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RESUMO

Mesmo apresentando um repertério de moléculas de superficie distinto, ambas as
formas infectantes do Trypanosoma cruzi, tripomastigotas metaciclicas - TM -
(transmissdo vetorial) e sanguineas - TS - (transmissdo ndo vetorial), sdo funcionais na
interacdo parasito-hospedeiro e/ou invasdo de células-alvo. Entretanto, a interacao
inicial com o hospedeiro vertebrado pode desencadear uma resposta imune diferenciada
possivelmente relacionada a evolugdo clinica distinta da doenca de Chagas (DC) ao
longo da fase cronica. Estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que na fase
aguda da DC a interacao inicial entre formas TS e o hospedeiro vertebrado induz um
perfil de resposta imunoldgica diferente daquele observado na infeccdo por formas TM.
A infeccdo por TS é mais exuberante e, mesmo com o controle da parasitemia, ndo ha o
estabelecimento de uma resposta imunoreguladora eficaz, levando assim a uma
inflamacéo persistente. A infec¢do por TM é mais silenciosa, promovendo uma resposta
imune capaz nado s6 de controlar o nimero de parasitos durante a fase inicial da infeccéo
como também de estabelecer uma resposta imunoreguladora ao final da fase aguda.
Dessa maneira, 0 estudo da infeccdo por diferentes formas infectantes do T. cruzi na
fase cronica da infeccdo possibilitard uma melhor compreensdo do efeito da fonte do
indculo sobre a interagdo T. cruzi x células do hospedeiro. Além disso, como as
transmisses por via transfusional e congénita em paises ndo endémicos tém sido
reconhecidas como um sério problema sera importante saber o impacto da infeccéo por
TS no curso da DC. Baseado nisso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracdes
relacionadas aos parametros imunoldgicos celulares na fase cronica da infeccdo
experimental de camundongos por formas TS ou TM da cepa Berenice-78 do T. cruzi.
Os resultados mostraram no sangue periférico reducdo de leucdcitos totais e linfocitos
em ambos os grupos infectados e de mondcitos apenas no grupo TS. Os animais
infectados por formas TM apresentaram aumento de células NK e TCD4" circulantes. A
avaliacdo da producdo de citocinas intracitoplasmaticas por esplendcitos demonstrou
aumento do percentual de células TCD4" produtoras de TNF-o. no grupo TS e de IL-
10" no grupo TM. Por outro lado houve reducdo do percentual de células TCD8" IFN-
y"no grupo TM. Também foi verificado aumento significativo no percentual das
citocinas TNF-a, IFN-ye IL-10 produzidas por linfécitos B no grupo TM. A avaliacédo
da expressdo de citocinas no coracdo mostrou reducdo da expressao do mRNA da
citocina TNF-a.no grupo TM e aumento das citocinas IL-10 e TGF-B no grupo TS.
Qualitativamente foram observadas células inflamatdrias no coracdo dos animais dos
dois grupos, TS e TM. Porém, quantitativamente ndo houve diferenca significativa entre
eles, mesmo que no grupo TS seja observado um maior numero de células
inflamatdrias. Por outro lado, observou-se aumento significativo da area de fibrose nos
grupos TS e TM em relacdo ao controle e maior area de fibrose no TM quando
comparado ao TS. Diante destes resultados, sugere-se que a infeccdo por TM ja se
resolveu aos 180 dias, com um perfil de citocinas anti-inflamatério e evolugéo para um
quadro de resolucdo por fibrose mais expressivo. No grupo TS ha um perfil de citocinas
ainda pro-inflamatorio, com um quadro de fibrose cardiaca em ascenséo, como indicado
pela presenca de TGF-B, sugerindo que provavelmente a infec¢do por TS evolui para
um quadro resolutivo mais tardio e grave.



ABSTRACT

Despite presenting a distinct repertoire of surface molecules, both infective forms
of Trypanosoma cruzi, metacyclic trypomastigotes - MT - (vectorial transmission) and
blood trypomastigotes - BT - (no vectorial transmission), are functional in the host-
parasite interaction and / or invasion of target cells. However, the initial interaction with
the vertebrate host can trigger an immune response that is differentiated and possibly
related to distinct clinical evolution of Chagas disease (CD) during the chronic phase.
Studies of our research group showed that in the acute phase of CD the initial
interaction between BT forms and vertebrate host induces an immune response profile
different from that observed in infections with MT forms. The infection with BT forms
is more striking and even with the control of parasitemia, there is no establishment of an
effective immunoregulatory response, thus leading to persistent inflammation. MT
infection is more silent, promoting an immune response capable of controlling not only
the number of parasites during the initial phase of infection as well as to establish an
immunoregulatory response in the end of acute phase. Therefore, the study of infection
by different infective forms of T. cruzi in the chronic phase of infection will enable a
better understanding of how the source of inoculum may interfere with the T. cruzi/host
cells interaction. Moreover, due to the fact that the transfusion and congenital
transmissions in non-endemic countries are recognized as a serious problem would be
important to know what is the impact of infection with BT forms in the disease course.
Based on this, the aim of this study was to evaluate changes related to cellular
immunological parameters in chronic experimental infection of mice by BT and MT
forms of Berenice-78 T. cruzi strain. The results showed that in peripheral blood, the
infection caused a reduction in total leukocytes and lymphocytes in both infected groups
and a decrease in the number of monocytes in the BT group. The animals infected with
MT forms showed increased of NK and CD4’circulating cells. The evaluation of
intracytoplasmatic cytokine production by splenocytes showed a significant increase in
the percentage of TNF-a,, IFN-y and IL-10 produced by B lymphocytes in MT group. It
was observed an increase in the percentage of CD4" cells producing TNF-a in the BT
group and of CD4IL-10" cells in the MT group. On the other hand, there was a
decrease in the percentage of CD8'IFN-y" cells in the MT group. The expression of
cytokines in heart showed a reduction in mRNA expression of TNF-a in the MT group
and an increase of IL-10 and TGF-fin the BT group. The qualitatively analysis
demonstrated the presence of inflammatory cells in the hearts of animals in both groups,
BT and MT. However, quantitatively there was no significant difference between them,
but in the BT group is observed a greater number of inflammatory cells. On the other
hand, there was significant increase in the area of fibrosis in BT and MT groups
compared to NI and increased fibrosis area in MT compared to BT. Given these results,
it is suggested that the infection has resolved in MT at 180 days, with a profile of anti-
inflammatory cytokines and evolution to a resolution profile followed by a fibrosis
more expressive. In the BT group there is still a profile of proinflammatory cytokines,
with a rising cardiac fibrosis, as indicated by the presence of TGF-, suggesting that
probably infection by BT forms progresses to a later resolutive and severe process.
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INTRODUCAO

1.1- O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A Tripanosomiase Americana ou doenca de Chagas (DC) foi descrita no ano de
1909, pelo médico brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) durante um projeto de
erradicacdo da malaria, em Lassance, no estado de Minas Gerais.

A doenga é causada pelo protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909) e possui como vetores insetos hematofagos da familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae e dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus.
Originalmente de natureza enzodtica, a doenca de Chagas passou a condicdo de
antropozoonose, a partir de interven¢Ges humanas no ambiente silvestre, alterando o
ambiente natural de circulagdo do T. cruzi (DIAS, 2000; COURA et al., 2007).

Estudos sobre os mecanismos de transmissdo mostram que além da vetorial, a
qual ocorre apenas em paises endémicos, ha casos alternativos pela via transfusional
(LEIBY et al., 2002; YOUNG et al., 2007), que € uma importante via de disseminacao
da doenca, pois formas tripomastigotas sanguineas permanecem viaveis em
hemoderivados estocados nos bancos de sangue (PRATA, 2001). As vias oral (Da
SILVA VALENTE et al., 1999; MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006; DIAS et al.,
2008), congénita (GURTLER et al., 2003; DORN et al., 2007; SCHMUNIS et al.,
2007), por transplantes de érgdos (Centers For Disease Control And Prevention, 2006),
por manuseio de animais infectados e acidentes laboratoriais também podem ser
identificadas (PRATA, 2001).

De acordo com os dados da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2010)
existem cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas infectadas no mundo e aproximadamente 90
milhdes correm o risco de infecgdo. Essa zoonose é tipica da América Latina, e esta
presente em paises como Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Coldmbia, Costa
Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México,
Nicaragua, Panam4, Paraguai, Peru, Suriname, Venezuela e Uruguai.

Nas Ultimas décadas, a doenga tem sido observada, devido a alta taxa de
migracdo, em paises ndo endémicos como Alemanha, Australia, Austria, Bélgica,
Canadd, Croécia, Dinamarca, Espanha, Estados Unidos, Franca, Holanda, Italia, Japéo,
Luxemburgo, Noruega, Portugal, Reino Unido, Roménia, Suécia e Suica (SCHMUNIS,
2010).

As principais formas de controle da doenca abrangem as agdes de combate

quimico periodico aos insetos vetores e melhorias habitacionais complementadas por
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INTRODUCAO

rigorosa selecdo soroldgica de doadores de sangue e 6rgdos bem como a realizagédo de
diagndstico precoce e tratamento especifico de individuos infectados (DIAS et al.,
2002).

Programas tradicionais de controle em paises latino-americanos tém focado na
pulverizacdo com inseticidas em casas, edificios e anexos domésticos. Programas
nacionais de controle que visam a interrupcao dos ciclos domésticos e peridomiciliares
de transmisséo envolvendo vetores, reservatdrios animais e seres humanos sdo viaveis e
tém provado ser muito eficazes em areas endémicas (DIAS et al., 2002). Com a
implementacao de programas de eliminacdo da transmissdo pelo vetor e por transfusao
de sangue, coordenados por paises do Cone Sul, houve um decréscimo substancial na
incidéncia epidemioldgica da doenca em varios paises da América Latina (SCHMUNIS,
2007; MONCAYO & SILVEIRA, 2009).

Na auséncia da transmissdo vetorial, aquelas que ocorrem por transfusdo
sanguinea e congénita ganham mais importancia, principalmente em regides nédo
endémicas, como nos Estados Unidos e Europa onde ha um grande ndmero de
imigrantes Latino Americanos (GASCON et al., 2010).

A legislacdo europeia rejeita doacGes de sangue por pessoas com risco de
estarem contaminadas. Entretanto, os rastreamentos nos bancos de sangue ndo s&o
confidveis, uma vez que as informac6es sdo colhidas por formularios e grande parte dos
individuos infectados pelo T. cruzi desconhecem esta condicdo. Nos Estados Unidos,
devido ao elevado numero de casos, algumas regides possuem um rastreamento eficaz
dos bancos de sangue. Neste pais ha raras infeccbes vetoriais, e assim como na Europa,
a grande maioria dos individuos infectados é imigrante. (BERN, 2007; SCHMUNIS,
2007; GASCON et al., 2010).

O T. cruzi, pertencente a classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida e familia
Trypanosomatidae, é caracterizado pela existéncia de um unico flagelo e do
cinetoplasto, uma organela que conttm DNA. O parasito apresenta trés diferentes
formas evolutivas, sendo que no hospedeiro invertebrado, o triatomineo, séo
encontradas as formas epimastigotas e TM, enquanto, no hospedeiro vertebrado séo
encontradas as formas amastigotas, as quais séo formas replicativas e as formas TS.

Ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado o triatomineo ingere as
formas TS, que ao alcancarem o estdmago, sob condicdes de pH e temperatura
especificas, se transformam em formas epimastigotas e seguem para o intestino onde se

reproduzem por divisdo binaria simples longitudinal e se instalam permanentemente.

3



INTRODUCAO

Chegando ao reto, as formas epimastigotas se diferenciam em formas tripomastigostas
metaciclicas que sdo eliminadas junto as fezes e urina dos triatomineos durante o
repasto sanguineo, podendo estas penetrar pela mucosa, conjuntiva ou pele lesionada.
As formas TM podem invadir diferentes tipos de células do hospedeiro vertebrado
incluindo as dos mdasculos estriado e liso, fibroblastos, macrofagos e células de
Schwann, onde se transformam em amastigotas, que sofrem vérias replicacfes se
diferenciando em TS, que sdo assim liberadas na corrente sanguinea, infectando células
e disseminando assim a infeccdo para os diferentes tecidos e 6rgdos (LEITE et al., 1998;
RASSI et al., 2000; TYLER & ENGMAN, 2002; ANDRADE & ANDREWS, 2005).
Apos a infeccdo o individuo passa pelos periodos de incubagdo, periodo entre a
penetracdo do agente etiologico e o aparecimento dos primeiros sintomas clinicos da
doenca, e pré-patente, entre a penetracdo do agente etiolégico e o aparecimento das
primeiras formas detectaveis do agente etioldgico. Esses periodos sdo bastante variaveis
dependendo da via de penetracdo, do inoculo, da cepa do parasito e das condi¢des do

paciente.

1.2 - As formas da doenca de Chagas

A DC apresenta duas fases distintas. Inicialmente um periodo de curta duracéo,
denominado de fase aguda, seguido por uma fase de longa duracdo, a fase crénica, que
persiste por toda a vida do hospedeiro.

A fase aguda, com duracdo aproximada de 6 a 8 semanas, é caracterizada por
parasitemia patente, parasitismo tecidual e processo inflamatério intenso, composto de
células T e macrdéfagos o que é essencial para o controle da replicacdo do parasito
(ANDRADE, 1985; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004; ANDRADE & ANDREWS,
2005; HARDISON et al., 2006).

Dependendo do ponto de entrada do parasito no corpo, o primeiro sinal da
infeccdo pelo parasito pode ser uma lesdo de pele, denominada chagoma de inoculagao,
ou pode ocorrer edema ocular bipalpebral unilateral com aumento dos ganglios
linfaticos locais, o Sinal de Romafia, e febre com duracdo de varias semanas. A maioria
dos casos sdo assintomaticos ou oligossintomaticos, apresentando linfadenopatia,
esplenomegalia e/ou edema e quadro febril. (PRATA, 2001; GOLGHER &
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GAZZINELLLI, 2004). Nessa fase os sintomas sdo geralmente pouco diferenciados, mas
pacientes imunossuprimidos e criancas podem desenvolver uma forma mais grave de
infeccdo, com envolvimento cardiaco e encefalomielite, podendo causar a morte
(ZHANG & TARLETON, 1999; ANDRADE & ANDREWS, 2005).

As principais lesdes ocorrem no tecido cardiaco e a intensidade dessas lesdes
estd diretamente relacionada aos niveis de parasitemia e a carga parasitéaria tecidual.
Além dos ninhos parasitarios e focos inflamatoérios constituidos predominantemente por
células mononucleadas, com varios graus de alteracbes degenerativas nas fibras
musculares, além do processo de necrose (ANDRADE, 1985; PARADA et al., 1997).

A evolugdo da fase aguda para a fase cronica € acompanhada pelo gradativo
desaparecimento das manifestacdes clinicas e diminuicdo da parasitemia, devido ao
controle da proliferacdo do parasito pelo sistema imune (D’AVILA, 2009). Entretanto,
as sequelas das lesbes desenvolvidas na fase aguda podem ter consequéncias
patofisioldgicas na fase cronica da doenca (ANDRADE, 1991).

A DC cronica, em humanos, pode-se apresentar clinica ou anatomo-
patologicamente, em quatro formas: assintomatica, cardiaca (miocardiopatia chagasica),
digestiva (megacolon e/ou megaes6fago) ou mista (cardiaca e digestiva).

A ocorréncia de manifestacdes cardiacas e digestivas simultaneas caracteriza a
forma mista da doenca (TANOWITZ et al., 1992; PRATA, 2001).

A maioria dos individuos, aproximadamente 70%, permanece na forma
assintomatica, também nomeada como forma indeterminada da doenca (TANOWITZ et
al., 1992; PRATA, 2001). Nesta fase, o individuo apresenta auséncia de sinais e
sintomas, exames eletrocardiogréficos e radiol6gicos do térax e abdomén normais e
parasitemia baixa ou ausente.

Aproximadamente 30% dos individuos infectados desenvolvem a fase cronica
sintomatica em um periodo variavel de 10 a 30 anos apds a infeccdo (DIAS, 1989;
BRENER E GAZZINELLLI, 1997; MONCAYO, 1999), podendo evoluir para as formas
clinicas cardiaca ou digestiva, consideradas as principais causas de morbidade e
mortalidade na DC (PRATA, 2001).

Cerca de 5% a 10% dos pacientes podem evoluir para a forma digestiva da
doenca (PRATA, 2001), que apresenta diversidade de sintomas clinicos, variando desde
uma leve dificuldade durante a degluticdo (megaes6fago) a severas dilatacdes das
estruturas intestinais (megacolon). Nessa forma da doenca, ocorre redugdo no nimero

de neur6nios, caracteristica da denervacdo dos plexos mioentérico e/ou submucoso
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(ADAD et al., 1991; 2001), sendo o megaesdfago associado a uma perda de cerca de
85% dos neurdnios, e o megac6lon a um dano neuronal de pelo menos 50%
(KOBERLE, 1968).

PEREZ-FUENTES et al. (2007), observaram, na fase cronica, altos niveis
plasmaticos de 6xido nitrico (NO) em pacientes com a forma cardiaca descompensada
quando comparados com pacientes com cardiopatia mais branda, sugerindo papel do
NO sistémico na cardiopatia dilatada. Além disso, diferentes estudos demonstraram
predominio de linfécitos TCD8" em relagio aos linfocitos TCD4" na miocardite
chagasica cronica (TOSTES JUNIOR et al., 1994; HIGUCHI et al., 1997; REIS et al.,
2000). Portanto, a presenca dos linfocitos TCD8" no tecido cardiaco pode estar
associada a lesdo tecidual, devido a acdo imunopatoldgica destas células contra o
hospedeiro, podendo assim causar cit6lise com destruicdo da miofibra cardiaca (CUNA
& CUNA, 1995). Entretanto, os linfocitos TCD8* podem ter papel protetor,
principalmente durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi (TARLETON, 1991,
1995; DUTRA et al., 1997; BRENER E GAZZINELLI, 1997).

De acordo com DIAS (2000), a intensidade da doenca crénica esta relacionada
com a intensidade da infeccdo aguda inicial. A presenca do parasito, no tecido cardiaco,
pode induzir alteragfes microvasculares que podem evoluir para uma degeneracao
cardiaca e inflamacdo crénica (FACTOR & SONNENBLICK, 1985; MORRIS et al.,
1990; PETKOVA et al., 2001).

Os espacos deixados pelas fibras cardiacas destruidas sdo substituidos pelo
coldgeno. A hipertrofia dos midcitos restantes ocorre em paralelo. A deposicao
excessiva de colageno resulta na substituicdo da arquitetura normal do tecido e
comprometimento de sua atividade funcional. Estudos histolégicos observaram que a
miocardite pode estar associada ao parasitismo de alguns cardiomidcitos, com a
infiltracdo de linfécitos e macrdfagos difusos ou locais, agregacdo plaquetaria nos
capilares, intensiva deposicdo de tecido fibroso evidenciando os processos de
degeneracéo, fibrose e necrose. (ANDRADE, 1985; ANDRADE et al., 1994).

Camundongos sobreviventes a um longo periodo de infecgdo pelo T. cruzi
podem desenvolver miocardite intensa e lesdes na inervagdo autdbnoma do coragdo
(TAFURI, 1970; MACHADO et al., 1975), na microcirculagdo (FACTOR &
SONNENBLICK, 1985;) e mudancas eletrocardiograficas, parecidas com as
encontradas na miocardite chagésica humana (LAGUENS et al., 1981a).
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As razbes pelas quais a DC se manifesta de formas distintas e a gravidade das
mesmas permanece desconhecida. A prevaléncia de diferentes formas clinicas da
doenca varia de acordo com a regido geogréafica (COURA et al., 1983; PRATA, 2001),
mas as causas destas heterogeneidades clinicas e epidemiologicas ndo sdo
completamente compreendidas (MACEDO et al., 2004; LAGES-SILVA et al., 2006).
Sabe-se, no entanto, que as diferentes manifestagdes clinicas sdo dependentes de fatores
relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro, dentre eles pode-se citar, o tipo de
cepa do parasito, o tropismo tecidual, a carga parasitaria, 0 tempo de infeccdo, a
natureza da resposta imune e a genética do hospedeiro (VAGO et al., 2000 ; DUTRA et
al., 2005; BRAZAO et al., 2008).

1.3 - Interacdo Parasito x Hospedeiro

A interacdo do T. cruzi com a celula hospedeira inicia-se com a adesdo do
parasito a superficie celular da mesma, entretanto, nem todos 0s parasitos que estdo
aderidos a essa superficie permanecem fixos a ela. O grau de adesdo varia de acordo
com a cepa do parasito, com a forma evolutiva (nem todas as formas evolutivas aderem
a célula hospedeira) e com o tipo celular do hospedeiro (De CARVALHO, 2008).

O processo de adesdo e invasdo da célula hospedeira pelo parasito envolve a
participacdo de diversas moléculas de superficie do parasito ancoradas em moléculas
GPI (glicosilfosfatidilinositol) de membrana (PREVIATO et al., 1985; YOSHIDA et
al., 1989; SCHENKMAN et al.,1993; ACOSTA SERRANO et al., 2001). As formas
tripomastigotas do T. cruzi, ndo sintetizam acido sialico, (SCHAUER et al., 1983), mas
possuem glicoproteinas de acdo enzimaética localizadas na superficie da membrana
denominadas transialidases responséveis pela captacdo deste &cido sialico na célula
hospedeira através de moléculas do tipo mucinas ligadas por ancora de GPI na
superficie do parasito (PREVIATO et al, 1985, YOSHIDA et al., 1989;
SCHENKMAN et al.,1993; ACOSTA SERRANO et al., 2001). Este fendbmeno &
importante para o processo de interacdo com a célula hospedeira e interiorizacdo do
parasito (RODRIGUEZ et al., 1999).

Embora tenha sido demonstrado que as formas TS e TM sejam funcionais em
relacdo a interacdo parasito-hospedeiro e/ou invasdo da célula-alvo (RAMIREZ et al.,

1993) elas diferem quanto as moléculas presentes na sua superficie.

