxilio do software
de andlise e processamento de imagem Leica QwinV3 no Laboratério
Multiusuarios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Ouro Preto. O processo inflamatério foi determinado pela diferenca
significativa (p<0,05) entre 0 nimero de nlcleos celulares presentes nos animais

infectados pelo T. cruzi, distribuidos nos grupos VI e VO, e aquele observado nos
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animais ndo- infectados * desvio padréo.

3.8.2 Glicoproteinas

As areas ocupadas por glicoproteinas foram obtidas pela analise de 35
campos aleatdrios dos cortes corados por Acido Periddico-Schiff de cada animal
do estudo sendo visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da uma
microcamera associada ao microscopio Leica DM5000B. Utilizando-se 0 mesmo
software descrito acima (item 3.9.1), os pixels com tons de purpura-magenta
foram selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e posterior calculo da

area total ocupada por glicogénio.

3.9 Parasitismo tecidual

3.9.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR)

3.9.1.1 Extragdo de DNA

A extracdo 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 Iamina 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 20uL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®), na
concentracdo de 20mg/L, e ap6s homogeneizagdo, foram incubadas overnight em
banho-seco a 55°C. No outro dia, ap6s digestdo completa dos fragmentos,
observando a presenca de um homogenato, adicionaram-se 3uL da Solugdo de
RNAse (Promega) e, durante 30 minutos a 37°C, as amostras foram incubadas.
ApOls 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,
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entdo, homogeneizadas vigorosamente em vortex durante 20 segundos e
centrifugadas a 16.000 rcf (temperatura ambiente, 5,5 minutos) com formagéo 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 ap6s a adi¢éo de
200uL de etanol 70% (ETOH), as amostras foram centrifugadas por 3 minutos
também & 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 os quais foram analisados em nanoespectrofotdmetro (Nanodrop®
2000, Thermo Scientific). Ap6s a dosagem, as amostras foram armazenadas a -
20°C até o momento da analise por gPCR.

3.9.1.2 Amplificacao especifica do DNA do T. cruzi

A fim de quantificar os parasitos por qPCR, foi construida uma curva
padrdo para determinar o nimero de cépias 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 del x 107 parasitos, os quais foram submetidos ao
protocolo de extracdo de DNA (conforme item 3.8.1.1), seguido de sua
quantificacdo e pureza utilizando o nanoespectrofotdmetro NanoDrop® 2000
(Therno Scientific). A partir daquele nimero de parasitos, foram feitas dilui¢des
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 0S iniciadores TCZ-F 5’-
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, (onde M = A or 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°-
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TCCCTCTCATCA- GTTCTATGGCCC-3’ e TNF-5411(R) 5’-CAGCAAGCAT-
CTATGCACTTAGAC-3’. Cada

placa de reacido 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, tambeém foram adicionados nos pogos 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
reacdo constituido por iniciadores especificos do T. cruzi e 4gua, sem a presenca
do DNA. A amplificagdo do DNA foi feita utilizando o equipamento 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems).

