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FONSECA, K.S. Resumo

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, apresenta ampla
variabilidade intra-especifica e sua interacdo com o hospedeiro pode resultar no
desenvolvimento de diferentes manifestagdes clinicas, que podem ser relacionadas a
determinadas caracteristicas do parasito e do hospedeiro. Em relacdo ao hospedeiro,
fatores genéticos e imunoldgicos também podem se relacionar as manifestacoes
patoldgicas. Dessa maneira a avaliacdo do perfil de células inflamatorias, bem como de
citocinas produzidas por estas, podem permitir uma melhor compreensdo da génese das
lesGes crbnicas, determinando quais fatores direcionam para as distintas formas clinicas
da doenca. Nesse trabalho, cdes da raca Beagle foram infectados pelas cepas Y ou
Berenice-78 (Be-78), que apresentam tropismo tecidual distinto. Posteriormente estes
animais foram necropsiados durante as fases aguda (30 dias ap6s infeccdo) ou crbnica
(730 dias ap6s infeccdo) da doenca de Chagas experimental e fragmentos do es6fago
foram coletados para quantificacdo do processo inflamatorio, realizacdo de reacGes
imuno-histoquimicas (linfocitos T CD4* e CD8") e de PCR em tempo real para
quantificagdo das citocinas IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-p e iNOS. Na
fase aguda o processo inflamatério foi predominantemente mononuclear,
significativamente maior nos animais infectados quando comparado aos animais nao
infectados, com distribuicdo focal ou difusa nos animais infectados pelas cepas Y e Be-
78, respectivamente. Na avaliagdo imuno-histoquimica, nos cortes histologicos dos
animais infectados pelas cepas Y ou Be-78, a maioria das células inflamatorias foram
positivas para linfécitos T CD4" ou CD8" sendo observados em proporcoes
semelhantes. Entretanto, na fase crénica, o infiltrado inflamatorio mostrou-se focal e
reduzido em relacdo a fase aguda, sendo observado apenas nos animais infectados pela
cepa Be-78, constituido predominantemente por linfécitos e também com proporcdes
semelhantes das subpopulacdes de células T. Na fase aguda da infeccdo também foi
observado um aumento na expressdo do mRNA das citocinas pro-inflamatorias TNF-a
e IFN-y nos animais infectados pela cepa Y do T. cruzi em relagdo aos demais grupos.
Ja na fase crénica houve um aumento na expressdo do mRNA das citocinas IL-6, I1L-12
e TNF-a e da enzima iNOS nos animais infectados pela cepa Be-78 tanto em relagéo ao
grupo de animais infectados pela cepa Y quanto ao grupo de animais ndo-infectados.
Em relagdo as citocinas anti-inflamatdrias, observou-se um aumento significativo
apenas na expressao do mRNA da IL-10 nos animais infectados pela cepa Y em relacédo
ao grupo de animais ndo-infectados na fase aguda. Na fase cronica da infec¢do nao foi
observado aumento de nenhuma das citocinas anti-inflamatdrias avaliadas nesse
trabalno em ambos os grupos infectados. Portanto, conclui-se que a infeccéo
experimental de cdes da raca Beagle pelas cepas Y ou Be-78 do T. cruzi promove uma
resposta inflamatoria aguda, predominantemente linfocitica com proporgdes similares
de linfocitos TCD4" e TCD8" restrita, na fase cronica, a infeccdo pela cepa Be-78. Além
disso, foi observado um perfil distinto de citocinas, sendo que nos animais infectados
pela cepa Y a inflamacdo focal aguda estd associada & expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, enquanto que nos animais infectados pela cepa Be-78 a inflamagéo difusa
aguda ndo esta associada a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, mas evolui para
uma inflamagdo focal cronica associada a expressdo destas citocinas, bem como da
enzima iNOS.



FONSECA, K.S. Abstract

Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas disease, presents a wide intraspecific
variability and its interaction with the host may result in the development of clinical
manifestations, which may be related to certain characteristics of the parasite and host.
In relation to the host, genetic and immunological factors may be related to pathological
manifestations. Thus the evaluation of inflammatory cells and cytokines produced by
them, may allow a better understanding of the genesis of chronic injuries, determining
what factors lead to the different clinical forms of the disease. In this study, Beagle dogs
were infected with Y or Berenice-78 (Be-78) strains, which have distinct tissue tropism.
Subsequently, these animals were necropsied during the acute phase (30 days after
infection) or chronic phase (two years after infection) of experimental Chagas disease
and esophagus fragments were collected to perform inflammation quantification,
immunohistochemistry to detect T lymphocytes (CD4" and CD8") and real-time PCR
for quantification of cytokines IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B, and
INOS. In the acute phase inflammatory process observed was predominantly
mononuclear and the quantification of the inflammatory infiltrate demonstrated that it
was significantly higher in the infected groups compared to uninfected animals, with
focal or diffuse distribution in animals infected by Y and Be-78 strains, respectively. In
immunohistochemical analysis tissue sections of animals infected by Y or Be-78 strains,
the vast majority of inflammatory cells were positive for CD4* or CD8" and was
observed in similar proportions. However, in the chronic phase, the inflammatory
infiltrate was focal, showing a reduction when compared to the acute phase and it was
observed only in animals infected with Be-78 strain, consisting predominantly of
lymphocytes and also with similar proportions of T cells subpopulations. Data analysis
revealed that in the acute phase of infection was observed an increase in mMRNA
expression of proinflammatory cytokines TNF-a and IFN-y in animals infected with the
Y strain of T. cruzi compared to the other groups. In the chronic phase there was an
increase in MRNA expression of IL-6, IL-12 and TNF-a and iNOS enzyme in animals
infected with Be-78 strain in relation to the groups of animals infected with the Y strain
and the uninfected animals. Regarding anti-inflammatory cytokines, there was only a
significant increase in MRNA expression of IL-10 in animals infected with the Y strain
compared to the group of uninfected animals in the acute phase. We did not observe any
increase of the anti-inflammatory cytokines evaluated in this work, at the chronic phase
of infection, on both infected groups. Thus we may conclude that the experimental
infection of Beagle dogs with the Y or Be-78 strains of T. cruzi showed that both
promote an acute inflammatory response, predominantly lymphocytic with similar
proportions of T cells CD4* and CD8", restricted, in the chronic phase of infection, to
the Be-78 strain. In addition, there was a distinct profile of cytokines, and the animals
infected with the Y strain the focal acute inflammation was associated with expression
of proinflammatory cytokines, whereas in animals infected with Be-78 strain the diffuse
acute inflammation is not associated with expression of proinflammatory cytokines
evolving to chronic focal inflammation associated with expression of these cytokines
and iNOS enzyme.
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FONSECA, K.S. Introducéo

1.1 - O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo Trypanosoma cruzi, protozoério
hemoflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida. Esta protozoonose apresenta ampla
distribuicdo nas Américas, que se estende do sul dos Estados Unidos até o sul da
Argentina e Chile, e estima-se que 10 milhGes de pessoas estejam infectadas (WHO,
2010).

Em relagdo aos mecanismos de transmisséo da DC, destacam-se a via vetorial, a
oral, a placentaria e a transfusional, sendo que em condi¢Ges naturais, a primeira
representa a mais frequente forma de infeccdo. Pode-se também observar a transmissao
por via congénita e ainda em decorréncia de acidentes em laboratérios (Prata, 2001;
Cardoso et al., 2006; Coura, 2006).