7



INTRODUCAO

As formas TS possuem em sua membrana GPI mucinas purificadas, ancoradas
em glicosilfosfatidilinositol, que iniciam potencialmente a resposta pro-inflamatoria,
podendo ser 100 a 1000 vezes mais reativas na inducdo de citocinas pré-inflamatorias
Interleucina - 12 (I1L-12), Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e NO por macr6fagos
(CAMARGO et al., 1997a; CAMARGO et al., 1997b; ALMEIDA et al., 2000). Por
outro lado, glico-inositol-fosfolipidios (GIPLs), extraidos da membrana celular de
formas epimastigotas e TM do T. cruzi, exercem funcdo supressiva na ativagdo de
macrofagos e células dendriticas, inibindo assim a secrecdo de TNF-o e IL-12
(ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

Estudos referentes ao processo de interagdo das formas TS do T. cruzi com as
células hospedeiras indicam que essas utilizam uma glicoproteina (70-200kDA),
membro da familia das transialidases, que leva a mobilizacgdo de Ca*'
intracitoplasmatico participando assim do processo de internalizacdo do parasito. A
glicoproteina 85 (gp85), uma molécula também pertencente & familia das transialidases,
possui ligantes para laminina e fibronectina e apresenta uma intima relacdo com a
fosfoinositol-3-quinase (P1-3K), sendo que tratamentos que visam bloquear esta
interacdo diminuem drasticamente o processo de penetracdo do T. cruzi na célula
hospedeira (TODOROQV et al., 2000; YOSHIDA, 2006).

As formas TM do T. cruzi, que apresentam elevada capacidade infectiva, ligam-
se a superficie da célula hospedeira por meio de moléculas, como as @gp82;
oligopeptidase B, trans-sialidases e cruzipaina. Essas moléculas de superficie induzem a
ativacdo de proteinas tirosina kinases (PTK), acionando mecanismos de sinaliza¢do
celular envolvendo a ativacdo da fosfolipase C (PLC) e, consequentemente, a geracdo
de fosfatidilinositol 1,4,5-Fosfato (PIP3). Estes eventos culminam na mobilizacdo de
Ca®* dos seus estoques intracelulares, provavelmente do reticulo endoplasmatico, com
um papel chave no processo de recrutamento de lisossomo e sua fusdo na membrana
celular. Além disso, gp82 induz o desagrupamento da actina auxiliando no processo de
internalizacdo, muito importante para algumas células ndo fagociticas (BURLEIGH
&ANDREWS, 1995; BURLEIGH et al., 1997; YOSHIDA et al., 2000; YOSHIDA,
2006; FERREIRA, 2006).

Aspectos relacionados a variabilidade com que as formas do T. cruzi interagem
com as celulas hospedeiras podem ocasionar implicacfes fundamentais na resposta

imune contra este parasito e, consequentemente, na evolucéo clinica da DC.
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As formas sanguineas diferem das metaciclicas, uma vez que as ultimas,
aparentemente, ndo estdo envolvidas no inicio do processo inflamatério, provavelmente
devido a diferenciacdo na composicdo génica. CARNEIRO et al. (2007) demonstraram
que durante a fase aguda da infeccdo, de cdes, pelas formas TM ou TS da cepa
Berenice-78 (Be-78) do T. cruzi, ocorre um predominio dos linfocitos TCD8" no sangue
periférico no grupo TM em relagdo ao grupo TS e grupo controle. Andlises das
diferentes regides cardiacas verificaram maior expressdo da enzima iNOS e maior
producdo de 6xido nitrico (NO) sérico no grupo TM, quando comparado aos animais
ndo infectados e infectados por formas TS. O aumento dos niveis de NO no grupo TM
pode ser um dos fatores determinantes da menor parasitemia observada neste grupo. Por
outro lado, no grupo TS houve um maior processo inflamatério cardiaco em relagdo ao
TM no final da fase aguda (VIEIRA et al., 2009).

VIEIRA et al. (2012) demonstraram, em modelo murino, que a interacdo inicial
entre formas TM e o0 hospedeiro vertebrado na fase aguda induz um perfil de resposta
imunolégica diferente daquela observada na infeccdo com formas TS. Dessa maneira,
observou-se que a infeccdo por formas TM ocorre de forma mais silenciosa,
promovendo uma resposta imune capaz ndo sO de controlar o nimero de parasitos
durante a fase aguda da infeccdo como também de estabelecer uma resposta
imunoreguladora ao final da fase aguda, limitando assim o desenvolvimento das lesdes
associadas a DC. Entretanto, a infeccdo por formas TS ocorre de uma maneira mais
alarmante e apesar de haver o controle da parasitemia, ndo ha o estabelecimento de uma

resposta imunoreguladora eficaz, levando a uma inflamacéo persistente.

1.3 - Resposta Imune

A resposta imune do hospedeiro apresenta importante papel no controle da
infeccdo causada pelo T. cruzi. Ao entrar em contato com as células do hospedeiro, 0s
antigenos do parasito desencadeiam uma série de eventos, para que haja a eliminagdo do
patdgeno. Tanto o parasito quanto a resposta imune podem persistir por um longo
periodo no organismo hospedeiro, resultando em lesbes teciduais caracteristicas da
doenca (TARLETON, 2001). Em cada fase da DC, existe uma resposta imune
especifica com repertério de células, citocinas e outras substancias que reduzem a carga
parasitaria, auxiliando na defesa do organismo que podem estar envolvidos no
desenvolvimento da doenga (JANEWAY, 2001).
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A resposta imune durante a infeccdo inicial pelo T. cruzi é crucial na distingdo
das formas clinicas da doenca crbnica. Fatores celulares e moleculares inerentes ao
hospedeiro estdo envolvidos na resisténcia a infeccdo pelo parasito seja in vivo ou in
vitro, destacando-se a producdo de quimiocinas, citocinas e NO (VESPA et al., 1994;
VILLALTA et al.,, 1998). A resisténcia do hospedeiro durante a DC experimental
depende tanto da imunidade inata quanto da adquirida e requer atuacdo de diversas
células incluindo as células NK, células B, células TCD4" e TCD8" (ROTTENBERG et
al., 1988; RUSSO et al., 1988; ALIBERTI et al., 1996;).

A ativacdo precoce do sistema imune inato estd envolvida, aparentemente, na
resisténcia do hospedeiro ao T. cruzi. A estimulacdo da sintese de 1L-12 e TNF-a pelos
macrofagos ativam as células NK que passam a produzir IFN-y, favorecendo a
diferenciacdo dos linfécitos T no fendtipo Thl, que consiste na principal populacdo
celular produtora de IFN-y. Os macrofagos ativados pelo IFN-y e TNF-a irdo produzir
NO, um dos principais responsaveis pelo controle da replicacdo do parasito na fase
aguda da doenca (HOLSCHER et al., 1998; KUMAR & TARLETON, 2001;
MICHAILOWSKY et al., 2001).

Durante a fase aguda da infeccdo, a producdo de citocinas de perfil Thl
(inflamatdrias) responsaveis pela ativacdo de macréfagos e diferenciacdo e proliferacdo
de linfocitos TCD8" é necessaria para limitar a multiplicacdo do parasito em pacientes
chagasicos. Além disso, linfocitos TCD4" mostram-se necessarios, mas ndo suficientes
para controlar a infeccdo pelo T. cruzi em modelo murino (HOFT et al., 2000).
Entretanto, um aumento na producdo de IL-10 durante a fase cronica auxilia o
hospedeiro a evitar um processo patoldgico induzido por citocinas do perfil Thl
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000)

Por muito tempo acreditou-se que a resposta imunoldgica tipo Thi,
desencadeada frente a infeccdo pelo T. cruzi, levava ao controle da infec¢do e
consequente eliminagdo do parasito (HOFT et al., 2000; FERRAZ et al., 2009).
Entretanto, tem sido mostrado que alguns componentes da resposta imune, como a IL-
10 na fase aguda e a IL-4 na fase cronica, atuam de maneira sinérgica e benéfica no
controle do processo inflamatério podendo reduzir o dano tecidual (O’GARRA, 1998;
SALES-JUNIOR et al., 2008; GUEDES et al., 2009). Citocinas como IL-4 (padrdo
Th2), TGF-p e IL-10 possuem acdo anti-inflamatoria e sdo capazes de inibir a ativacdo

dos macrofagos induzidos por IFN-y, inibindo tanto a liberagdo dos metabolicos toxicos
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quanto a diferenciacdo de células Thl (REED et al., 1994; ABRAHAMSOHN, 1998;
BRODSKYN & BARRAL-NETO, 2000).

Diferentes mecanismos relacionados a resposta imune tém sido propostos e
apresentados como elos no estabelecimento e manutencdo das diferentes formas clinicas
na fase crénica da DC.

O estudo do sangue periférico de pacientes na fase cronica da DC demonstra
grande namero de linfocitos T e B circulantes (DUTRA et al., 1994). No contexto da
imunomodulacao, diferentes citocinas sdo importantes para determinar a morbidade da
DC. Trabalhos sugerem uma correlacdo entre a producdo de IFN-y e o desenvolvimento
da forma cardiaca grave e o papel da IL-10 no controle da imunopatologia (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2000; GOMES et al., 2003).

A imunidade mediada por células T durante a forma clinica indeterminada
recente da DC pode representar um fenébmeno restrito aos focos inflamatorios,
considerando relatos prévios da presenca de células T, principalmente linfocitos TCD8",
no infiltrado inflamatério do tecido cardiaco de individuos infectados pelo T. cruzi.
Estudo realizado em modelo experimental murino demonstrou que o aparecimento no
coragdo de células T produtoras de citocinas esta correlacionado com o aumento local
da expressdo de moléculas de adesdo celular, o que seria consistente com a migracdo de
linfocitos T para o foco inflamatério (FUENMAYOUR et al., 2005).

E bem aceito que a auséncia da doenca em individuos infectados pelo T. cruzi
esta associada a capacidade de regulacdo da resposta anti-T. cruzi, responsavel pelo
controle da parasitemia e do dano inflamatorio tecidual, caracteristicos da DC
(BRENER et al., 1997). Certamente, o dano tecidual frente a inflamacéo deve ser mais
grave na auséncia de mecanismos reguladores que envolvem tanto a resposta imune
inata eficaz quanto a adaptativa. (BLUESTONE & ABBAS, 2003; PICCIRILLO &
SHEVACH, 2004; BELKAID & ROUSE, 2005).

Varios mecanismos pelos quais as células T reguladoras realizam suas atividades
moduladoras tém sido propostos, incluindo a inibicdo da atividade citotoxica pela
regulacdo negativa de IL-12 e em linfocitos TCD8" ou através de contato direto com
essas células efetoras (PICCIRILLO & SHEVAC, 2001; GROSSMAN et al., 2004;
O'GARRA & VIEIRA, 2004; TRZONKOWSKI et al., 2004; CASSIS et al., 2005,).

A mobilizacao do sistema imune é essencial na reducéo da carga parasitaria, mas
por outro lado, eventualmente contribui para o aparecimento das manifestacdes clinicas
crbnicas devido as respostas autoimunes (ENGMAN & LEON, 2002). Apesar de todas
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as tentativas do sistema imune, o parasito pode persistir indefinidamente no hospedeiro,
assim como a atividade imunoldgica com consequente lesdo tecidual e alteracdes
histoldgicas e funcionais, caracteristicas da doenca.