3.10 Dosagem de citocinas por CBA (Cytometric Bead Array)

A quantificacdo dos niveis de citocinas foi realizada pela técnica de
Cytometric Bead Array (BD Biosciences) utilizando o kit mouse-inflmmation
cytokineque permite a quantificacdo das citocinas IL-10, IFN-y e TNF. Os
experimentos foram realizados de acordo com as recomendacfes do fabricante.
Os fragmentos de estbmago com massa 30 mg previamente coletados no
momento da necropsia e armazenados em freezer -80°C foram homogeneizadas
utilizando um homogeneizador de tecidos Tissuelyser (Quiagen) em 500 mL de
um coquetel inibidor de protease (Sigma Chemical CO, St Louis, USA). Os
homogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C e 0s
sobrenadantes foram armazenados a -80 °C antes da andlise. Assim, as amostras
foram descongeladas, previamente, em banho-maria a 37°C e, em seguida,
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos para a coleta do sobrenadante. O
padrédo foi reconstituido em 2,0 mL de Reagente G uma solucdo tampéo usada
como diluente, nas seguintes diluigbes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 e
1/256. Foi preparada uma mistura de Beads (A1-A6), contendo 3ul de cada
suspensdo de Beads, a fim de se atingir um volume final de 21 pL para cada
amostra. As Beads foram adicionadas a 25 pL dos padrfes, em suas respectivas
dilui¢Ges, tal como a 25uL de cada amostra em seu respectivo tubo. Foram
adicionados a todos os tubos 18ul. do Reagente B, um reagente de deteccdo
marcado com ficoeritrina (PE) e incubados por um periodo de 2 horas a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Terminado o periodo de incubacéo,
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foram adicionados 500uL do Reagente F, uma solugdo tamponada de lavagem,
em cada tubo e centrifugados a 600xg por 7 min a 18°C. O sobrenadante foi
aspirado com auxilio de bomba de vacuo, deixando cerca de 100uL do
sobrenadante em cada tubo. Foi realizada uma nova adi¢cdo de 100uL de
Reagente F partindo para a leitura. Para aquisi¢do e armazenamento dos dados foi
empregado o citdmetro de fluxo (FACSCALIBUR-BD Biosciences). As curvas
padrdo para cada citocina foram tracadas e as concentracdes de cada amostra de
teste em picogramas por mililitro (pg / mL) foram calculadas usando a matriz de
softwareFCAP v.3 (BD Biosciences).

3.11 Analises estatisticas

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

Para a avaliacdo dos dados, foi realizada analise de variancia (ANOVA
one-way) para testes paramétricos ou ndo. Quando as alteracdes foram
paramétricas, o teste de Tukey foi feito para determinar as diferencas especificas
entre as médias (andlise longitudinal dentro de um mesmo grupo) ou o Test T de
Student (entre os grupos VO e VI), quando as médias foram ndo-paramétricas o
teste Kruskal-Wallis foi realizado para determinar as diferencas especificas entre
as médias (analise longitudinal dentro de um mesmo grupo). Diferengas entre

médias com valores de p menores que 0,05 foram consideradas significativas.
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Resultados

4 Resultados
28



FERRAZ, A. T. Resultados

4.1. Curva de parasitemia e taxa de sobrevida

Foi realizada diariamente a parasitemia dos animais infectados, a fim de avaliar
a curva de parasitemia (Figura 4) dos animais do grupo VI e VO. O grupo VO
apresentou periodo pré-patente de 6 dias e patente de 23 dias, com pico de
parasitemia no 17° DAI (2.203.250 tripomastigotas/0,1 mL de sangue). Ja no
grupo VI, o periodo pre-patente foi de 4 dias e o patente de 18 dias, com pico de
parasitemia também no 17° DAI (2.243.625 tripomastigotas/0,1 mL de sangue).
Apos anélise de area sob a curva foi observado que ndo ha diferenca entre os
grupos VO e VI em relagdo a curva de parasitemia. Os valores de niveis
parasitémicos maximos, dia do pico de parasitemia e os periodos pré-patente e

patente dos diferentes grupos estdo representados na Tabela 2.
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Figura 4: Médias das curvas de parasitemia dos camundongos Swiss infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas por via intraperitoneal (V1) em cinza, ou por via oral (VO) em preto
com a cepa VL-10 do T. cruzi.

Tabela 2: Niveis parasitémicos, dia do pico de parasitemia, periodos pré-patente e patente dos
camundongos Swiss infectados por formas tripomastigotas metaciclicas por via intraoperitoneal
(VI) ou por via oral (VO) com a cepa VL-10 do T. cruzi.