Apo6s a implantacdo de medidas para o controle da transmisséo vetorial ocorreu
um decréscimo significativo na incidéncia da DC na América Latina (Moncayo & Ortiz
Yanine, 2006). Dessa forma, as transmissdes alternativas, por transfusdo sanguinea e
congénita se tornaram mais relevantes na auséncia da transmissdo vetorial,
principalmente nos Estados Unidos e Europa, uma vez que nestes paises hd um grande
nimero de imigrantes Latino Americanos e 0 controle dos bancos de sangue,
considerando-se a DC, nem sempre é realizado. (Leiby et al., 2002; Young et al., 2007;
Gascon et al., 2010).

Os principais hospedeiros invertebrados do T.cruzi sdo insetos hemat6fagos da
subfamilia Triatominae, conhecidos como “barbeiros”. Estes ingerem a forma
tripomastigota sanguinea ao se alimentar com sangue de animais infectados durante seu
repasto. No estbmago do inseto vetor, estas formas se transformam em epimastigotas
(formas ndo-infectivas) seguindo para o intestino onde se reproduzem por divisao
binaria. Ao alcancar o reto, as epimastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas
metaciclicas que sdo eliminadas junto as fezes e/ou urina do triatomineo durante o seu
repasto sanguineo, penetrando pela mucosa lesada e infectando as células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF). No hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas se
transformam em amastigotas intracelulares, iniciando varios ciclos de multiplicacdes.
Posteriormente, as amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que séo liberadas na
corrente sanguinea infectando outras celulas, disseminando a infec¢do para outros
tecidos (Brener, 1987; Andrade & Andrews, 2005).
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A infeccdo pelo T. cruzi é caracterizada por duas fases distintas, uma de curta
duragéo, aproximadamente dois a quatro meses, denominada fase aguda, seguida por
uma fase de longa duracdo, a fase cronica, que persiste por toda a vida do hospedeiro.

A fase aguda € caracterizada por elevado parasitismo tecidual, parasitemia
patente e processo inflamatorio exuberante (Prata, 2001; Franco et al., 2003). Em
alguns casos podem ser observados sintomas inespecificos como febre, mal estar,
taquicardia, linfadenopatia, esplenomegalia (Prata, 2001), e criangas e pacientes
imunossuprimidos podem apresentar envolvimento cardiaco e encefalomielite durante
esta fase, levando a morte do individuo (Zhang & Tarleton, 1999).

J& na fase crbnica, os niveis de parasitemia tornam-se baixos, uma vez que a
multiplicacdo do parasito é controlada pelo sistema imune do hospedeiro. Nessa fase,
trés formas clinicas sdo reconhecidas: assintomatica, cardiaca (miocardiopatia
chagasica), e digestiva (megacolon e/ou megaesdfago) podendo também ser verificada a
forma mista (cardiaca e digestiva). Embora 70% dos individuos permanecam na forma
assintomatica, cerca de 20 a 35% desenvolvem lesdes irreversiveis no sistema nervoso
auténomo do coracdo e sistema digestivo (Moncayo, 2003).

Embora a cardiomiopatia seja a forma clinica sintomatica mais comumente
observada (Higuchi et al., 2003), manifestacdes da forma digestiva da DC também
podem surgir, sendo que as mais frequentes sdo o megaesdfago e o0 megacoélon, isoladas

ou em associacdo com a forma cardiaca (Andrade et al., 1999).

1.2 - Variabilidade Intraespecifica do Trypanosoma cruzi

Os mecanismos relacionados as manifestacdes patoldgicas da DC parecem ser
multifatoriais e envolvem tanto caracteristicas do hospedeiro quanto do parasito (Dutra
et al., 2005). Dentre os fatores relacionados ao Ultimo pode se destacar a variabilidade
das cepas, o tropismo, a antigenicidade e 0 nimero de parasitos inoculados (Andrade et
al., 1999, Vago, 2000). J4 em relacdo ao hospedeiro destaca-se a faixa etéria, 0 sexo, 0
estado nutricional, assim como as caracteristicas genéticas e imunoldgicas (Pedrosa et
al., 1993; Dutra et al., 2005; Brazéo et al., 2008).

Sabe-se que o T. cruzi pode infectar inimeras células, como macrofagos,
fibroblastos e células musculares (Andrade et al., 2002; Macedo et al., 2004; Andrade

& Andrews, 2005). No entanto, a maioria das cepas apresenta preferéncia por células
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musculares (Zhang &Tarleton, 1999) sendo que os 6rgdos mais afetados séo o coragéo,
0 esbfago e o cdlon, nos quais ocorrem as lesdes caracteristicas das formas cardiaca
e/ou digestiva da DC. Brener, em 1965, demonstrou que algumas cepas do parasito,
como a cepa Y, possuem predominio de formas tripomastigotas sanguineas delgadas e
tém tropismo preferencial por células fagocitarias do baco, figado e medula dssea em
camundongos, sendo denominadas de macrofagotropicas. Entretanto, ele também
demonstrou que outras cepas, como a Be-78, possuem prevaléncia de formas largas e
tém tropismo para células musculares lisa, esquelética e cardiaca, denominadas assim de
miotropicas.

Ja em 1969, Brener observou que as formas delgadas penetravam nas células
mais rapidamente, sendo mais susceptiveis aos mecanismos imunoldgicos; ao passo
que, as formas largas persistiam por um tempo maior no sangue periférico e eram mais
resistentes aos mecanismos do sistema imune do hospedeiro, ou seja, as formas largas
parecem estar menos adaptadas a penetrar nas células, tendendo a permanecer no
sangue, quando comparadas as formas delgadas. Uma vez que apresentam
comportamentos biologicos distintos, diferentes cepas tém sido utilizadas em estudos
das fases aguda e crénica da doenca (Andrade & Magalhdes, 1996).

Varios estudos tém sido realizados afim de caracterizar a estrutura populacional
do T. cruzi, visando definir o nimero de subgrupos relevantes. Assim, estes subgrupos
atualmente sdo classificados em Discrete Typing Units (DTU) onde as cepas do T. cruzi
sdo distribuidas em grupos baseados em caracteristicas moleculares, genéticas e
imunolégicas: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (Zingales et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos demonstram que a distribuicdo destes grupos do T.
cruzi varia geograficamente, sendo Tcl predominante na regido norte da América da Sul
e na América central, ao passo que Tcll, I1I, IV e VI sdo encontradas principalmente no
sul da América do Sul (Zingales et al., 1998; Virreira et al., 2006).

Diferentes populagdes de parasitos tém sido associadas as diferentes formas
clinicas da doenga (Vago et al., 2000), indicando que as populacBes geneticamente
distintas possuem diferentes tropismos teciduais que podem ser, em parte, responsaveis
pelas distintas formas clinicas (Macedo et al., 2004; Sathler-Avelar et al., 2009). A
linhagem Tcl € associada a cardiomiopatia, enquanto a forma digestiva é principalmente
atribuida ao Tcll (Zingales et al., 1998; Virreira et al., 2006).

No entanto, a presenca de parasitos geneticamente semelhantes em individuos

com diferentes manifestacbes patoldgicas da DC, permite sugerir que a resposta
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imunologica do hospedeiro tem papel fundamental no desenvolvimento das diferentes
formas clinicas (Dutra et al., 2009; Sathler-Avelar et al., 2009).

A autoimunidade e a manutencdo do parasitismo tecidual deixaram de ser teorias
opostas e se tornaram complementares (Soares et al., 2001). Estudos demonstraram que
a persisténcia do parasito parece ser fundamental para a manutencdo de um processo
inflamatorio capaz de provocar lesdes teciduais (Tarleton & Zhang, 1999; Lages-Silva
et al., 2001; Da Silveira et al., 2005), no entanto o0 mimetismo antigénico do T. cruzi
pode provocar uma resposta imune contra células do préprio hospedeiro, de forma que
também parece estar relacionado a patogénese das lesdes (Cunha-Neto & Kalil, 1995;
Leon et al., 2004).