A escassez de parasitos contraposta a intensidade e extensdo das lesbes, assim
como o prolongado periodo de laténcia que precede essas lesGes, tem levado diversos
autores a avaliarem o envolvimento de fatores autoimunes na patogénese da leséo
chagésica. Alguns autores apontam para a existéncia de reacdo cruzada entre 0s
componentes autdlogos e antigenos do T. cruzi (WOOD et al., 1982; ACOSTA &
SANTOS-BUCH, 1985; KIERSZENBAUM, 1986; VAN VOORHIS & EISEN, 1989;
LEVITUS et al., 1991; CUNHA-NETO et al., 1995, CUNHA-NETO et al, 1996; AL-
SABBAGH et al., 1998; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000, MONTRAN et al., 2000).

A persisténcia do parasito e/ou a autoimunidade no individuo infectado
contribuem para o desenvolvimento da doenca e patogenicidade (SOARES, et al.,
2001). Antigenos persistentes do T. cruzi podem se tornar focos para as células T
especificas mediando o processo de hipersensibilidade tardia (DTH), que conduz a
lesbes nos tecidos dos hospedeiros (BEN YOUNES-CHENNOUFI et al., 1998;
ZHANG & TARLETON, 1999; TARLETON, 2001).

A presenca do T. cruzi faz com que o sistema imunoldgico, respostas imunes
celular e humoral, do hospedeiro vertebrado sejam estimuladas. Além disso, a presenca
de linfocitos e macréfagos nos infiltrados inflamatdérios pode estar diretamente
relacionada a producdo de citocinas que induziriam a destruicdo tecidual com a
posterior inducdo de fatores de crescimento que ativam a formagéo de tecido fibroso
cicatricial (REIS et al., 1997; WAGHABI et al., 2002; GUEDES et al., 2007; 2009) O
balanco entre a produgdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias ¢ um fator
relevante na patogénese da DC podendo ser a principal forma de se controlar a
morbidade durante a fase cronica da doenca (DUTRA et al., 1997; GOMES et al.,
2003).

O sistema imune do hospedeiro ndo é capaz de eliminar totalmente a infecg&o.
Assim, a permanéncia do T. cruzi no organismo mantém a produgdo de compostos
citotoxicos. A resposta inflamatéria desencadeada pela presenca do parasito no tecido
possui importante papel na protecdo contra a infec¢do, no entanto, essa mesma resposta
pode contribui para patologia da doenca. Desta forma se torna importante a regulacao
desta, para que ndo ocorra exacerbacdo das lesdes inflamatorias (RODRIGUES et al.,
2010).
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JUSTIFICATIVA

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que na fase
aguda da DC experimental a interacéo inicial entre TS e 0 hospedeiro vertebrado induz
um perfil de resposta imunoldgica diferente daquele observado na infeccdo por TM. A
infeccdo por TS € mais exuberante e, mesmo com o controle da parasitemia, ndo ha o
estabelecimento de uma resposta imunoreguladora eficaz, levando assim a uma
inflamagdo persistente. Por outro lado, a infeccdo por TM € mais silenciosa,
promovendo uma resposta imune capaz ndo sO de controlar o nimero de parasitos
durante a fase inicial da infeccdo como também de estabelecer uma resposta
imunoreguladora ao final da fase aguda, limitando assim o desenvolvimento das leses
associadas a DC.

Desse modo, a andlise da infeccdo de camundongos por diferentes formas
infectantes, TS e TM, da cepa Berenice-78 do T. cruzi no decorrer da fase cronica da
infecgdo possibilitard uma melhor compreensdo de como a fonte do indculo pode
interferir na interagdo T. cruzi/hospedeiro, além de contribuir para o entendimento da
histéria natural da doenca e de seus mecanismos imunoldgicos, fendmenos de
resisténcia e patogénese. Além disso, devido ao fato de que as infecgdes transfusional e
congénita em paises ndo endémicos sdo reconhecidas como um sério problema seria

importante saber qual o impacto da infec¢do por TS no curso da doenga.
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OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar as alteracGes imunopatologicas durante a fase cronica da infecgédo
experimental de camundongos por formas TS ou TM da cepa Berenice-78 do

Trypanosoma cruzi.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1 - Investigar o perfil hematoldgico;

3.2.2 - Identificar o fenotipo das células mononucleares (TCD4", TCD8", CD19" e NK)

do sangue periférico;

3.2.3 - Analisar o fenotipo dos esplendcitos e das citocinas (TNF-a, IFN-y, 1L-10)

presentes no citoplasma dessas células.

3.2.4 - Avaliar os niveis teciduais das citocinas IL-12, TNF-a, IFN-y, 1L-10 e TGF-

B no coragéo;

3.2.5 - Quantificar o infiltrado inflamatorio e a fibrose cardiaca.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais e Infeccdo pelo T. cruzi

Foram utilizados 60 camundongos Swiss, machos, provenientes do setor de
Criacdo do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto. Os
animais foram distribuidos em trés grupos experimentais: N&o infectados (NI),
infectados com formas tripomastigotas sanguineas (TS) e infectados com formas
tripomastigotas metaciclicas (TM), como demonstrado no delineamento experimental
(Figura 1).

Os camundongos, dos grupos TS e TM, com 30 dias de idade, foram inoculados
com 5x10° formas TS ou TM pela via intraperitoneal. As formas TS foram obtidas de
camundongos infectados pela cepa Be-78 (T. cruzi Il). Esta cepa é mantida por nosso
laboratdrio através de passagens quinzenais em camundongos Swiss. As formas
metaciclicas desta mesma cepa foram obtidas de ninfas de Triatoma infestans
provenientes da col6nia de triatomineos do Laboratério de DC (UFOP), alimentadas em
camundongos infectados pela mesma cepa.

Os animais foram acompanhados ao longo da fase aguda, na qual foi realizada a
parasitemia e avaliacdo da taxa de mortalidade dos mesmos (VIEIRA et al., 2012). O
acompanhamento foi realizado até aos 180 dias apés a infeccdo, considerada fase

crbnica em camundongos.

4.2 - Necropsia

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados 180 dias apds a infeccéo
(DAI). No momento da eutandasia, 300ul de sangue, de cada animal, foram coletados
com o objetivo de realizar o leucograma (100ul) e a imunofenotipagem (200ul).

Durante a necropsia foram coletados fragmentos do coracdo, para a
quantificacdo de citocinas, do infiltrado inflamatorio e da fibrose cardiaca. O bacgo foi
coletado para a realizacao da cultura dos esplendcitos. Todas as etapas, demonstradas no

delineamento experimental foram realizadas em duplicata (Figura 1).
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Camundongos Swiss (n= 60)

(n =20)

Necropsia (180 DAI)

Sangue Baco Coracao

Leucograma e
Imunofenotipagem do
Sangue Periférico
Fendtipo das Células e
Producéo de Citocinas
Niveis Teciduais de
Citocinas
Processo Inflamatorio
Neoformacéo de
Colageno

Figura 1. Camundongos Swiss, machos, divididos em trés grupos experimentais: NI (ndo
infectados), TS (infectados com formas tripomastigotas sanguineas) e TM (infectados com
formas tripomastigotas metaciclicas). A necropsia foi realizada aos 180 DAI. O sangue
periférico, de todos os animais, foi coletado para realizacdo do leucograma e imunofenotipagem
do sangue periférico. O coracdo, de cinco animais, foi coletado para a quantificacdo do processo
inflamatdrio e fibrose cardiacos. O coragdo e bago, dos cinco animais restantes, foram coletados
para a avaliagdo dos niveis teciduais de citocinas através da técnica de Real Time - PCR. O bago
foi utilizado para a realizagdo da cultura de esplendcitos. Os protocolos foram realizados em
duplicata.
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4.3 - Leucograma

Foram coletados, de cada animal, 100pL do sangue periférico em EDTA. O
perfil hematologico do sangue dos camundongos foi determinado utilizando-se o
contador hematologico veterindrio automatico (BC-2800VET, Mindray) pelo qual
avaliou-se a série branca (linfocitos, mondcitos e granulocitos).

Para contagem diferencial de células foram confeccionados esfregagos
sanguineos, corados pelo método do Pandtico Réapido InstantProv (Newprov®) e

avaliados por microscopia Optica em objetiva de imersao para analise do leucograma.

4.4 - Imunofenotipagem do sangue periférico

Dentre os parametros imunoldgicos foi realizada a caracterizagdo das células
mononucleares (TCD4", TCD8", CD19" e NK). Para isso, foram coletados 200uL do
sangue periférico de cada animal.

Em tubos de poliestireno 12x75mm, adicionou-se 2uL do anticorpo monoclonal
especifico para o marcador de superficie celular de interesse conjugado com
fluorocromo (Tabela 1). Para cada tubo com anticorpo monoclonal, foram adicionadas
aliquotas de 25yl de sangue periférico total coletado em EDTA. Apo6s
homogeneizacdo, em vortex, as preparacbes foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram submetidas a
lise dos eritrcitos, utilizando 2mL de solucdo de lise diluida 10 vezes em &gua
destilada. Posteriormente a nova homogeneizacdo em vortex, as preparacdes foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e entdo submetidas a centrifugacéo
(340g, 7 minutos a 18°C). O sobrenadante foi descartado e os leucdcitos lavados com
3mL de PBS (pH7,4), empregando-se as mesmas condi¢cbes de centrifugagéo
anteriormente citadas. Numa etapa final, os leucocitos foram fixados com 200uL de
solucdo fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1 % de cacodilato de sodio, 6,67g/L de
cloreto de sodio, pH 7,2). Apés um periodo de pelo menos 15 minutos a 4°C, os
parametros fenotipicos e morfométricos das células presentes em cada tubo foram
determinados no citometro de fluxo (FACScalibur® - Becton Dickinson). O programa
CELLQuest® foi utilizado para a aquisi¢cdo de dados e o programa o FlowJo® para a

analise dos resultados empregando diferentes estratégias.
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para anélise
de populacGes e subpopulagdes celulares.

" Anticorpos  Fluorocromo  Fabricante  Clone  Fenotipo alvo no estudo
Anti-CD4 FITC Caltag RM4-5 Linfocitos T auxiliares
Anti-CDS8 FITC Caltag SH10 Linfocitos T citotoxicos
Anti-CD19 FITC Caltag 6D5 Linfo6citos B

Anti-CD49b FITC Pharmingen DXS5 Células NK
Anti-IgG2a FITC Caltag - Controle de isotipo

4.5 - Avaliacdo fenotipica de esplendcitos

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados no 180° DAI para a coleta do bacgo

para a realizacdo da cultura dos esplendcitos.