Grupos Niveis parasitémicos Dia do pico de Periodo Periodo
maximos (tripomastigotas/0.1 parasitemia pré-patente patente

mL de sangue)

Vi 2.243.625,00 17° DAI 4 DAI 18 DAI

VO 2.203.250,00 17° DAI 6 DAI 23 DAI
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No grupo VO foi observada taxa de sobrevida de 23,40%, j& no grupo VI
a taxa de sobrevida foi de 7,23%, como demonstrado na Figura 5. Apos realizar
teste de Kaplan-Meier, foi possivel observar que ambos 0s grupos apresentam o
mesmo formato de curva quando avaliado o grafico de taxa de sobrevida.
Devido a alta mortalidade, ndo foi possivel realizar analises pretendidas no 28
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Figura 5: Taxa de sobrevida de camundongos Swiss infectados por via intraperitoneal (V1) ou por
via oral (VO) com 1,0 x 10° tripomastigotas metaciclicas da cepa VL-10 do T. cruzi.

4.2 Imunofenotipagem das células do sangue periférico

A imunofenotipagem de mondcitos e linfocitos T CD8" no sangue
periférico foi realizada a fim de compreender o efeito da infec¢éo pela via oral
sobre as principais células atuantes contra o T. cruzi na fase aguda da infec¢do
nos tempos de 14 e 21 dias apods a infeccdo. Estando os resultados apresentados na
Figura 6.

Nesse sentido, foi possivel observarmos um aumento significativo
(p<0,05) na porcentagem de mondcitos (CD14") em ambos os grupos infectados
(VI e VO) ao longo da fase aguda, nos dias 14 e 21 apds a infeccdo, quando
comparado com o grupo controle (valores representados pela linha tracejada),
(Figura 6A).

No que se diz respeito aos linfécitos T CD8*, foi observado que
independente da via de inoculagdo, ha aumento significativo (p<0,05) do
percentual circulante no 21° DAI em relagcdo aos animais ndo infectados. Ainda
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foi possivel observar no grupo VI que houve um aumento significativo (p<0,05)
no percentual de linfocitos T CD8" no 21° DAI quando comparado ao 14° DAI

(Figura 6B).
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Figura 6: Imunofenotipagem de células no sangue periférico de camundongos Swiss infectados
pelas vias intraperitoneal (VI) ou oral (VO) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e
eutanasiados nos dias 14 e 21 apds infec¢do experimental. Linhas conectoras inteiras indicam
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos. Linhas tracejas indicam as médias dos valores
celulares do grupo ndo infectado. “*” indica diferengas entre o grupo néo infectado e os grupos VI
e VO. Os dados séo apresentados como mediana £ minimo e maximo de 6 camundongos de cada
grupo em cada tempo de infeccéo.

4.3. Parasitismo tecidual

Para quantificar o parasitismo tecidual foram coletados fragmentos de es6fago
e estdbmago dos animais infectados, e esses fragmentos foram avaliados a partir da
técnica de qPCR, os resultados estdo apresentados na Figura 7.

Na analise da carga parasitaria no estbmago observamos uma queda do
parasitismo tecidual no grupo VI o que ndo foi observado no grupo VO. Ainda no
estdmago, observamos que animais infectados pela VI possuem maior quantidade
parasitos (por miligrama de tecido) (p<0,05) no 14° DAI quando comparado aos
animais infectados pela VO no mesmo tempo (14° DAI).

Ja em relacdo ao esbfago, observamos o mesmo perfil de reducdo de
parasitismo tecidual no grupo VI aos 21 dias ap6s a infeccdo, ndo sendo observado
diferenca estatistica, enquanto no grupo VO observamos aumento significativo
(p<0,05) do parasitismo tecidual no 21° DAI quando comparado ao 14° DAI. Além
disso, observamos também que os animas infectados pela via intraperitoneal no 21°
DAI possuem menor (p<0,05) parasitismo tecidual quando comparados aos animais
infectados pela VO no mesmo tempo (21 DAI).
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Figura 7: Quantificacdo do parasitismo tecidual no eso6fago e estdmago de camundongos Swiss infectados pelas
vias intraperitoneal (V1) ou oral (VO) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e eutanasiados nos dias 14 e 21
apos infeccdo experimental. Linhas conectoras inteiras indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos. Os dados sdo apresentados como mediana £ minimo e maximo de 6 camundongos de cada grupo em
cada tempo de infeccéo.