1.3 - Imunopatologia da doenca de Chagas

A resisténcia do hospedeiro durante a DC experimental depende tanto da
imunidade inata quanto da adquirida, sendo necesséria a atuacdo de células de defesa,
como as células Natural Killer (NK), células T CD4*, T CD8" e células B (Rottenberg
et al., 1988; Russo et al., 1988; Aliberti et al., 1996; Corbett et al., 2001). Em
consequéncia, o parasito é persistentemente combatido, ocorrendo uma redugdo na sua
multiplicacdo. No entanto, este pode permanecer por tempo indeterminado no
hospedeiro, assim como a atividade imunoldgica com consequente lesdo tecidual e
alteracdes histoldgicas e/ou funcionais (Tarleton, 2001).

As células NK sdo importantes na defesa contra a disseminacao da infeccdo pelo
T. cruzi (Brener & Gazzinelli, 1997), promovendo a imunidade celular inata, com
liberacdo da citocina IFN-y. No entanto, sua atividade ndo se restringe a producdo de
citocinas, uma vez que estas células também apresentam atividade citotdéxica podendo
variar de acordo com a subpopulacdo (Sondegaard et al., 2000). Rottenberg et al. (1988)
e Cardillo et al. (1996) observaram que a deplecdo das células NK resultam em
parasitemia e mortalidade aumentadas em camundongos na fase aguda da infeccéo pelo
T. cruzi. J& Lieke et al. (2004) demonstraram que a deplecdo das células NK antes da
infeccdo resulta no aumento da parasitemia, enquanto o parasitismo tecidual ndao é
alterado.

Os macrofagos também apresentam fungéo essencial no controle da infecgcdo. A

fagocitose mediada por estas células ativa a producdo de citocinas inflamatorias, como
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IL-12 e TNF-a, contribuindo para a producdo de IFN-y por células NK. Esta producéo
permite a reducdo da parasitemia, favorece a diferenciacdo de linfécitos T em células
Th1, produtoras de IFN-y e, juntamente com o TNF-a, auxilia a ativacdo de macrofagos
que irdo produzir oxido nitrico (NO), molécula microbicida com papel fundamental no
controle da replicagdo do parasito na fase aguda da infecgdo (Kumar & Tarleton, 2001;
Michailowsky et al., 2001).

Em relacdo as células B, Cardillo et al., em 2007, demonstraram que estas
possuem importante papel durante a fase aguda da DC, visto que camundongos
deficientes em células B apresentaram menor porcentagem de células T CD8" ativadas e
de memoria no baco e no infiltrado inflamatério no masculo esquelético. N&o obstante,
observou-se que em camundongos nocaute (KO) para células B a area do infiltrado
inflamatdrio era menor e o nimero de ninhos intactos de parasitos, maior.

Os linfécitos T CD4" e CD8" estdo relacionados tanto aos mecanismos
imunorregulatérios quanto a génese das lesdes teciduais durante a infeccdo experimental
ou humana pelo T. cruzi. Rottenberg et al. (1995) e Goncalves da Costa et al. (2002)
confirmaram que na auséncia de células CD4" (auxiliares) ocorre uma reducdo da
resposta imunolégica do hospedeiro e, consequentemente, um aumento do parasitismo
tecidual, o que ocorre provavelmente devido a producdo de citocinas como o IFN-y e 0
TNF-o pelos linfocitos T CD4*, promovendo a ativagdo dos macréfagos e a
proliferacdo dos linfocitos T CD8" e B. Ferraz et al. (2009) demonstraram que
camundongos nocaute (KO) para linfécitos T CD4" e para linfocitos T CD8", sdo
altamente susceptiveis a infec¢do pelo T. cruzi, permitindo sugerir que a ampliacdo da
resposta imune tem grande importancia para o controle da infeccéo por este parasito.

No infiltrado inflamatério de pacientes com cardiopatia chagéasica, as células T
CD8" (citotoxicas) sdo a maioria em relagdo as células T CD4" (Higuchi et al., 1993).
Estas, segundo Muller et al. (2003) sdo responsaveis pela eliminacdo da célula
infectada, atraves da producéo da citocina IFN-y, granzimas e perforinas. Além disso,
contribuem no controle do parasitismo na fase aguda da infec¢cdo, uma vez que ativam
mecanismos de transdugdo do sinal em macrdéfagos, com ativagdo da enzima iNOS e
consequente producéo de NO (Aliberti et al., 1996; Martin & Tarleton, 2004; Borges et
al., 2009).

No entanto, Silvério et al. (2010) observaram que camundongos nocautes para

linfocitos T CD8*, mas expressando perforina, apresentaram lesGes e disfuncoes
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cardiacas com menor intensidade, demonstrando que essas células poderiam ser também
responsaveis por dano aos cardiomiocitos, favorecendo o desenvolvimento de lesdes no
tecido muscular cardiaco. Além disso, Caliari et al. (2002) e Leavey & Tarleton (2003)
também observaram a participacdo das células T CD8" na génese das lesdes cardiacas
de fase cronica.

As citocinas possuem papel fundamental no controle da replicagdo do parasito e
na resposta imune em animais infectados. No entanto, a migracdo de leucdécitos para o
local da infeccdo ap6s a entrada do parasito depende ndo sé da producdo destas, mas
também de quimiocinas, assim como, aumento da expressao dos seus receptores e das
moléculas de adesdo.

Acreditava-se que a producdo de citocinas pro-inflamatdrias era a Unica responsavel
pelo controle da infeccdo e eliminacdo do parasito (Hoft et al., 2000; Ferraz et al.,
2009). Entretanto, Silva et al. (1992) e Holscher et al. (1998) observaram que por meio
da producdo de citocinas como a IL-10 e a IL-4, ocorre o controle do processo
inflamatorio de forma a evitar a exacerbacdo das lesGes teciduais. Dessa forma, o
balanco entre a producdo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias é um fator
relevante na patogénese da DC (Dutra et al., 1997; Gomes et al., 2003).

Durante a fase aguda da infeccdo, a producdo de citocinas pré-inflamatorias,
responsaveis pela ativacdo de macréfagos e diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos
TCD8", é necessaria para limitar a multiplicacdo do parasito em pacientes chagasicos
(Bahia-Oliveira et al., 1998; 2000). Entretanto, um aumento na producdo de IL-10
durante a fase crénica auxilia o0 hospedeiro a evitar um processo patoldgico induzido por
citocinas do perfil Th1 (inflamatdrias).

Estudos em modelos experimentais tém demonstrado a ocorréncia de destruicao de
células ganglionares adjacentes a ruptura de ninhos de parasitos e a atuacdo do NO
como um importante mediador no dano neuronal durante a infeccdo experimental pelo
T. cruzi. A principal fonte de NO durante a resposta inflamatoria, é derivada da ativagéo
da iNOS, enzima que tem sua expressdo aumentada devido ao estimulo por IFN-ye
TNF-a, e bloqueada pela a¢do de citocinas como a IL-4 e IL-10 que inibem desta forma
a producdo de NO (Kdberle et al., 1963; Ribeiro et al., 2008).

O TGF-B, importante regulador da inflamacdo, quando em baixas concentracdes,
tem efeito pro-inflamatorio e, em altas concentragdes, efeitos anti-inflamatorios de

forma a permitir um equilibrio entre o controle do parasito e a lesdo tecidual exacerbada
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(Savino et al., 2007; Araujo-Jorge et al., 2008). Quando produzido durante a fase aguda
da infeccdo pelo T. cruzi, em camundongos, inibe os efeitos do IFN-y sobre os parasitos
intracelulares, interferindo no controle natural da infeccdo (Golgher et al., 2004,
Teixeira et al., 2006).