4.5.1 - Cultura de células esplénicas

As suspensdes de células do baco foram preparadas de acordo com o método
descrito por TAYLOR et al. (1987). O 6rgao foi retirado e colocado em um macerador
de tecido de vidro com 10 mL de RPMI. Posteriormente, apds a retirada dos debris, a
suspensdo celular foi transferida para um tubo conico de 15 mL e centrifugada a 290g
por 7 minutos. Aliquotas de 1000pL de células esplénicas (1x 10’/mL) foram incubadas
na presenca apenas de meio de cultura RPMI, por 12 horas em estufa de CO, com 5%
de umidade a 37°C. Os tubos foram retirados da estufa e acrescidos com Brefeldina A -
BFA (10 pg/ml, Sigma) permanecendo incubados por mais 4 horas. A BFA é utilizada
para inibir a secregdo da citocina, mantendo-a no interior do complexo de Golgi. Ao
término da incubacéo, as culturas foram tratadas com 200uL EDTA (Sigma), numa
concentracdo final de 20 mM, e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Este
procedimento bloqueia o processo de ativacao posterior das células e garante a obtencéo
de resultados padronizados. Posteriormente ao tratamento com EDTA, as células foram
lavadas com 3mL de tampé&o de lavagem - PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumina
sérica bovina - BSA e 0,1% de azida sodica), por centrifugacdo a 290g durante 7
minutos a 18°C.
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Apos a dltima lavagem, as células foram ressuspendidas em 2 mL de PBS-W.
Em seguida, as amostras foram incubadas com anticorpos anti-moléculas de superficie
conjugadas com fluorocromos FITC (CD4", CD8*, CD19" e CD49b") por 30 minutos
ao abrigo da luz. Apds a etapa da identificacdo das populagdes celulares, procedeu-se a
lise dos eritrocitos e a fixacdo dos leucdcitos pelo tratamento com 2mL de solucéo de
lise por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos a fixagdo, a
suspensdo de leucdcitos foi centrifugada a 290g durante 7 minutos a 18°C, o
sobrenadante descartado e as células permeabilizadas com 2mL de solugédo
permeabilizante - PBS-P (PBS-W e 0,5% de saponina - Sigma), por 10 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds a permeabilizacdo, as suspensdes de
leucdcitos foram centrifugadas a 290g durante 7 minutos, o sobrenadante descartado e
as células lavadas com 3mL de PBS-W. Em seguida, as células foram ressuspendidas
em PBS- W. Apo6s a suspensdo das células, procedeu-se a marcacdo das citocinas
intracitoplasmaticas em placas de 96 pogos e fundo em “U”. Para isso, aliquotas de
30uL das suspensodes celulares foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz na presenga de 20uL da suspensdo de anticorpos anti-Citocinas
conjugados com o fluorocromo PE (anti-IL-10, anti-TNF-o € anti-IFN-y - Tabela 3), e
previamente diluidos a 1:50 em PBS-P estéril com 10% de soro normal de Rato. Apds a
incubacdo, as células foram lavadas com 100pL de PBS-P e, em seguida, com 200puL de
PBS-W. As preparacdes celulares foram entdo fixadas em 200uL de solucao fixadora e
estocadas a 4°C ao abrigo da luz até a sua leitura no citdbmetro de fluxo dentro de 24

horas.

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados para identificacdo de citocinas
intracelulares em subpopulagdes leucocitarias

~ Anticorpos  Fabricante ~ Clone  Concentragao
Anti TNF-a PE Caltag MPG6-XT22 50ug/0,5mL
Anti IL-10 PE Caltag JES5-2A5 50ug/0,5mL
Anti IFN-y PE Serotec XMG1.2 0,1mg/mL
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4.5.2 - Analise da producdo de citocinas por linfocitos

A produgdo de citocinas por células NK, linfdcitos B e T foi realizada através de
analise convencional. A populacdo celular de interesse (R1) (Figura 2A) foi estabelecida
para linfocitos em graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC). Apos a selecdo da regido de interesse, a frequéncia de populagdes
celulares produtoras de citocinas, dentro de R1, foi obtida em gréficos bidimensionais

de distribuicdo pontual de fluorescéncia FL2 versus FL1 (Figura 2B).
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Figura 2: Analise da producdo de citocinas citoplasmaticas por células NK, B, TCD4", e
TCDS8". (A) Gréfico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a selecdo da
populacdo de linfécitos - R1. (B) Grafico de distribuicdo pontual FL1 versus FL2 utilizado para
quantificar o percentual de células produtoras de citocinas em R1.

4.6 - Avaliacdo dos niveis teciduais das citocinas IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-10 e

TGF-B no coragdo

4.6.1 - Sequéncia dos primers

Os primers utilizados nas reagfes de PCR quantitativo em tempo real (g-PCR)
foram desenhados, sintetizados, e padronizados quanto a sua concentracdo de uso e

verificados quanto a sua especificidade e eficiéncia, como mostrado no esquema abaixo:
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Desenho dos primers
Sequéncias
Forward (F)e Reverse (R)

I Sintese dos primers Oligonucleotideos I —— I

I Concentragio deuso I
Especificidade I
| Eficiéncia |

Ensaios de PCR quantitativo em Tempo
Real (qRT-PCR)

Figura 3: Desenho, sintese e padronizacao dos iniciadores utilizados.

Todas as etapas citadas acima, que antecedem os ensaios de -PCR, sdo

necessarias e foram cuidadosamente seguidas, garantindo a qualidade dos resultados.

Segue abaixo a tabela 3 com a sequéncia dos iniciadores utilizados.

Tabela 3: Sequéncias dos iniciadores.

Gene

Sequéncia de nucleotideos (5°- 3’)

Funcao

GAPDH

IL-12p40

TNF-a

IFN-y

IL-10

TGF-B

:5 -GTG AAG GTC GGT GTG AAC -3
:5-CAACAATCTCCACTTTGC -3

:5 -GCA AGATGT GTCCTC AGAAG -3
:5-TCCAGT CCACCTCTACAAC-3¥
:5-ACCACGCTCTTCTGT CTACTG -3
:5-GGG CTACAGGCTTGT CACTC -3
:5 - ATG AACGCT ACACACTGC-¥

:5 -CACATCTATGCCACTTGAG -3
:5 -GCT AACCGACTCCTTAATG-3
:5 -GGG CAT CACTTCTACCAG -3

:5 - ACAATT CCT GGC GTT ACC - 3
:5-TTCCGTCTCCTTGGTTCAG -3

Constitutivo

Citocina

Citocina

Citocina

Citocina

Citocina

4.6.2 - Extracgéo e purificacdo do RNA total das amostras de tecido

Na etapa de extragdo do RNA total, foram utilizados tecidos cardiacos com o

peso estimado entre 20-40 mg. As amostras, apos retiradas do freezer -80°C, foram

imediatamente imersas em 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen Sdo Paulo, SP,

Brasil) e maceradas utilizando o aparelho Politron (Modelo OV5, VELP) até total
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dissolucdo do tecido. Todos os instrumentos utilizados no processo de maceragdo foram
lavados com &gua tratada com Dietil-Pirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos
com gaze embebida em um removedor de nucleases (RNAses) RNAseAway®
(Invitrogen, S&o Paulo).

Posteriormente, o homogeneizado foi transferido para microtubos de 1,5 mL e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacéo
dos complexos de nucleoproteinas. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio (Sigma,
St. Louis, MO, USA) para cada 1,0 mL de TRIzol® Reagent nos tubos contendo o
homogeneizado, que em seguida foram fechados e agitados vigorosamente por 15
segundos e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 g em microcentrifuga (Centrifuga 5418,
Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo de 1,5 mL, seguido da adi¢do de volume equivalente de etanol 95%
v/v (preparado com &gua tratada com DEPC) e homogeneizado suavemente invertendo
0 tubo por trés vezes para precipitacdo do RNA total.

Para purificacdo do RNA total contido na amostra, utilizou-se o kit de extracédo
de RNA total (SV total RNA Isolation System - Promega, Madison, WI, USA) com
algumas adaptac6es do protocolo do fabricante, descritas a seguir.

O RNA obtido, como descrito acima, foi transferido para um spin basket
acoplado a um tubo coletor de 2 mL e centrifugado a 12.000g por 2 minutos em
microcentrifuga. Foram adicionados 600 pL de solucdo de lavagem (SV RNA Wash
Solution) e em seguida centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos. Apds esta etapa, as
amostras de RNA foram tratadas com DNase para assegurar a auséncia de contaminagéo
por DNAg. Posteriormente, foi adicionado 200 pL de SV DNAse Stop Solution para
inibicdo da atividade enzimatica da DNAse. O tubo foi entdo centrifugado a 12.000g
por 2 minutos e o liquido contido no tubo coletor descartado. Foi adicionado entdo 600
pL de solucdo de lavagem (SV RNA Wash Solution) e realizada a centrifugacdo por
12.000g por 2 minutos. Foi adicionado entdo, 250 pL de solugédo de lavagem (SV RNA
Wash Solution) seguido de centrifugagéo a 14.000g por 3 minutos. Posteriormente, o
spin foi transferido para um tubo de elui¢do e adicionou-se 100 pL de &gua livre de
nuclease seguido centrifugacdo a 12.000g por 2 minutos. Em seguida, as amostras

foram armazenadas imediatamente a -80°C até 0 momento do uso.
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4.6.3- Sintese da 12 fita de DNA complementar - cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com
as recomendagdes do fabricante. Para isso, foi adicionado em um tubo, 1 pg de RNA
total presente em um volume final maximo de 10 pL. Posteriormente, foi adicionado 10
pL do mix de transcrigdo reversa em cada tudo contendo RNA, e posteriormente, 0s
tubos foram colocados no termociclador Veriti™ Termal Cycler (Applied Biosystems)
nas seguintes condic@es: 1 ciclo de 10 minutos a 25°C, 1 ciclo de 120 minutos a 37°C, 1
ciclo de 15 segundos a 85°C e 1 ciclo de 5 minutos a 10°C, consecutivamente. Apds o
término, os tubos foram retirados do termociclador e armazenados a temperatura de -

20°C até o momento da amplificacdo da etapa de PCR em tempo real.

4.6.4- Deteccao dos niveis de citocinas e receptores por g-PCR

O ensaio para avaliar a expressdo génica de citocinas e receptores nas amostras do
coracdo, foi realizado utilizando-se 3 pL dos iniciadores (primers) na concentragdo de
100 nM, 5 uL de SYBR™ Green, 2 ulL de cDNA diluido 5x com agua livre de DNAse,
perfazendo um volume final de 10 puL de reagdo. O ensaio foi realizado em duplicata
para todos o0s genes, com o constitutivo GAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) presente na mesma placa que os genes avaliados. Os resultados foram

expressos pelo método 2" e multiplicados por 10.

4.7 - Processamento do material para microscopia optica

Foram coletados fragmentos do coracdo fixados em formol a 10% tamponado
(pH 7.2), processados rotineiramente e incluidos em parafina

4.7.1 - Coloragdes empregadas

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia para a obtengéo de cortes
com espessura de quatro micrébmetros. Foram confeccionadas duas laminas dos blocos
parafinizados do coracdo, sendo o primeiro submetido a coloragdo pelo método de
Hematoxilina-Eosina (H&E) e o segundo submetido a coloracdo pelo Tricromico de
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Masson para a quantificacdo da fibrose, ambos realizados para analise rotineira das

alteragOes histopatologicas

4.7.1.1 - Hematoxilina-Eosina (H&E)

Os cortes foram desparafinados em duas trocas de xilol, hidratados em
concentragOes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo lavados em agua
corrente. Em seguida, foram corados pela Hematoxilina de Harris, por 10 minutos e
lavados em &gua corrente, para retirada do excesso do corante. Os cortes foram
diferenciados em alcool acidulado (100mL de &lcool absoluto e 10 gotas de acido
cloridrico) e novamente lavados em &gua corrente para evitar acidificacdo excessiva.