4.3. Quantificacao do processo inflamatorio

Foi quantificada a inflamacdo no es6fago e estdmago dos animais dos

grupos VI e VO, os resultados estdo apresentados nas figuras 8.

No es6fago foi observado presenca de processo inflamatério em ambos os

grupos nos tempos analisados (14DAI e 21 DAI) quando comparados ao grupo

controle (linha tracejada) (p<0,05). Ndo havendo diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos infectados, porém é possivel observar um discreto

aumento no 21DAIl do grupo VO quando comparado aos outros grupos

infectados.

No estdbmago foi observado presenca de processo inflamatorio tanto no

grupo VI quanto no VO em ambos os tempos analisados (14DAI e 21DAI)

quando comparado ao grupo controle (linha tracejada). Além disso, observamos

um maior processo inflamatério (p<0,05) no 14° DAI no grupo VI quanto

comparado ao mesmo tempo no grupo VO. Observou-se também, aumento

(p<0,05) do processo inflamatdrio no 14° DAI quando comparado ao 21° DAI

nos camundongos infectados pela VO.
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Figura 8: Quantificagdo do processo inflamatério no eséfago e estbmago de camundongos Swiss
infectados pelas vias intraperitoneal (V1) ou oral (VO) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e
eutanasiados nos dias 14 e 21 ap6s infeccdo experimental. Linhas conectoras inteiras indicam diferengas
significativas (p<0,05) entre os grupos. Linhas tracejas indicam as médias dos valores do nimero de
células do grupo ndo infectado. “*” indica diferengas entre o grupo nio infectado e os grupos VI e
VO.”"#" aumento do processo inflamatdrio quando comparado 14 e 21 DAI no grupo VO. Os dados sdo
apresentados como mediana = minimo e maximo de 6 camundongos de cada grupo em cada tempo de
infeccéo.
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Figura 9: Fotomicrografias de cortes histologicos da camada muscular do es6fago de camundongos ap6s
a infeccdo pela via oral (VO) e via intraperitoneal (VIP) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi.
Aspecto histoldgico muscular normal em animais ndo-infectados (Controle). Infiltrado inflamaté6rio
moderado nos 14 e 21 DAI do grupo VI; infiltrado moderado no 14 DAI e intenso no dia 21DAI do
grupo do grupo VO. Hematoxilina-Eosina. Barra=50um.
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CONTROLE

Figura 10: Fotomicrografias de cortes histoldgicos da camada muscular do estomago de camundongos apos a
infeccdo pela via oral (VO) e via intraperitoneal (VIP) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi. Aspecto
histolégico muscular normal em animais ndo-infectados (Controle). Infiltrado inflamatério moderado nos 14 e
21 DAI do grupo VI; infiltrado moderado nos 14 e 21 DAI do grupo do grupo VO. Hematoxilina-Eosina.
Barra=50pum.

4.4. Quantificacdo de glicoproteinas

O PAS ¢ um tipo de coloracdo que evidencia compostos glicidicos. No
estdbmago, ele cora de purpura as mucoproteinas secretadas pelo epitélio de
revestimento da mucosa, os resultados estéo apresentados na figura 11.

Foi observado em ambos os grupos uma diminuicdo da producdo de
glicoproteinas com o passar dos dias apds a infec¢do. Sendo evidenciavel, aos 21
DAI em ambos os grupos (VI e VO) uma diminuicdo significativa (p<0,05)
quando comparado aos animais ndo infectados.
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Figura 11: Avaliagdo quantitativa da area de glicoproteinas ocupada no estdmago e esdfago de camundongos
Swiss infectados pelas vias intraperitoneal (VI) ou oral (VO) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e
eutanasiados nos dias 14 e 21 apds infec¢do experimental. Linhas tracejas indicam as médias dos valores da &rea
de PAS™ do grupo nio infectado. “*” indica diferengas significativas (p<0,05) entre o grupo nédo infectado e 0s
grupos VI e VO. Os dados sdo apresentados como mediana £ minimo e maximo de 6 camundongos de cada
grupo em cada tempo de infeccéo.