Segundo Truyens et al. (1994) e Chandrasekar et al. (1996), a IL-6, citocina pro-
inflamatdria importante na defesa contra patdgenos, tem sua expressao aumentada apos
infeccdo pelo T. cruzi. Gao & Pereira (2002) observaram que camundongos deficientes
em IL-6 eram muito mais susceptiveis & infeccdo pelo T. cruzi, uma vez que
apresentaram maiores parasitemias e morreram antes dos camundongos selvagens. De
acordo com este trabalho, existem duas possiveis explicacbes para a alta
susceptibilidade dos camundongos deficientes em IL-6 a infeccdo pelo T. cruzi. Na
primeira delas, as células T I1L-67 parecem produzir quantidade significativa de 1L-4
apos ativacdo (Ohshima et al., 1998; Samoilova et al., 1998). Além disso, tem sido
relatado, que a IL-6 pode ativar células endoteliais permitindo o aumento da migracao

de linfocitos para outros tecidos além dos linfoides (Watson et al., 1996).

1.4 - Envolvimento do Trato Gastrointestinal na doenca de Chagas

A forma digestiva da DC pode ocorrer isolada ou em associacdo com a forma
cardiaca (ANDRADE et al., 1999). Sendo que a incidéncia desta no Brasil varia entre 2
a 8,8% da populacéo infectada (Coura, 1985; Dias, 1983, Macedo, 1976)

Hipertrofia muscular e aumento do lumen, caracterizam a lesdo chagésica no
trato gastrointestinal (TGI), sendo que microscopicamente podem ser observados
infiltrados inflamatdérios com predominio de células mononucleares nas camadas
musculares, ganglionites e periganglionites. (Kdberle, 1968 e 1970; Tafuri, 1971;
Nascimento et al., 2010). Estas alteracdes ocorrem em funcdo das lesdes no sistema
nervoso autbnomo intramural, presencga de parasitos e acdo do sistema imune (Tafuri,
1970; Tafuri, 1987), e estdo presentes em cerca de 15% dos pacientes na fase cronica da
doencga, em areas endémicas (Prata, 2001; Pefiaranda-Carrillo et al., 2006; Batista et al.,
2010).

Uma reducdo no numero de neurdnios, é frequentemente observada em pacientes

crénicos com a forma digestiva da doenga (Adad et al., 1991 e 2001), sendo o
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megaesdfago associado a uma perda de aproximadamente 85% dos neurdnios, e 0
megacolon 50% (Koberle, 1968).

Na fase aguda da DC, o T. cruzi pode ser responsavel pelas lesdes no sistema
Nervoso uma vez que a carga parasitaria é alta. J& na fase crénica da infeccdo a carga
parasitaria & baixa e observa-se frequentemente a presenca de ganglionites e
periganglionites em individuos com megas, 0 que permite sugerir a participacdo do
sistema imune na génese das lesdes chagasicas (da Silveira et al., 2005).

Embora as lesdes teciduais observadas na fase crénica da doenca tenham relacéo
direta com a resposta inflamatdria, pouco se sabe a respeito da resposta imune
relacionada ao desenvolvimento do megaesofago na DC.

Estudos realizados em pacientes com megaesofago demonstraram a presenca de
infiltrado inflamatdrio, composto basicamente de linfocitos, macr6fagos e mastdcitos
associados a fibras musculares e neurénios. A andlise imuno-histoquimica demonstrou a
presenca de linfécitos T CD3" e células T CD68" e T CD4", sendo que as ultimas
estavam presentes em ndmero maior quando comparadas a subpopulagdo de CD8".
Além disso, todos os pacientes chagasicos com megas apresentaram denervacao
associada com inflamacdo, enquanto pacientes sem megas apresentaram ou ndo
denervacdo, na auséncia de inflamacdo indicando que o processo inflamatério esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento desta patologia (Corréa-Oliveira et al.,
1999).

D’Avila Reis et al. (2001) observaram que no megaes6fago chagéasico, 0s
infiltrados inflamatérios sdo compostos de linfécitos T CD3*, macrofagos e linfocitos
B, sendo que parte das células do infiltrado inflamat6rio nas camadas musculares
expressam TIA-1, proteina encontrada em linfdcitos T citotoxicos e células NK. Ja no
colon de pacientes portadores de megacélon, estudos demonstraram a presenca de
células NK, indicando a participacdo destas no prosseguimento do processo
inflamatdrio da fase crénica (Corbett et al., 2001).

Com relagdo ao papel do parasito no desenvolvimento dos processos
inflamatorios cronicos e/ou na denervacdo, estudos utilizando a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) demonstraram a presenca de KDNA do parasito no es6fago de 100%
e 77% dos pacientes com megaesofago, respectivamente (Vago et al., 1996; Lages-Silva
et al., 2001), e em apenas 50% dos pacientes sorologicamente positivos sem

megaes6fago (Vago et al., 2003), o que permite sugerir uma associacdo entre
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desenvolvimento do megaesdfago e a persisténcia do parasito na fase cronica (Da
Silveira et al., 2005).

Trabalho realizado pelo nosso grupo em esdfago e coOlon de cées Beagle
infectados pelas cepas Y e Be-78 demonstrou que na fase cronica, apenas o grupo de
animais infectados pela cepa Be-78 apresentou parasitismo tecidual e somente nos
animais infectados pela cepa Y foi observada fibrose. A denervagdo dos ganglios
mientéricos foi observada na infeccdo com ambas as cepas durante a fase aguda,
entretanto na fase crénica a denervacao foi persistente somente nos animais infectados
pela cepa Be-78. Com relacdo as células gliais, 0 comprometimento das mesmas foi
precoce nos animais infectados pela cepa Y enquanto os animais infetados pela cepa
Be-78 apresentaram reducdo de células gliais entéricas apenas na fase cronica
(Nogueira, 2011). Visto que as alteracdes mais significativas foram encontradas no
esdfago destes animais e existem poucos trabalhos na literatura sobre o papel da
resposta imune no megaesdfago, torna-se importante o estudo das células inflamatorias
e as citocinas produzidas pelas mesmas neste 6rgao ao longo da infecgdo experimental

pelo T. cruzi.
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2.1 - Objetivo
Avaliar o perfil do processo inflamatério e de citocinas no es6fago de cdes da raca

Beagle durante as fases aguda e cronica da infeccdo com formas tripomastigotas

sanguineas das cepas Y ou Berenice-78 do T. cruzi.
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3.1 - Atividades previamente realizadas

Este trabalho utilizou amostras bioldgicas coletadas durante a execucdo do
projeto “Correlagdo entre a génese de lesdes cardiacas e a resposta imune em caes da
raca Beagle infectados experimentalmente com diferentes cepas do Trypanosoma
cruzi”, fruto de uma colaboracéo entre a Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e
a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), coordenado pelos professores Maria
Terezinha Bahia e Egler Chiari, respectivamente. A manutencdo destes animais no
Canil da UFOP, a infeccdo, eutanasia e coleta das amostras foram executadas no
periodo de 2004 a 2006 pelos doutores Paulo Marcos da Matta Guedes e Vanja Maria
Veloso durante o desenvolvimento de suas teses de doutorado e todos 0s procedimentos
das etapas de execucdo experimental do projeto foram realizados de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Este estudo contou com o
auxilio fundamental de diversos alunos de iniciagdo cientifica, em especial lvo Santana
Caldas, Geovan Crepalde e Livia Figueiredo. As amostras bioldgicas coletadas durante
a necropsia atualmente pertencem ao arquivo de tecidos do Laboratério de
Imunopatologia (NUPEB/UFOP).