Posteriormente, foram corados pela Eosina, por 30 segundos. Apds a ultima
lavagem em agua corrente, foram desidratados, em dois banhos consecutivos de alcool

absoluto e levados a estufa a 56 °C para secagem e montados com laminula e Entellan.

4.7.1.2 - Tricrdmico de Masson

Para observacdo de tecido conjuntivo fibroso e determinacdo da fibrose,
fragmentos cardiacos foram corados pela técnica de tricromico de Masson. ApoOs
desparafinacdo e hidratacdo dos cortes, estes foram corados com hematoxilina por 2
min, lavados em agua corrente e corados durante 5min pela solu¢do nimero 1 (90mL
Sudam 1% em solucdo alcodlica, 10mL fucsina acida 1% em solucdo aquosa e 1mL de
acido acético glacial). Posteriormente, foram lavados em agua corrente, corados durante
10min pela solugdo nimero 2 (2,59 acido fosfotungstico, 2,5g acido fosfomolibdico em
100mL de agua destilada), novamente lavados. Em seguida foram corados por 5min
pela solucdo nimero 3 (2,59 azul de anilina, 2mL de &cido acetico glacial em 100mL
agua destilada), lavados e submetidos a solucdo de agua acética 10% durante 5min.
Realizado o ultimo processo de lavagem, os cortes foram desidratados, secos em estufa

(56°C) e montados em laminas com auxilio de Entellan.
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4.7.2 - Avaliacdes histopatoldgicas

4.7.2.1 - Anélises morfométricas

As imagens visualizadas pela objetiva 40x foram digitalizadas através do
microscopio Leica DM5000B com uma microcamera acoplada e do programa Leica
Application Suite (Versdo 2.4.0 R1) ambos pertencentes ao Laboratorio Multiusuério do
NUPEB. Para a analise das imagens obtidas foi utilizado o programa Leica QWin V3.

Para quantificacdo das células inflamatorias nos cortes histologicos do coragéo,
todos os nucleos celulares presentes nos fragmentos do tecido foram quantificados em
20 imagens (campos) aleatérias (area total percorrida igual a 1,5 x 10° um?). O nlimero
de nucleos observado em cortes histologicos cardiacos normais foi determinado pela
média do nimero de nucleos das células presentes nos animais ndo infectados + desvio
padrdo. Com este valor estabeleceu-se um valor tido como cut off sendo o processo
inflamatdrio considerado como presente quando acima deste valor.

Para quantificacdo da fibrose, foram fotografados 30 campos aleat6rios dos
cortes corados por Tricromico de Masson de cada animal do estudo. Os pixels com tons
de azul foram selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e posterior calculo da

area total ocupada por fibrose.

Célculo da area total ocupada por fibrose:

Percentual de colageno = Area do colageno/ (Area do colageno + Fibras cardiacas) x100

Colageno corrigido = (Percentual de colageno x Area do frame) x 100

4.8 - Andlises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA).

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrdes de
normalidade. Para comparacao entre os grupos foram realizadas analises de variancia

(ANOVA one-way). Quando as alteragdes foram significativas, o teste de Tukey foi
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realizado para determinar as diferencas especificas entre as médias. Foram consideradas

significativas as diferencas entre médias com valores de p<0,05.
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RESULTADOS

5.1 — Leucograma

A infeccdo por ambas as formas, TS e TM, promoveram a redugdo dos
leucdcitos totais no 180° DAI, em relacdo ao grupo NI (Figura 4A). Verificou-se
reducdo do numero de mondcitos (Figura 4B) no grupo TS e reducdo de linfocitos
(Figura 4C) nos grupos TS e TM quando comparados ao grupo NI.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas na analise de neutrofilos e
eosinofilos (dados ndo mostrados).
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Figura 4: Valores absolutos do leucograma de camundongos ndo infectados (NI; [J) e
infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS; [ ou metaciclicas (TM; ) da cepa
Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados na fase cronica da infeccdo. As linhas conectoras
indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos.
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5.2 - Imunofenotipagem das Células do Sangue Periférico

O efeito da infeccdo por formas TS e TM sobre a resposta imune inata (células
NK - CD49") e adquirida (linfocitos B - CD19" e linfocitos TCD4" e TCD8") no sangue
periférico foi avaliado durante a fase cronica da doenca e os resultados estdo
demonstrados na Figura 5.

Os animais do grupo TM apresentaram aumento no numero absoluto de células
NK no sangue periférico, quando comparados aos demais grupos experimentais (Figura
5A). Os animais do grupo TM apresentaram maior nimero absoluto de células TCD4*
circulantes em relagcdo aos animais do grupo NI (Figura 5C). Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos em relacdo nimero de células B e

TCD8" no sangue periférico (Figuras 5B e 5D, respectivamente).

NK B
A 60 B 2500+
2000+
01 -IT- 1500
o J
e T
= '
£ —_ 1000+
n 204
<
S 500+
N}
o 0 0
() NI TS ™ NI TS ™
©
o)
S
= TCDA4 TCDS8
e D
& ™ 2500, 2500+
<
O 20004 2000+
S
£
15001 1500+
)
2 T — T
1000{ =—— 1000+
5001 500+
0 0
NI TS ™ NI TS ™
Grupos >

Figura 5: NUmero absoluto de células NK, B, TCD4 e TCD8 no sangue periférico de
camundongos ndo infectados (NI ) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas
(TS;H) ou metaciclicas (TM;Ill ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados na fase
crénica da infeccdo. As linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os
grupos.
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5.3 - Analise do perfil leucocitario do baco

O efeito da infecgdo por formas TS ou TM sobre as respostas imunes inata e
adquirida, na fase cronica da infeccdo, foi avaliado pela analise fenotipica das células
NK, B, TCD4" e TCD8" no bago.

Foi observado aumento do percentual TCD8" (Figura 6D), esplénicas, no grupo

infectado por formas TS em relagdo ao grupo TM e NI.
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Figura 6: Percentual médio de células NK, B, TCD4" e TCD8" no baco de camundongos nio
infectados (NI; [J) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS;H ) ou metaciclicas
(TM; B ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados na fase cronica da infecgdo. As
linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos.
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5.4 - Citocinas produzidas por células esplénicas

O percentual de células NK, Linfdcitos B, Linfocitos TCD4" e TCDS8"
produtores de TNFa, IFN-y e IL-10, no baco, foi caracterizado a fim de avaliar o
impacto da infeccéo por formas TS ou TM sobre a produgdo de citocinas por células da

imunidade inata e adaptativa na fase cronica da infecgéo.

5.4.1 - Resposta imune inata

5.4.1.1 - Células NK

N&o foram encontradas alteracdes no percentual de células NK TNF-o" (Figura

7A), NK IFN-y" (Figura 7B ) e NK IL-10" (Figura 7C) entre 0s grupos experimentais.
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Figura 7: Percentual de células NK TNF-a*, IFN-y" e IL-10" no bago de camundongos n&o
infectados (NI; ) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS;l ) ou metaciclicas
(TM; M) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da infeccdo. As linhas
conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre 0s grupos.
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5.4.2 - Resposta imune adquirida

5.4.2.1- Células B

Verificou-se aumento significativo, no grupo TM, do percentual de células B
IFN-y" quando comparado ao grupo NI (Figura 8B) e no percentual de células B TNF-

o (Figura 8A) e B IL-10" (Figura 8C) em relago aos grupos Nl e TS.
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Figura 8: Percentual de células B TNF-a", IFN-y" ou IL-10" no bago de camundongos ndo
infectados (NI; (1) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS; [ ) ou metaciclicas
(TM; M) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da infeccdo. As linhas
conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos.
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5.4.2.2 - Células TCD4" e TCD8"

Observou-se aumento do percentual de células TCD4" TNF-a* no grupo TS,
quando comparado ao grupo NI (Figura 9A). Ndo foram observadas diferencas
significativas no percentual de células TCD4" IFN-y" (Figura 9B). Em relagdo ao
percentual de células TCD4" IL-10", observou-se aumento significativo no grupo TM

quando comparado ao TS (Figura 9C).
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Figura 9: Percentual médio de células TCD4 TNF-o', IFN-y* ou IL-10" no baco de
camundongos ndo infectados (NI; [J) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas
(TS;@) ou metaciclicas (TM; ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da
infecgdo. As linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre 0s grupos.
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+

Né&o foram observadas diferencas significativas no percentual de células TCD8
TNF-a* (Figura 10A) e TCD8" IL-10" (Figura 10C). Por outro lado, o percentual de
células TCD8" IFN-y" diminuiu no grupo TM quando comparado aos grupos TS e NI

(Figura 10B).

A TNF-a. B IFN-y
0.5 0.51
0.4+ 0.4+
0.3 0.3
0.2+ I 0.2+ I
0.1 0.1
0.0 0.0
NI TS ™ NI
IL-10
C
201
15-
10-
5-
O-
NI TS ™
Grupos

Figura 10: Percentual médio de células TCD8 TNF-a', IFN-y" ou IL-10" no bago de
camundongos ndo infectados (NI; (1) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas
(TS;H ) ou metaciclicas (TMll ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da
infecgdo. As linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos.

5.5 - Avaliagéo dos Niveis Cardiacos de Citocinas

A expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias (IL-12, TNF-a e IFN-y) e
anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B), no coracdo, foi realizada quantitativamente a fim de

avaliar o impacto da infecgéo por formas TS ou TM na fase cronica.
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5.5.1 - Avaliacao da expressdo de mRNA de citocinas pro-inflamatorias no coragéo

A infeccdo desencadeada por TS ou TM promoveu aumento da expressao
génica de IL12 e IFN-y nos grupos TS e TM em relagdo ao grupo NI, mas ndo houve
diferenca entre os dois grupos infectados. Para TNF-a ndo houve diferenca em relagéo
ao grupo NI, para nenhum dos dois grupos. Porém, foi observada reducéo da expressédo

do mRNA da citocina TNF-a no grupo TM em relagéo ao grupo TS (Figura 11 B).
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Figura 11: Expressdo do mRNA de citocinas pré-inflamatorias (IL-12, TNF-a e IFN-y) no
coracdo de camundongos infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS; H) ou
metaciclicas (TM;ll ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da infecgdo. A
linha tracejada representa a expressdo génica relativa do mRNA de citocinas pro-inflamatorias

no coragdo de animais ndo infectados. As linhas conectoras indicam diferencgas significativas
(p<0.05) entre os grupos.
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5.5.2 - Avaliacéo da expressao de mRNA de citocinas anti-inflamatdrias

Ambos 0s grupos apresentaram aumento da expressdao génica do mRNA da
citocina IL-10 em relagdo ao grupo NI (Figura 12A). Para a citocina TGF-§ apenas no
grupo TS foi verificado maior expressdo que o grupo NI (Figura 12B). O grupo TS
apresentou aumento na expressdao do mRNA das citocinas IL-10 (Figura 12A) e TGF-

B (Figura 12B) em relacdo ao grupo TM.
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Figura 12: Expressdo do mRNA de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B) no coracdo de
camundongos infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS; H) ou metaciclicas
(TM; B ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi na fase cronica da infecgdo. A linha tracejada
representa a expressao génica relativa do mRNA de citocinas anti-inflamatérias no coragdo de
animais néo infectados. As linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre 0s
grupos.
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5.6 - Alterac0es histopatoldgicas

O impacto da infeccdo por formas TS ou TM também foi verificado sobre as

alteracOes histopatoldgicas cardiacas durante a fase cronica da DC.