4.5. Analise de citocinas presentes no estbmago

O impacto da via de inoculagéo do T. cruzi sobre a producéo de citocinas
pro-inflamatorias (TNF e IFN-y) e imunomoduladora (IL-10) no estdmago foi
realizado e os resultados estdo apresentados na Figura 12.

Né&o foi detectada producdo de IL-10 em nenhum dos grupos avaliados.
Em relacdo a citocina TNF foi observado que ha aumento (p<0,05) da producéo
dessa citocina em animais infectados pela via intraperitoneal no 14° DAI quando
comparado aos animais infectados pela mesma via no 21° DAI. Ja os animais
infectados pela via VO néo apresentaram aumento na produgdo dessa citocina
em nenhum dos tempos avaliados.

Em relacdo a citocina IFN-y, foi possivel observar que ocorreu maior
producdo (p<0,05) no 14° DAI no grupo VI quando comparado aos animais ndo
infectados. Além disso, também se observa uma maior produgdo (p<0,05) de
IFN-y no 21° DAI no grupo VO quando comparado ao 21° DAI do grupo de

animais ndo infectados e infectados por via intraperitoneal.
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Figura 12: Quantificacdo de citocinas no estdmago de camundongos Swiss controle (ndo infectados) e
infectados pelas vias intraperitoneal (V1) ou oral (VO) com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e eutanasiados
nos dias 14 e 21 ap6s infeccdo experimental. Linhas conectoras inteiras indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos. Os dados sdo apresentados como mediana £ minimo e méaximo de 6 camundongos de
cada grupo em cada tempo de infec¢éo.
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Apos a realizagdo deste trabalho, foi possivel compreender as possiveis
diferencas no perfil parasitologico e imunoldgico nas diferentes portas de entrada
da infeccdo por via oral, podendo compara-las a via intraperitoneal, e com isso
também compreender as possiveis diferencas causadas pela variacdo de inéculo
das formas metaciclicas da cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi. Atualmente a
maioria dos casos de DCh no Brasil séo relacionados a infec¢do por via oral, que
sdo caracterizados por surtos e alta taxa de mortalidade. A maioria dos casos sao
reportados na regido norte e nordeste do Brasil, sdo também reportados casos em
outros paises da América Latina.

A infeccdo pelo T. cruzi induz manifestacfes inflamatérias progressivas
capazes de afetar a estrutura e funcdo de dérgdos, as diferentes vias de indculo
podem afetar de forma distintas os circuitos imunologicos, estimulando as
respostas imunes que impactam no perfil geral da imunidade protetora do
hospedeiro. A cepa responsavel pela infeccdo interfere na interacdo parasito-
hospedeiro, cirando perfis diferenciados de resposta no organismo. A cepa VL-10
utilizada nesse trabalho é caracterizada por apresentar tropismo cardiaco,
responsavel por causar miocardites em camundongos. Sabe-se também que essa
cepa pode afetar varios outros tecidos do corpo, tanto em modelos experimentais
qguando em humanos (FIGUEIREDO, et al., 2018).