3.1.1 - Animais

Vinte e quatro cées da raga Beagle foram obtidos e mantidos no canil da UFOP.
Esses animais receberam tratamento prévio com anti-helminticos e imuniza¢do com a
vacina Vanguard® HTLP 5/CV-L Laboratério Pfizer LTDA, contra Parvovirose,
Cinomose, Leptospirose canina, Coronavirus, Adenovirus Tipo 2 e Parainfluenza.
Todas as atividades realizadas estavam de acordo com o preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram alocados em trés grupos experimentais com oito animais em
cada: 1) grupo ndo infectado (NI); II) grupo infectado pela cepa Y (Y) e Ill) grupo
infectado pela cepa Berenice-78 (Be-78), cada grupo foi dividido em dois subgrupos

com quatro animais para analise nas fases aguda e cronica.
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3.1.2 - Infeccdo dos caes

Aos 120 dias de idade, os cdes foram inoculados com 4 x 10° formas
tripomastigotas sanguineas das cepas Y ou Be-78, por kg de massa corporal pela via
intraperitoneal. As formas sanguineas foram obtidas de camundongos Swiss infectados

com as diferentes cepas e mantidos no Centro de Ciéncia Animal da UFOP.

3.1.3 - Necropsia, coleta e fixacdo do material para microscopia Optica

Os animais foram eutanasiados no 302 e 7302 dia apds a infeccdo (DAI) com 0,5
mL/Kg de massa corporal de tiopental sédico (0,03g/ml de solucéo salina 0,8%), por via
endovenosa. Durante a necropsia foram coletados fragmentos de eséfago que foram
fixados em formol a 10% tamponado (pH 7.2).

Fase aguda Fase cronica
(30DAI) (730 DAI)

Figura 1: Delineamento experimental das atividades previamente realizadas. NI: grupo de animais ndo-
infectados; Y: grupo de animais infectados pela cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados pela cepa
Berenice-78; DAI: dias apo6s a infeccéo.
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3.2 - Atividades realizadas neste estudo

Foi retirado um segmento da amostra de es6fago previamente fixada em formol
10% tamponado e processado conforme a técnica descrita a seguir para tecidos em
parafina. As amostras de esofago foram desidratadas em concentragdes crescentes de
alcool (70, 80, 90 e 100%), diafanizadas em dois banhos de xilol, e embebidas em
parafina. Apds o processamento, foram incluidas em parafina. Os blocos obtidos foram
submetidos a microtomia para a obtencdo de cortes histologicos com espessura de
quatro um submetidos a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE), para quantificacéo
do processo inflamatério e a reagdo de imuno-histoquimica para marcacdo de células
TCD4" e CD8".

3.2.1 - Coloracédo Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol, hidratados em
concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo lavados em agua
corrente. Em seguida, foram corados pela Hematoxilina, por 10 minutos e lavados em
agua corrente, para retirada do excesso do corante. Os cortes foram diferenciados em
alcool acidulado (200 mL de alcool absoluto e 10 gotas de &cido cloridrico) e outra vez
lavados em &gua corrente para evitar excesso de acidificacdo. Em seguida, foram
corados pela Eosina, por 30 segundos. Apos a Ultima lavagem em agua corrente, foram
desidratados, em dois banhos de alcool absoluto e levados a estufa a 56°C para secagem
e montados com laminula e Entellan.

Para avaliagdo do processo inflamatorio as células inflamatérias foram
quantificadas separadamente na submucosa e muscular, sendo 10 imagens (campos)
aleatorias em cada uma das camadas, totalizando uma area percorrida igual a 1,5 x 108
um?2. As imagens foram visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da
microcamera Leica DFC340FX associada ao microscépio Leica DM5000B e todas as
imagens foram analisadas pelo software de analise e processamento de imagem Leica
QwinV3 no Laboratério Multiusuarios do Ndcleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatério foi determinado pela

diferenga significativa (p<0,05) entre o numero de nucleos celulares presentes nos
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animais infectados pelo T. cruzi e aquele observado nos animais ndo-infectados +
desvio padrdo (MALTOS et al., 2004; CALIARI, 1997).

3.2.2 - Imuno-histoquimica para deteccao das subpopulacdes de linfécitos T (CD4*
e CD8")

A imuno-histoquimica aplicada neste trabalho utilizou o sistema ARK™
(Animal Research Kit, K3954, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA), conjugado
com a enzima peroxidase. Este sistema minimiza a reatividade do anticorpo secundario
com imunoglobulinas endégenas que podem estar presentes nas amostras.

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais anti-cdo (VMRD, Inc. PO
Box 502, Pullman, WA 99163 USA) produzidos em camundongo, os quais foram
diluidos em diluente com componentes redutores de background (DakoCytomation,
USA), nas seguintes proporc¢oes: linfécitos T CD4* (DH29A) 1:500 e linfécitos T CD8*
(CADO46A) 1:500. Nas laminas referentes ao controle negativo, adicionou-se apenas o
diluente do anticorpo.

Os cortes histoldgicos obtidos por microtomia foram estendidos em laminas de
vidro, previamente silanizadas, e permaneceram durante 24 horas em estufa a 56°C,
para melhor fixacdo dos mesmos. Posteriormente, foram imersos em trés banhos de
xilol (durante 15 minutos/cada) para retirada da parafina. Em seguida, foram hidratados
em concentracdes decrescentes de alcool (absoluto, 90%, 80% e 70%, durante cinco
minutos em cada) e agua.

Apos hidratacdo, foram imersos em Tampdo Tris-Salina acrescido de Tween-20
(TBS-T, cinco minutos). Procedeu-se entdo a recuperacdo dos sitios antigénicos, com
imersdo dos cortes histologicos em tampdo fosfato/citrato pH 6,0 (20 minutos) em
panela a vapor. Posteriormente, os cortes foram retirados e deixados a temperatura
ambiente (30 minutos), ainda imersos em tampdo fosfato/citrato, para que fosse
realizado um resfriamento progressivo dos mesmos, evitando assim gque ocorresse um
choque térmico e eles se soltassem das laminas. Na sequéncia, as laminas foram imersas
em trés banhos de TBS-T (cinco minutos cada).

Foi realizado, entdo, o bloqueio da peroxidase enddgena com a imersdo das
laminas em peroxido de hidrogénio a 30% em alcool metilico, em temperatura ambiente

(30 minutos), seguido de trés banhos com TBS-T (cinco minutos cada).
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Antes da aplicacdo do anticorpo primario sobre os cortes, 0 mesmo é marcado
usando o reagente de biotinilacdo, uma versdo modificada do anticorpo secundario
biotinilado. O anticorpo primério e o reagente de biotinilagdo sdo misturados em
solucdo, resultando na ligacdo do anticorpo secundario biotinilado ao anticorpo
primario. O reagente de bloqueio, contendo soro normal de camundongo, em seguida, €
adicionado a essa mistura.

Os cortes foram entdo incubados overnight com os anticorpos primarios ligados
a biotina, em camara Umida (2-8°C) e posteriormente receberam trés banhos em TBS-T
(cinco minutos cada). Adicionou-se 0 complexo estreptoavidina-peroxidase,
permanecendo as laminas incubadas neste complexo a temperatura ambiente (15
minutos), sendo em seguida imersas em trés banhos de TBS-T (cinco minutos cada).

A marcacao celular foi revelada pela acdo da enzima peroxidase, agindo sobre o
seu substrato 3.3’-diaminobenzidine (DAB), formando um precipitado marrom sobre a
célula que contém o epitopo alvo da marcacdo do anticorpo primario, usado na
imunomarcacao. Para isso, realizou-se uma mistura de DAB e solugdo tampdao contendo
peréxido de hidrogénio e conservante. Os cortes foram imersos nesta solucéo (cinco
minutos) a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas ficaram (cinco minutos)
imersas em agua corrente com o objetivo de bloquear a acdo da enzima peroxidase. Para
contraste, utilizou-se Hematoxilina de Harris (oito segundos) e novamente os cortes
foram imersos em &gua corrente (cinco minutos), seguido pela imersdo em alcool
absoluto, levados a estufa de secagem (56°C) e montados com Entelan entre lamina e
laminula.