5.6.1 - Quantificacdo do processo inflamatorio cardiaco

Embora na anélise qualitativa os animais infectados por formas TS (Figura 15B)
ou TM (Figura 15C) tenham apresentado infiltrado inflamatdrio cardiaco discreto com
predominio de células mononucleares ndo foram observadas diferencas estatisticas no

namero de células inflamatdrias no tecido cardiaco de animais (Figura 13).
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Figura 13: Quantificacdo de ndcleos celulares no tecido cardiaco de camundongos ndo
infectados (NI; [1J) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS; ) ou metaciclicas
(TM; M ) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados na fase cronica da infecgdo. As
linhas conectoras indicam diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos.
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5.6.2 - Anéalise morfométrica da fibrose cardiaca

Os animais dos grupos TS (Figura 15E) ou TM (Figura 15F) mostraram area de
fibrose estatisticamente maior quando comparados aos animais do grupo NI que
apresentaram aspecto histoldgico cardiaco normal (Figuras 14 e 15D). Além disso, este

processo foi maior no grupo TM em relacdo ao grupo TS (Figura 14).
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Figura 14: Quantificacdo da area de fibrose no musculo cardiaco de camundongos néo
infectado (NI; 1) e infectados por formas tripomastigotas sanguineas (TS;H ) ou metaciclicas
(TM; l) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados na fase cronica da infecgdo. As linhas
conectoras inteiras indicam diferengas significativas (p<0.05) entre 0s grupos.
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Infiltrado Inflamatoério Fibrose

Figura 15: Fotomicrografias de cortes histologicos cardiacos de camundongos Swiss machos
ndo infectados (NI) e infectados com formas tripomastigostas sanguineas (TS) ou metaciclicas
(TM) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi eutanasiados aos 180 dias apds a infec¢do. Animais
do grupo NI apresentando aspecto histologico cardiaco normal (A e D); infectados por formas
TS (B) ou TM (C) apresentando infiltrado inflamatorio. Fibrose nos animais dos grupos TS (E)
e TM (F). A, B e C: Hematoxilina Eosina. D, E e F: Tricromico de Masson. Barra = 50um.
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A infeccdo mediada por formas TM pode simular o contagio pelo agente vetor,
ja a infecgdo com formas TS simula as formas de transmissao sanguinea e por acidentes
de laboratorio. Grande parte das infecgdes experimentais é realizada utilizando formas
TS, pois estas sdo de facil obtencdo e manutencdo. Portanto, o conhecimento da
resposta imune desencadeada por estas diferentes formas infectantes, pode nortear a
escolha das mesmas em diferentes protocolos experimentais, principalmente se
considerarmos que com a erradicacdo do vetor, na atualidade, cada vez se tornam mais
importantes os mecanismos de transmissao que envolve formas TS.

Experimentos do nosso grupo de pesquisa demonstraram, em cdes e
camundongos, que a infeccdo por formas TM apresenta maior periodo pré-patente, pico
de parasitemia mais tardio, bem como menores niveis de parasitemia em relacdo a
infeccdo por formas TS. Estes dados sugerem que a interacao parasito/célula hospedeira
ocorre de forma distinta, dependendo da fonte do in6culo. Portanto, independente do
modelo experimental utilizado, a fonte do in6culo mostra-se como um fator relevante no
desenvolvimento da fase aguda DC (Carneiro et al., 2007; Vieira et al., 2012). No
entanto, no que diz respeito a fase crénica da doenca ndo ha relatos, o que justifica a
investigacdo das principais alteracBes na resposta imunoldgica em camundongos
infectados experimentalmente por formas TS ou TM do T. cruzi na fase cronica da DC.

A fase cronica inicia-se quando o sistema imune do hospedeiro controla a
multiplicacdo do parasito, ocorrendo simultaneamente a reducdo do parasitismo tecidual
e sanguineo. Consequentemente, o processo inflamatério tende a reduzir, porém a
manutencdo de uma resposta inflamatdria ativa e progressiva estd associada as
alteracOes graves da DC e ao desenvolvimento da fase cronica determinada ou aparente,
na qual as manifestacfes clinicas mais comuns envolvem o coracao e o trato digestorio,
caracterizando as formas cardiaca ou digestiva (mega colon ou es6fago),
respectivamente, que podem ocorrer isoladas ou em associacdo (TAFURI, 1971;
PRATA, 2001).

O conhecimento das populacbes celulares presentes no sangue periférico
constitui uma das melhores formas de avaliacdo da resposta imune, pois permite
acompanhar, ao longo do tempo, a evolugcdo da doenca. No caso da DC, este
acompanhamento permite compreender os maltiplos fatores relacionados ao curso da
doenca, possibilitando a elaboracdo de hipoteses que expliguem 0s mecanismos

envolvidos na amplificagcdo e manutencdo de determinadas lesdes.
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Neste trabalho, foi observada reducdo do nimero de leucdcitos totais nos grupo
de animais infectados por ambas as formas infectantes e a diminuicdo de mondcitos no
grupo TS e linfocitos nos animais infectados pelas formas TS e TM, o que pode estar
relacionado com o recrutamento dessas células para os 6rgaos alvo, 0 que corrobora
com os resultados da avaliacdo histopatolégica no coracdo, que mostrou uma
distribuicdo discreta e difusa de células inflamatdrias mononucleares no tecido cardiaco.

O sucesso no controle da infecgcdo pelo T. cruzi e, consequentemente, da DC
envolve o desenvolvimento de uma resposta imune modulada que promova o0 menor
dano tecidual.

O aumento de células NK e linfocitos TCD4" observado no sangue periférico, no
grupo TM, sugere uma resposta resolutiva mais precoce quando comparado ao grupo
TS, na qual foi verificada apenas reducdo da populacdo de mondcitos do sangue
periférico. Esses dados sugerem, semelhante ao observado na fase aguda da infeccdo em
camundongos, uma resposta imune mais precoce e modulada no grupo TM quando
comparado ao grupo TS (VIEIRA et al., 2012).

As células Natural Killer (NK) sdo as primeiras a atuarem na resposta imune
inata. Elas possuem mecanismos semelhantes aos dos linfocitos T citotoxicos
(LIEBERMAN, 2003), sendo responsaveis pela producdo de IFN-y, citocina que ira
promover a estimulacdo da atividade microbicida dos macréfagos. Ao investigarmos o
perfil fenotipico destas células no sangue periférico dos animais foi constatada diferenca
no percentual de células entre os diferentes grupos. Analises do perfil fenotipico de
linfécitos no sangue periférico de humanos com doenca de Chagas aguda indicam que
as células NK sdo ativadas pelo T. cruzi anteriormente ao desenvolvimento da
imunidade celular (SATHLER-AVELAR et al., 2003). Como as anélises do presente
estudo foram realizadas na fase cronica, a analise da producéo de IFN-y por células NK
ja ndo seria tdo importante, pois os linfécitos T sdo capazes de produzir maior
quantidade desta citocina neste estagio da infecgdo, o que corrobora com a auséncia da
producdo dessa citocina por células NK no presente estudo.

O aumento do nimero de linfécitos TCD4" no sangue periférico pode estar
associado ao recrutamento, diferenciagéo e ativacdo de células B, como observado no
baco, semelhante ao observado por (KUMAR & TARLETON, 1998), que descreveram
o papel das células TCD4" ndo s6 no recrutamento, diferenciagéo e ativacéo das células
B, como também de linfocitos TCD8" e macrofagos, bem como na producio de
anticorpos e citocinas (FERRAZ et al., 2009). Alem disso, estudos realizados por
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TARLETON et al. (1994) e ROTTENBERG et al. (1995) em modelos de infeccédo
chagéasica experimental tém mostrado a participacdo ndo somente das células TCD8",
mas também das células TCD4" no aumento da sobrevida assim como no controle do
parasitismo. As células TCD4" direcionam e potencializam mecanismos efetores,
incluindo a mudanca de isotipos de anticorpo e ativagdo de fagécitos e células TCD8".

A infecgéo pelo T. cruzi promove esplenomegalia em camundongos e humanos,
tanto durante a fase aguda quanto cronica, sendo os esplendcitos importantes na
resposta imune do hospedeiro. SATHLER-AVELAR et al. (2003) e KROLL
PALHARES et al. (2008) relataram que a DC induz em humanos e em modelos
experimentais alteracbes na resposta imune celular do hospedeiro que refletem
alteracOes fenotipicas, ndo apenas no que diz respeito a imunidade inata, mas também
no contexto da imunidade adaptativa.

GRISOTTO et al. (2001) estudando camundongos cronicamente infectados pelo
T. cruzi, demonstraram o aumento de células no bago traduzido pelo aumento das
células TCD4" e TCD8" e das células B, durante a fase aguda. Durante a fase cronica
recente, linfocitos TCD4" e B retornaram aos valores normais, enquanto que as células
TCD8" continuaram elevadas. Entretanto, neste trabalho ndo foram observadas
alteragBes no percentual de células TCD4" no bago de camundongos infectados por
formas TM ou TS ao longo da fase cronica, demonstrando que em nosso modelo ndo ha
expansio das células TCD4" no baco. ROTTENBERG et al. (1993) mostraram que a
auséncia dessas céelulas em animais deficientes foi determinante para a proliferacdo de
parasitos no coragdo. Por outro lado, alguns autores tém demonstrado que apesar da
importancia destas células no controle da disseminacdo dos parasitos, elas também
contribuem para a patogénese na infeccdo. Assim, a eliminacdo dessas células por
anticorpos monoclonais, embora favoreca a multiplicagdo dos parasitos em diversos
orgdos, também acarreta uma significante reducdo do infiltrado inflamatério cardiaco
(RUSSO et al., 1996). Com base nestes fatos, foi realizado um estudo de analise
fenotipica das células da resposta inata e adaptativa no baco.

O aumento do percentual de esplendcitos TCD8" no grupo TS pode sugerir uma
infeccdo cronica ainda ativa, diferente do observado no grupo TM. Estes resultados sdo
corroborados por MARINHO et al. (1998) que demonstraram que o0 numero de
linfocitos TCD8" no baco de camundongos cronicamente infectados esta relacionado a
gravidade da doenga. Considerando que em ambos os grupos foi observada inflamagéo

cardiaca, é importante que uma avaliagdo imuno-histoquimica seja realizada, nos dois
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grupos visando confirmar se em TS predominam linfocitos TCD8" e em TM linfécitos
TCD4", semelhante ao descrito em humanos por HIGUCHI et al. (1997) e em
camundongos por TARLETON et al. (1995) que relacionaram estas células,
respectivamente, a doenca e protecao.

A producéo das citocinas, pro-inflamatorias, TNF-a e IFN-y, por células B, no
grupo TM corrobora com os resultados da avaliacdo histopatologica qualitativa que
mostrou presenca de células inflamatérias no tecido cardiaco. Por outro lado, o0 aumento
da producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 por essas células pode estar relacionado
ao controle da lesdo nesse grupo. Estudos demonstraram que as células B que podem
suprimir a progressao e/ou melhoram a recuperacdo de inflamacGes mediadas pela
imunidade adquirida, por mecanismos que incluem a produgéo de IL-10, apresentacao
secundaria de antigenos e interacdo com outras células imunes diretamente ou através
de anticorpos secretados, tanto no contexto ex vivo quanto apos estimulacdo antigénica
(SATHLER-AVELAR et al., 2003; MIZOGUCHI & BHAN, 2006).