Através da metodologia de gavagem incompleta padronizada em nosso
laboratério (MENDES et al, 2020), foi possivel obter 100% de taxa de
infectividade no grupo VO. DIAS, et al. (2013) infectaram camundongos Swiss
pela via oral por gavagem completa, onde se introduz a agulha até o estémago,
liberando as formas do T. cruzi diretamente no ambiente gastrico, dessa maneira
obtiveram baixa ou nenhuma infectividade nos animais, independente do estado
evolutivo do parasito. Com isso, supde que pelo fato do inoculo ocorrer de forma
direta com o suco gastrico, isso possa interferir negativamente na taxa de
infectividade. Na gavagem incompleta isso ndo ocorre, uma vez que o inoculo é
realizado na porcao inicial da cavidade orofaringea, e por isso 0s parasitos ndo séo
eliminados pelo suco gastrico, alem de simular de forma mais eficiente a infeccao
por via oral.

Sabe-se que as células T CD8" desempenham atividades efetoras que

eliminam patdgenos intracelulares, por isso sdo chamados de citotoxicos
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(revisado por SHRESTA et al.,1998). Estudos também ja demonstraram que 0s
linfocitos T CD8" sdo as principais células responsaveis pelo controle do T. cruzi
(sato et al., 1992; ROTTENBERG et al.,, 1993; SUN e TARLETON, 1993). No
presente trabalho, observa-se um aumento do percentual dessas células no 21°
DAI em ambas as vias de infeccdo, o que nos leva a sugerir que a via de indculo
parece ndo interferir nos niveis de linfécitos T CD8" no sangue periférico.
COLLINS et al. (2011) demonstraram que a infeccdo por essa via nao altera a
capacidade do T. cruzi de estabelecer uma resposta imune celular mediada por
linfécitos T CD8", resultado semelhante ao encontra nesse trabalho. Um trabalho
de Menezes et al (2004) mostrou miocardite relacionada a presenca de linfocitos
T CD4 + e CD8 + na fase aguda de da doenca, bem como de antigenos do T.
cruzi. Este estudo mostra que estas células podem estar envolvidas na patogenese
da miocardite aguda, o que poderia estar associado a mortalidade observada na
fase aguda, como nos animais desse trabalho. Entretanto, ndo se pode afirmar com
certeza o que leva a um aumento da mortalidade observada nesse estudo.

Para 0os moénocitos foi encontrado aos de linfocitos T CD8+, entretanto o
aumento nessas células ocorreu ja no 14 DAI em ambas as vias de infec¢do. O
reconhecimento e a resposta aos organismos patogénicos pelo sistema
imunolégico séo essenciais para o controle da infeccdo. A expressdo de TLRs é
critica para a resposta imune durante os estagios iniciais da infeccdo para a
ativacdo da mesma. Um grande numero de patdgenos expressa ligantes para
diferentes TLRs. Glicoproteinas semelhantes a mucina derivadas de
tripomastigotas do T. cruzi (tGPIl-mucinas) sd&o moléculas pré-inflamatorias
(CAMPOS et al. 2001), sendo os macr6fagos uma das primeiras células a
responder a ativacdo via Toll, exercendo uma funcdo essencial para a respposta
contra o T. cruzi, com producado de citocinas pro-inflamatorias e 0xido nitrico.

Foi possivel observar também aumento nos niveis de monocitos nos
animais infectados quando comparados aos animais ndo infectados, o que também
foi observado por CARVALHO, et al., 2020 nos animais infectados pela via oral.
Os mondcitos sdo uma das primeiras células a serem ativadas na resposta imune,
tendo como principal fungéo se diferenciar em macréfagos ao migrarem para 0s
tecidos. Sugerindo entdo que o aumento de INF-y no estdbmago possa estar
relacionada a aumento de mondcitos que se diferenciaram em mécrofagos, ja que

uma de suas funcgdes esta relacionada a atracdo de macréfagos.
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No que se refere ao perfil parasitoldgico, foi possivel observar que
ambos 0s grupos apresentaram pico de parasitemia semelhantes. O grupo VO
apesentou maior periodo patente, sugerindo que o perfil da curva parasitémica
depende da via de inoculacéo.