Durante o procedimento da técnica, em cada bateria foram utilizados como
controle positivo e negativo dois cortes histologicos do eséfago de Beagle infectado
pela cepa Y do T. cruzi anteriormente utilizado no processo de padronizacdo das

reacOes, no qual se observou marcagdo positiva para as células em estudo.
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3.2.3 - Analise das células TCD4* e TCD8" no esdfago durante a infeccdo

experimental pelo T. cruzi.

A analise semi-quantitativa das células TCD4* e TCD8" nos cortes histologicos
do esdfago submetidos a imuno-histoquimica foi realizada nas camadas submucosa e
muscular por trés avaliadores. Os resultados foram expressos de acordo com
Wiinschmann et al. (1999) em: - = auséncia de células marcadas, + = discreto nimero
de celulas marcadas, ++ = moderado numero de células marcadas e +++ = acentuado

ndmero de células marcadas.

3.2.4 -Real Time - PCR

3.2.4.1 - Sequéncia dos iniciadores

Os iniciadores que foram utilizados nas reacdes de PCR quantitativo em tempo
real (qRT-PCR) foram desenhados, sintetizados, padronizados quanto a sua
concentracdo de uso e verificados quanto a sua especificidade e eficiéncia, como
mostrado no esquema abaixo:

Desenhos dos primers

Sequéncias forward (F)
e Reverse (R)

l’ ‘ Concentragdo de uso

Sintese dos primers —_— ‘ Especificidade

Oligonucleotideos \

Ensaios de PCR
Quantitativo em Tempo
Real (QRT-PCR)

Eficiéncia
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Todas as etapas citadas acima, que antecedem os ensaios de qRT-PCR, sdo
necessarias e foram cuidadosamente seguidas, garantindo a qualidade dos resultados.
Segue abaixo, a tabela (Tabela 1) com a sequéncia dos iniciadores utilizados.

Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores

Gene Sequéncia de nucleotideos (5’-3°) Funcéo

18s F: GTGGTATTGAGGAAAGCAG Constitutivo
R: CAGTCAGGGATCTTATACT

IFN-y F: TCAACCCCTTCTCGCCACT Citocina
R: GCTGCCTACTTGGTCCCTGA

TNF-a F: CGTCCATTCTTGCCCAAAC Citocina
R: AGCCCTGAGCCCTTAATTC

IL-6 F: CCTGGTGATGGCTACTGCTT Citocina
R: ACTATTTGAAGTGGCATCATCCT

IL-12p40 F: CAGCAGAGAGGGTCAGAGTGG Citocina
R: ACGACCTCGATGGGTAGGC

IL-4 F: CACCTCCCAACTGATTCCAA Citocina
R: CTCGCTGTGAGGATGTTCAA

IL-10 F: AGAACCACGACCCAGACATC Citocina
R: CCACCGCCTTGCTCTTATTC

TGF-p F: AGGATCTGGGCTGGAAGTG Citocina
R: CGGGTTGTGCTGGTTGTA

INOS F: GCCCTGTGCCTCGGATAATC Enzima

R: CCACGGAAGAAGTTAAAGTTG

3.2.4.2 - Extracéo e purificagdo do RNA total das amostras de tecido

Na etapa de extracdo do RNA total, foram utilizadas quantidades de tecidos do
esdfago com o peso estimado entre 20-40 mg. As amostras apds serem retiradas do
freezer -80 °C, foram imediatamente imersas em um mL de TRIzol® Reagent
(Invitrogen Sé&o Paulo, SP, Brasil) contido dentro de um tubo de 1,5 mL e maceradas
utilizando o aparelho Politron (Modelo OV5, VELP) até total 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, Sdo Paulo).
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Posteriormente, o homogeneizado foi transferido para tubos de 1,5 mL e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacéo
dos complexos de nucleoproteinas. Foram entdo adicionados 0,2 mL de cloroférmio
(Sigma, St. Louis, MO, USA) para cada 1,0 mL de TRIzol® Reagent nos tubos
contendo o homogeneizado e 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 x 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 adicdo 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 purificagdo do RNA total
contido na amostra, utilizou-se o kit de extracdo de RNA total (SV total RNA Isolation
System -Promega, Madison, WI, USA) com algumas adaptacGes 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 12.000 x g 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. Apés esta etapa, as amostras de RNA
foram tratadas com DNase para assegurar a auséncia de contaminagdo por DNAg.
Posteriormente, foram adicionados 200 puL de “SV DNAse Stop Solution” para inibi¢ao
da atividade enzimatica da DNAse. O tubo foi entdo centrifugado a 12.000 x g por 2
minutos e o liquido contido no tubo coletor descartado. Foram adicionados entdo 600
pL de solugdo de lavagem (SV RNA Wash Solution) e realizada a centrifugacdo por
12.000 x g por 2 minutos. Adicionou-se entdo, 250 pL de solucdo de lavagem (SV RNA
Wash Solution) seguido de centrifugacdo a 14.000 x g por 3 minutos. Posteriormente, o
spin foi transferido para um tubo de eluicdo e adicionou-se 100 pL de agua livre de
nucleasse, seguido centrifugagdo a 12.000 x g por 2 minutos. Em seguida, as amostras

foram armazenadas imediatamente a -80°C até 0 momento do uso.

3.2.4.3 - Quantificagdo e avaliacdo do grau de pureza do RNA total extraido

As amostras de RNA extraidas foram dosadas no equipamento Nanovue® (GE

Healthcare, Reino Unido) utilizando 2 puL de RNA e o grau de pureza em relacdo a
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presenca de proteinas, foi avaliado utilizando a relacdo dos valores de absorbancia
obtidos & 260 e 280 nm. As amostras que apresentaram absorbancia 260/280 nm acima
de 1,8 foram consideradas com um grau de pureza satisfatorio. O grau de contaminagéao

por fenol foi avaliado pela absorbancia a 320 nm.

3.2.4.4 - Integridade do RNA extraido

A separacéo eletroforética das amostras de RNA total foi realizada em gel de
agarose em condicBes desnaturantes e especificas para RNA, seguindo o seguinte
protocolo: em um primeiro frasco (frasco 1), 0,6 g de agarose foi fundida em 40 mL de
agua (tratada com DEPC) utilizando micro-ondas convencional para aguecimento; em
um segundo frasco (frasco 2), foi adicionado 12,8 mL de agua (tratada com DEPC), 6
mL de tampdo MOPS 10X (3-morfolino-propansolfonico) e 1,2 mL de formaldeido
(Sigma). Quando a temperatura do frasco 1 atingiu em torno de 45° (palpavel), esse foi
adicionado ao frasco 2. Ap6s a homogeneizacdo, a solucdo foi vertida sobre o aparato
de eletroforese com pente apropriado e aguardado aproximadamente 40 minutos para
completa solidificacdo. Paralelamente, foi preparado o tampédo de amostra contendo
93,75 uL de formamida (Sigma), 13,75 pL de formaldeido, 18,75 uL. de MOPS 10X, 21
pL de 4gua (tratada com DEPC), 0,25 pL de azul de bromofenol (100 mg/mL) e 0,25
uL de brometo de etidio (Sigma). Foram utilizados 5 pg das amostras de RNA para 10
uL de tampao de amostra e incubado por 5 minutos a 65°C (desnaturagcdo do RNA)
seguido de banho de gelo por trés minutos. Posteriormente, as amostras foram aplicadas
no gel e corridas a 90 V em tampdao MOPS 1X. Todo material foi previamente
autoclavado e limpo com RNAaway® (Invitrogen) e a cuba era exclusiva para RNA,
evitando contaminacdo por RNAses que poderiam comprometer a integridade do RNA
durante o processo de separacdo eletroforética. As amostras consideradas adequadas
para avaliagdo dos niveis de transcritos de RNAm foram as que apresentavam bandas
integras referentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. Os géis desnaturantes
referentes as amostras de RNA utilizados nesse estudo estdo mostrados nas Figuras 2 e
3.