O aumento da producdo de TNF-o" no grupo TS e IL-10" no grupo TM por
células TCD4" sugere infeccdo ativa em TS relacionada a citocina pro-inflamatoria
TNF-a que pode modular a expressdo de quimiocinas envolvidas no recrutamento
celular e no controle do parasitismo de macrdéfagos pelo T. cruzi (ALIBERTI et al.,
2001) e infeccdo modulada no grupo TM por IL10 que inibe a produgdo de IFN-y por
linfocitos T e de vérias citocinas e quimiocinas por macrofagos, bloqueando as funcgdes
destas células na ativacdo de células T (TRINCHIERI, 1997).

Sabe-se que células TCD8" podem ter um duplo papel na DC , no controle do
parasitismo intracelular e inducdo de danos teciduais, dependendo da fase da doenca
(FUENMAYOR-MEZA, 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2005).

ALBAREDA et al. (2006) e LAUCELLA et al. (2004) observaram que a
producdo de IFN-y pelas células TCD8" especificas para T. cruzi é inversamente
correlacionada a gravidade da DC crénica humana. Estudos anteriores relataram que
individuos com a forma clinica mais grave tém baixas quantidades de células TCD8"
IFN-y" especificas para T. cruzi do que pacientes na fase assintomatica da infeccdo ou
apenas com manifestacdes discretas da doenca cardiaca chagasica cronica. Esta
deficiéncia aparente foi também associada a uma maior frequéncia de células de
memoria diferenciadas e um aumento da taxa de apoptose da populacdo de células
TCD8" (ALBAREDA et al., 2006).
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De maneira geral, os dois compartimentos avaliados nesse trabalho (sangue
periférico e baco) desencadeiam respostas distintas na infeccdo pelas diferentes formas
infectantes do T. cruzi. No sangue periférico a imunofenotipagem das células
mononucleares mostrou aumento no nimero absoluto de células NK e TCD4" no grupo
TM. Por outro lado, no bago, ocorre aumento na populacdo de linfocitos TCD8" do
grupo TS.

Uma vez estabelecido o perfil imunofenotipico na fase cronica da infeccdo
experimental, em camundongos, pelo T. cruzi, o proximo passo foi avaliar o efeito da
infeccdo por formas TS e TM sobre a producéo de citocinas pro (IL-12, IFN-y e TNF-a)
e anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B) nesses animais. Na fase cronica da infecgdo foi
observada diminuicdo da expressdao do mRNA da citocina pro-inflamatéria TNF-a no
grupo TM e aumento das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B no grupo infectado
por formas TS.

A resposta inflamatoria no grupo TM esta controlada devido ao aumento da
producdo de IL-10, citocina imunorreguladora, por células TCD4" e da diminuicio da
producéo de IFN-y por células TCD8" presentes no bago.

Citocinas como IL-10 e TGF-B possuem agdo anti-inflamatéria e sdo capazes de
inibir a ativacdo dos macro6fagos induzidos por IFN-y, inibindo tanto a liberagao dos
metabolicos toxicos quanto a diferenciacdo de células Thl (REED et al., 1994;
ABRAHAMSOHN, 1998; BRODSKYN & BARRAL-NETO, 2000). O aumento de
céulas TCD8" e a alta producdo de citocinas pré-inflamatérias, TNF-o. por células
TCD4", nos animais infectados pelas formas TS pode sugerir que ainda ha infeccio
ativa, que pode estar progredindo para uma resposta imune modulada, porém mais
tardia que no grupo TM, corroborado pela producéo de citocinas anti-inflamatorias IL-
10 e TGF-B no coragéo dos animais do grupo TS.

Atualmente sabe-se da importancia entre a gravidade das lesdes inflamatorias na
miocardite aguda e o surgimento da cardiomiopatia chagasica dilatada na fase crénica.
Desse modo foi quantificado o processo inflamatorio e a &rea de deposicdo de coladgeno
nos animais infectados pelas formas TS ou TM na fase cronica.

Foi observada a manutencdo do processo inflamatorio discreto e difuso com
predominio de células mononucleares em ambos 0s grupos infectados.

O processo inflamatorio tem inicio apos a infec¢do, caracterizado pela presenca

multifocal de infiltrado inflamatorio no tecido e recrutamento de células mononucleares,
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qgue normalmente ficam aderidas aos cardiomidcitos. VIEIRA et al. (2012) observaram
a auséncia de uma inversdo de um perfil inflamatério para um perfil imunomodulado
nos animais do grupo TS, mesmo quando a parasitemia estava sob controle. Além disso,
0 processo inflamatério cardiaco se manteve elevado até o 42° DAI nos animais do
grupo TS.

Embora o parasitismo de tecido seja raro na fase cronica da infec¢do, pode
haver a producdo de antigenos em decorréncia da presenca do parasito, resultando em
uma resposta imune (CABRAL et al., 2002). E possivel que até mesmo um baixo grau
de parasitismo persistente sirva como um estimulo antigénico continuo, e que tanto a
inflamacdo por T. cruzi quanto uma resposta autoimune possam desempenhar papéis
importantes na patogénese da DC (ROSSI, 1991).

Estudos propdem que na fase cronica da DC , as células TCD4" respondam de
forma deletéria contra antigenos proprios, desencadeando reacdes inflamatorias de
cunho autoimune, sendo estas responsaveis pela manutencdo da miocardite crbnica
(RIBEIRO DOS SANTOS et al., 1991; Dos SANTOS et al., 1992; 2001).

As células TCD8" constituem o tipo predominante de linfocitos no coragio
(REIS et al., 1993; TARLETON et al., 1994; HIGUCHI et al., 1997), baco (MARINHO
et al., 1998) e tecido nervoso (MIRKIN et al., 1994). Outros autores demonstraram
predominio de linfécitos TCD8" em relagdo aos linfocitos TCD4" na miocardite
chagasica cronica (HIGUCHI et al., 1997; TOSTES JUNIOR et al., 1994; REIS et al.,
2000). Portanto, a presenca dos linfocitos TCD8" no tecido cardiaco pode estar
associada a lesdo tecidual, devido a acdo imunopatogénica destas células contra o
hospedeiro, podendo assim causar citélise com destrui¢do da miofibra cardiaca (CUNA
& CUNA, 1995). SILVERIO et al. (2010) também observaram que camundongos
nocautes para linfocitos TCD8" tiveram menores lesdes e disfungbes cardiacas,
demonstrando que essas células poderiam ser também responsaveis por dano aos
cardiomiocitos, favorecendo o desenvolvimento de lesbes no tecido cardiaco. Além
disso, CALIARI et al. (2002) e LEAVEY & TARLETON (2003) observaram a
participacdo das células TCD8" na génese das lesdes cardiacas de fase cronica.

Avaliando o0 aumento de citocinas anti-inflamatdrias e diminuicdo da producédo
de citocinas pré-inflamatorias pode-se sugerir que a infec¢do pela forma infectante TM
ja se encontra em sua maior parte resolvida, aos 180 dias ap0s a infec¢do, mesmo que
ainda exista a permanéncia de infiltrado inflamatério no tecido cardiaco. J& na infeccdo

pelas formas TS, esta ainda encontra-se ativa, pois ainda ocorre o recrutamento de
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células para o tecido cardiaco, assim como grande producdo de citocinas pro-
inflamatorias. A produgdo de citocinas anti-inflamatdrias no tecido cardiaco pode estar
relacionada a presenca do infiltrado inflamatério ainda ativo no coracgéo.

A fibrose € uma das manifestacdes mais significativas da cardiopatia chagasica
cronica e encontra-se associada a infiltrado inflamatorio e cardiomiocitos em
degeneracdo. Os mecanismos que regulam a fibrose em diferentes 6rgéos e tecidos sao
semelhantes e possuem caracteristicas comuns, como o acumulo progressivo de tecido
conjuntivo e deposicdo excessiva de colageno, resultando em substituicdo da arquitetura
normal do tecido e comprometimento de sua atividade funcional. Este processo é
mediado por citocinas e fatores de crescimento sollveis que regulam a migracéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular, assim como a sintese e degradacdo de componentes
de matriz extracelular.

O acometimento do miocardio em camundongos cronicamente infectados parece
ser consequéncia do parasitismo e da inflamagdo durante os primeiros estagios da
doenca (SCHLEMPER et al., 1983). Componentes da matriz podem adsorver antigenos
do parasito e citocinas que podem contribuir para o estabelecimento e perpetuacdo da
inflamacédo. PINHO et al. (2002) demonstraram que a adsorcao de antigenos do parasito
por células sensibilizadas levava a um aumento na expressao de componentes de matriz
tais como fibronectina, laminina e colageno tipo I. Este dado reforca a ideia de que
antigenos liberados por T. cruzi podem estar envolvidos no estabelecimento da
inflamacao, sensibilizando células hospedeiras ndo infectadas, levando a uma resposta
imune contra os antigenos do parasito.

No coragdo, além dos fibroblastos, também os cardiomidcitos secretam citocinas
fibrogénicas como TGF-B. Essa citocina associada aquelas produzidas pelas células
inflamatdrias recrutadas para o tecido inflamado podem contribuir para o
desencadeamento e manutencio do processo fibrotico (ARAUJO-JORGE et al., 2008).
O TGF-P participa da regulagdo do processo inflamatorio e da resposta imune, mas,
também, é responsavel pelo surgimento da fibrose e do remodelamento cardiaco que
ocorre na DC. Pacientes com a disfuncdo cardiaca moderada ou grave apresentam
imunorreatividade para PS2, marcador da ativacdo da via de sinalizacdo de TGF- f3, e
fibronectina, marcador de fibrose, e maiores niveis de TGF-B no soro quando
comparado a individuos saudaveis (ARAUJO-JORGE et al. 2002, ARAUJO-JORGE et
al. 2008).
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Além da elevada expressdo de colageno durante a fase crénica da DC, outros
componentes de matriz extracelular também tém sua expressdo aumentada durante a
evolucdo do processo de fibrose, tais como laminina e fibronectina. Além disso, em
resposta a injuria, TGF-f3 promove a migracao e proliferacdo de fibroblastos requerida
para a regeneracgéo tecidual. Estudos anteriores mostraram que a producéo de TGF-3 em
areas proximas a lesdo tissular pode contribuir para a hipertrofia de midcitos e para o
processo de deposicdo de matriz (revisto em LIJNEN et al. 2000). O que confirma os
resultados encontrados nesse trabalho, pois na infec¢éo por formas TS foi observado um

quadro de fibrose cardiaca em ascenséo, corroborado pela presenca de TGF-p3.
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CONCLUSAO

A infeccdo por formas TM apresenta um perfil de citocinas anti-inflamatorio e
um quadro de fibrose expressivo, sugerindo resolucdo do processo inflamatorio. Por
outro lado, a infeccdo por formas TS apresenta um perfil de citocinas ainda pro-
inflamatorio, com um quadro de fibrose cardiaca em ascensdo, corroborado pela
presenca de TGF-f3, sugerindo que a infec¢do por TS evolui para um quadro resolutivo

mais tardio e grave.
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