Em relacéo a taxa de sobrevida, ambos os grupos apresentaram alta taxa
de mortalidade, dado que no 28° dias apos a infeccdo observou-se no grupo VO
uma taxa de mortalidade de 76,6% e no grupo VI uma taxa de 92,77%, devido a
alta mortalidade ndo foram feitas analises pretendidas no tempo de 29 DAI.
ALBURQUERQUIE, et al. (2018) ao comparar a rota da infecgdo na mucosa pelo
trato gastrointestinal, quando infectados pela via intraperitoneal ou pela cavidade
oral, camundongos infectados pela via intraperitoneal apresentam maior
parasitemia e mortalidade quando comparados com animais infectados pela via
oral ou pela via géastrica, mesmo com indculos similares. Além disso,
camundongos infectados pela via intraperitoneal apresentam mortalidade precoce
guando comparado aos camundongos infectados pela via gastrica ou oral,
apresentando taxa de mortalidade de 80% a 100%, enquanto em ratos infectados
pela via gastrica ou oral apresentam taxas de sobrevida maior
(ALBURQUERQUIE, et al., 2018).

No que se diz respeito ao parasitismo tecidual, observa-se que na
infeccdo pela via oral houve maior quantidade de parasitos no esdéfago, quando
comparado com o estbmago o que ndo ocorre na infeccdo pela via intraperitoneal.
Sugerindo entdo que a via de infeccdo interfere no mecanismo de infeccdo, além
de sugerir que a porta de entrada dos parasitos na infeccdo pela via oral prevaleca
no esdfago, jA que ao se comparar com via intraperitoneal ambos 0s 0rgaos
apresentam perfis semelhantes, e também por apresentar baixa carga parasitaria
no estdbmago com a infeccdo pela via oral. Além disso, o fato de observar maior
carga parasitaria no 14 DAI no grupo VI quando com grupo VO no estbmago,
pode se relacionar com o desencadeamento de um processo inflamatério mais
intenso também no 14 DAI no grupo VI quando comparado ao 14 DAI do grupo
VO. Sugere-se também que o aumento do processo inflamatorio do 14 DAI para
21 DAI do grupo VO, tenha sido o suficiente para conter o aumento da carga
parasitaria nesse 6rgéo.

Ao avaliar a producdo de glicoproteinas no estdbmago, foi possivel observar

uma queda da mesma em ambos 0s grupos no 21 DAI, sugerindo que a infeccédo
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pelo T. cruzi possam causar danos capazes de dificultar a producdo de mucinas
gastricas. Dado que no estbmago, as propriedades do muco dependem da
composicao das mucinas, tanto na mucosa normal quanto na patogénese de lesdes
inflamatdrias e neoplasicas. Alteracbes em qualquer etapa dos eventos de sintese,
glicosilagdo e secrecdo das mucinas podem determinar desvios na sua fungéo
(MARQUES et al., 2021).

A dosagem de citocinas pela técnica Cytometric Bead array no estdmago
mostrou aumento na producdo de TNF somente no 14 DAI do grupo VI, isso pode
estar relacionado pelo fato do in6culo na via intraperitoneal estimular macréfagos
ja presentes no peritbneo que fagocitam os parasitos existentes e levam para o
Orgdo mais préximo, uma vez que o fator de necrose tumoral alfa, é secretado por
macrofagos ativados., o que poderia favorecer a uma producdo mais precoce de
TNF em relacdo a infeccdo por via oral. Macrofagos infectados com T. cruzi,
apresentaram expressdo aumentada de TNF. O TNF é uma citocina pro-
inflamatdria produzida por macrofagos e linfdcitos e € importante para o controle
da infeccdo pelo T. cruzi. A producdo de TNF pelos macréfagos quando
estimulados com IFN-y estd associada a resisténcia a infeccdo em camundongos
(SILVA et al., 1995).