22



FONSECA, K.S. Material e Métodos

NI Y Be-78

Bg 34 Bg39 Bg40 Bg41 Bg 35 Bg36 Bg37 Bg 38 Bg 42 Bg43 Bg44 Bg45

Figura 2: Gel desnaturante de RNA total dos animais na fase aguda. Na figura é possivel visualizar
bandas integras referentes as subunidades ribossdmicas 18S e 28S das amostras de RNA total extraidas
das amostras de cdes na fase aguda utilizados neste estudo.

NI \% Be-78
Bg06  Bg07  Bgl7 Bgl9 Bgld Bgls  Bglé Bg20  Bg2l  Bg22 Bg 27

Figura 3: Gel desnaturante de RNA total dos animais na fase cronica. Na figura é possivel visualizar
bandas integras referentes as subunidades ribossomicas 18S e 28S das amostras de RNA total extraidas
das amostras de ces na fase cronica utilizados neste estudo.

3.2.4.5 - 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, adicionou-se em um tubo, 1 pg de RNA total
presente em um volume final méximo de 10 pL. Posteriormente, foi adicionado 10 pL
do mix de transcri¢do reversa em cada tudo contendo RNA, e posteriormente, 0s tubos
foram colocados no termociclador TC312 Techne (Analitica), nas seguintes condigdes:
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. Apos o término desta etapa, 0s
tubos foram retirados do termociclador e armazenados a temperatura de -20°C até o

momento da amplificacdo da etapa de PCR em tempo real.
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3.2.4.6 - Deteccéo dos niveis de citocinas e receptores por gqRT-PCR

O ensaio para avaliar a expressdo génica de citocinas e receptores nas amostras
de esofago de cdo, foi realizado utilizando trés uL dos iniciadores (iniciadores) na
concentracdo de 100 nM, cinco uL de SYBR™ Green, dois uL. de cDNA diluido 5x
com agua livre de DNAse, perfazendo um volume final de 10 puL de reacdo.

O ensaio foi realizado em triplicata para todos os genes, com o constitutivo

presente na mesma placa que os genes avaliados. Os resultados foram expressos pelo
método 2-ACt - 2-(Ct Gene alvo - Ct 185s)

3.2.5 - Anédlises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 4.03 (Prism Software, Irvine, CA, USA).

Para avaliacdo estatistica da expressdao génica das citocinas entre os grupos foi
realizada analise de variancia (ANOVA one-way) seguida pelo teste de comparacdes
maultiplas de Tukey. A andlise da diferenca entre as fases aguda e cronica de um mesmo
grupo foi realizada através do Test T de Student. Foram consideradas significativas as

diferencas entre medias com valores de p<0,05.

e
-
-

Figura 4: Delineamento experimental das atividades realizadas neste estudo. DAI: dias apds infec¢do.
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4.1 - Processo inflamatorio e fenétipo celular

Na fase aguda o processo inflamatério foi quantificado nos cortes histoldgicos
esofagicos corados pela HE sendo observado infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear, significativamente maior nos animais infectados (Figura 5A) quando
comparado aos animais do grupo NI, com distribuicdo focal ou difusa nos animais
infectados pelas cepas Y (Figura 5B) e Be-78, respectivamente. Na avaliagdo imuno-
histoquimica, nos cortes histolégicos dos animais do grupo NI ndo foram identificados
linfécitos T (CD4" ou CD8") sendo todas as amostras analisadas classificadas como
auséncia de células marcadas (-). Entretanto, nos grupos infectados pelas cepas Y
(Figuras 5C e D) ou Be-78, um moderado numero de células, nos focos inflamatdrios ou
difusamente distribuidas, mostrou-se marcada para CD4 ou para CD8, porém, em
proporcdes semelhantes.

Na fase cronica, o infiltrado inflamatério mostrou-se focal e reduzido em relacdo
a fase aguda, sendo observado apenas nos animais infectados pela cepa Be-78 (Figuras
5E e F) e constituido predominantemente por linfécitos. Em relacéo as reacdes imuno-
histoquimicas, também foi possivel observar que um moderado nimero de células dos
focos inflamatérios mostrou-se marcada para CD4 ou para CD8, também em
proporcoes semelhantes (Figuras 5G e H) e representando praticamente a totalidade das

células do infiltrado.
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Figura 5: Andlise morfométrica do processo inflamatorio e semi-quantitativa das subpopulagGes de
linfocitos T (CD4* e CD8") no es6fago de cdes Beagle durante as fases aguda (O) ou cronica ( m) da
infeccdo experimental pelas cepas Y ou Berenice-78 do T. cruzi. A e E: analise morfométrica do processo
inflamatério agudo e crénico, respectivamente. B: cortes histologicos corados por HE, demonstrando o
processo inflamatério agudo e focal nos animais do grupo Y. F: cortes histoldgicos corados por HE,
demonstrando a persisténcia do processo inflamatério na fase cronica nos animais do grupo Be-78. C e
G: cortes histolégicos corados por imuno-histoquimica para deteccéo de linfécitos T CD4* em animais
infectados pela Cepa Y na fase aguda e Be-78 na fase cronica. D e H: cortes histologicos corados por
imuno-histoquimica para deteccéo de linfocitos T CD8* em animais infectados pela Cepa Y na fase aguda
e Be-78 na fase cronica. Y: grupo de animais infectados pela cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados
pela cepa Berenice-78. ‘“#” indica diferenca significativa entre os grupos infectados e os animais néo-
infectados durante a fase aguda ou cronica, e o asterisco indica diferenca significativa entre as fases aguda
e cronica. Barra = 50um, Insert Barra = 10um.
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4.2 - Avaliacdo da expressdo de mMRNA de citocinas pro-inflamatorias

A expressdo de mRNA das citocinas pro-inflamatorias IL-6, 1L-12, TNF-a e
IFN-y foi avaliada quantitativamente pela técnica de qRT-PCR e o0s resultados estéo
apresentados na Figura 6.

A anélise dos dados revelou que na fase aguda da infec¢do, ndo houve aumento
na expressdéo do mRNA das citocinas IL-6 e IL-12 em ambos os grupos infectados.
Entretanto, foi observado um aumento na expressdo do mRNA de TNF-a e IFN-y nos
animais infectados pela cepa Y do T. cruzi em relacdo aos demais grupos.

Ja na fase cronica houve um aumento na expressdao do mRNA de IL-6, IL-12 e
TNF-a nos animais infectados pela cepa Be-78 tanto em relacdo ao grupo de animais
infectados pela cepa Y quanto ao grupo de animais ndo-infectados.

Além disso, a comparacao entre as fases aguda e crénica de um mesmo grupo
demonstrou um aumento no mMRNA de IL-6 e IL-12 nos animais infectados pela cepa
Be-78 na fase cronica em relacdo a fase aguda. Para os animais do grupo Y foi
observado um aumento significativo do mRNA de TNF-a na fase aguda em relagdo a

fase crénica.
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Figura 6: Expressdo do mRNA de citocinas pro-inflamatdrias (IL-6, IL-12, TNF-o e IFN-y) no eséfago
de cées Beagle durante as fases aguda ( O) ou cronica ( B ) da infeccdo experimental pelas cepas Y ou
Berenice-78 do T. cruzi. NI: grupo de animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados pela cepa
Y; Be-78: grupo de animais infectados pela cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam
diferencas significativas entre os grupos durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam

diferencas significativas entre os grupos durante fase crdnica e o asterisco indica diferenca significativa
entre as fases aguda e cronica.
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4.3 - Avaliacéo da expressdo de mRNA de iNOS

A expressdo de mRNA da enzima INOS foi avaliada quantitativamente pela
técnica de qRT-PCR e o resultado esta apresentado na Figura 7.