Além disso, observou-se tambeém aumento do IFN-y também no 14 DAI do
grupo VI, mas também no 21 DAI do grupo VO quando comparado ao grupo
controle, mais uma vez demonstrando que a via de inoculacdo pode interferir na
reposta imunologica e no curso da doenca de Chagas. Varios estudos em modelos
experimentais e humanos relatam o papel de citocinas como TNF, IFN- vy, IL-10
na regulacdo da resposta imunolégica na doenca de Chagas, ao avaliar citocinas,
PISSETTI, et al., (2009) observou maiores niveis plasméticos de IFN-y quando
comparados com a 1L-10 e TNF.

No presente estudo foi possivel observar que o aumento da carga parasitaria
causa um aumento no processo inflamatorio e do IFN-y no estbmago de
camundongos infectados pela via oral, gerando possivel lesGes que causam queda
da producdo de mucoprotéinas no estdbmago. Parasitos interagem com
glicoproteinas do hospedeiro, as variacOes e alteracdes da expressdo normal das
mucinas parecem interferir na inflamagdo gastrica, interferindo na sintese de
glicoproteinas e induzindo colapso do muco (MARQUES et al., 2021). E

importante notar que IFN-y e TNF parecem desempenhar um papel duplo
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ambiguo com o curso da doenca. Na fase inicial da doenca, essas citocinas séo
importantes para combater o parasito, mas podem ser prejudiciais quando
produzidos em excesso na fase crénica (CRUZ et al, 2017; FERREIRA, 2014). O
aumento do IFN-g, como observado nesse trabalho, poderia ser também um dos
fatores associados a alta mortalidade observada no presente estudo.

Em relagdo as mucinas intestinais e a infeccdo pelo T. cruzi, trabalho anterior
sugere que a exacerbacdo da infectividade do T. cruzi, como observada na
interacdo do parasito com os componentes do estbmago de camundongo, pode ser
responsavel pela gravidade da doenca de Chagas aguda relatada em surtos de
infecgdo oral (COVARRUBIAS, et al., 2007). Ja outro trabalho, demosntrou que
a invasao das células HeLa por formas metaciclicas ndo foi afetada pela mucina
gastrica, mas foi inibida na presenca de mucina submaxilar (STAQUICINI, et al.,
2010). Sendo assim, a reducdo na quantidade mucinas gastricas observadas nesse
estudo, poderia estar ligada somente a presenca do processo inflamatério e néo
com a presenca do parasito diretamente.

No esdfago observou-se intenso parasitismo tecidual com o passar dos dias
apos a infecgdo no grupo infectado pela via oral, sugerindo que durante a infec¢cdo
pela via oral, provavelmente a principal porta de entrada seja no es6fago,
induzindo a possivel processo inflamatério neste 6rgao.

Os dados apresentados neste trabalho mostram que a via de inoculacédo
influencia do curso da infeccdo, ja que a via intraperitoneal apresentou perfil
distinto da via oral, além disso foi possivel observar que tanto o estbmago quanto
0 esofago apresentaram lesdes, observando uma maior carga parasitaria no
esdfago dos animais infectados pela via oral, sugere-se que a principal porta de
entrada do parasito na infeccdo oral possa ser o es6fago, porem o estdmago ainda
apresentou diversas alteracGes, sugerindo que todo trato digestorio sofra
alteracbes durante a infeccdo pela via oral. Uma vez que também foram
observadas altera¢cdes no duodeno e célon de animais infectados pela via oral com
a cepa VL-10 em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério (MENDES
et al, 2020; CARVALHO, T, 2019).
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O conjunto de dados obtidos neste trabalho demonstrou que a infecgéo oral
é capaz de desencadear um distinto perfil parasitologico, patol6gico e de resposta
imune em comparagdo com a via intraperitoneal, sugerindo que o eséfago, e néo o
estbmago, seja a porta de entrada para o parasito nesse modelo de infeccdo
experimental. Além disso, o presente estudo revelou que a via de infeccéo oral
resulta em alteracdo na producdo de glicoproteinas no estbmago, o que poderia
induzir em alteracdes funcionais no érgao.
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