Foi observado um aumento na expressédo do mRNA da iNOS nos animais
infectados pela cepa Be-78 quando comparado aos animais dos grupos NI e Y na fase
cronica.

Além disso, observou-se um aumento na expressdo génica desta enzima na fase

crénica em relagdo a fase aguda nos animais infectados pela cepa Be-78.
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Figura 7: Expressdo do mRNA da enzima iNOS no es6fago de cdes Beagle durante as fases aguda (O)
ou cronica (M) da infecgdo experimental pelas cepas Y ou Berenice-78 do T. cruzi. NI: grupo de animais
ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados pela cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados pela
cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos
durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferencas significativas entre os grupos
durante a fase cronica e o asterisco indica diferenca significativa entre as fases aguda e cronica.
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4.4 - Avaliacéo da expressao de mRNA de citocinas anti-inflamatorias

A expressdo de mMRNA para as citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10 e TGF-3
foi avaliada quantitativamente pela técnica de gRT-PCR e os resultados estdo
apresentados na Figura 8.

Na fase aguda ndo foram observadas diferencas significativas na expressao
génica relativa das citocinas IL-4 e TGF-B. Em relagdo a citocina IL-10, observou-se
um aumento significativo na expressdo do seu mRNA nos animais infectados pela cepa
Y em relagdo ao grupo de animais ndo-infectados.

Na fase cronica ndo foram encontradas diferencas significativas para a expresséo
de mRNA das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- B.

Somente nos animais infectados pela cepa Y foi observado um aumento na fase

aguda para a expressao de mRNA de IL-10 quando comparado a fase cronica.
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Figura 8: Expressdo do mRNA das citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 e TGF-B) no es6fago de cdes
Beagle durante as fases aguda (M) ou cronica ( O) da infec¢do experimental pelas cepas Y ou Berenice-
78 do T. cruzi. NI: grupo de animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados pela cepa Y; Be-78:
grupo de animais infectados pela cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferengas
significativas entre os grupos durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferencas

significativas entre os grupos durante fase crbnica e o asterisco indica diferenca significativa entre as
fases aguda e cronica.

33



5 - Discussao



FONSECA, K.S. Discussdo

Os aspectos clinicos, parasitologicos, imunolégicos e histopatoldgicos observados
durante as fases aguda e cronica da DC no modelo cdo sd@o muito semelhantes aqueles
observadas em humanos, tendo sido demonstrado o desenvolvimento da forma cardiaca
fibrosante bem como da insuficiéncia cardiaca congestiva (Andrade & Andrade, 1980;
Tafuri, et al., 1988; Lana et al., 1988; Lana et al., 1992; Andrade et al., 1997), sugerindo
que este modelo experimental é o ideal para estudos sobre a imunopatogénese da doenca,
principalmente em relagdo as lesdes cardiacas (Andrade & Andrade, 1980; Andrade et al.,
1984 ; Tafuri et al., 1988; Lana et al., 1988; Lana et al., 1992; Guedes et al., 2002;
Bahia et al., 2002; Guedes et al., 2007). No entanto, estudos sobre o envolvimento do
sistema digestdrio neste modelo sdo escassos.

Koeberle (1957) observou a forma digestiva da doenca em cdes naturalmente
infectados, mas ndo relatou se houve apenas dilatacdo ou realmente hipertrofia.
Entretanto, Machado et al. (2001) ndo observaram a presenca de infiltrado inflamatério
na camada muscular e no plexo nervoso intramural do TGI na infeccdo experimental
crénica em caes. Além disso, a maioria dos trabalhos realizados em cdo avaliou apenas
a denervacdo dos ganglios, sendo importante o estudo sobre a participacdo de
fendmenos inflamatdrios, bem como células e citocinas produzidas pelas mesmas.

Neste estudo, o envolvimento do es6fago foi analisado ao longo das fases aguda
e cronica da DC experimental em cdes Beagle infectados com duas cepas do T. cruzi (Y
e Be-78) que apresentam caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas distintas. Durante a
fase aguda foi observado que ambas as cepas induziram resposta inflamat6ria moderada,
porém significativa em relacdo aos animais ndo-infectados, demonstrando assim que
ambas as cepas utilizadas nesse trabalho sdo capazes de causar um processo
inflamatdrio esofagico no modelo cdo ao longo da fase aguda. Esses dados corroboram
com os resultados obtidos por Santos (1998) que também observou inflamacéo
esofagica durante a fase aguda da infeccdo de caes pela cepa Be-78 do T. cruzi. Além
disso, resultado semelhante foi observado por Veloso (2007), que ao avaliar o coracdo
destes mesmos animais, durante a fase aguda, constatou que os cdes Beagle infectados
pelas cepas Y ou Be-78 apresentaram uma resposta inflamatoria significativa em
relacdo aos animais nédo infectados.

Entretanto, durante a fase cronica apenas os animais infectados pela cepa Be-78
apresentaram inflamacdo no esdfago. Veloso (2007) avaliando cortes histoldgicos

cardiacos desses mesmos animais também observou infiltrado inflamatério crénico
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apenas nos animais inoculados pela cepa Be-78, sendo observado um padrdo
principalmente focal, semelhante ao observado no esofago.

Além disso, no es6fago destes mesmos cdes observou-se uma reducdo da area
PGP 9.5-IR durante a fase aguda, provavelmente devido a inflamacéo induzida pela
infeccdo com ambas as cepas, no entanto o processo de denervacdo foi mantido na fase
cronica apenas nos animais infectados pela cepa Be-78, 0 que pode estar associado a
manutenc¢do do processo inflamatorio apenas nesses animais (Nogueira, 2011).

Muitos autores tém relacionado lesdes do SNA a um processo inflamatorio
adjacente (Andrade & Andrade, 1966; Tafuri & Brenner, 1967; Tafuri, 1970; 1971).
Neste trabalho foi observada com frequéncia a presenca de infiltrados linfocitarios
associados a ganglios, o que corrobora com Caliari et al. (1996) que observaram durante
a fase aguda, no esofago de cdes experimentalmente infectados pela cepa Be-78 miosite,
periganglionite e ganglionite.

Caracteristicas bioldgicas como a infectividade in vitro e o polimorfismo das
formas tripomastigotas sanguineas do T. cruzi parecem influenciar o aparecimento de
alteracdes anatomopatoldgicas nos hospedeiros.

Estudos realizados por Guedes et al. (2007) revelaram que a cepa Y apresenta
91% de formas delgadas, enquanto que a cepa Be-78 é constituida predominantemente
por formas largas (90%). Brener (1965) observou que as taxas de mortalidade foram
maiores nos animais infectados pelas cepas constituidas predominantemente por formas
delgadas quando comparadas aquelas constituidas por formas largas ou muito largas
sugerindo que o resultado da infeccdo pode estar relacionado ao predominio de uma
forma sobre a outra. N&o obstante, foi descrita elevada infectividade in vitro para a cepa
Y, predominio de formas delgadas e baixa infectividade para a cepa Be-78, com
predominio de formas largas (Brener et al., 1976; Bertelli et al., 1977; Bertelli &
Brener, 1980; Guedes, 2007).

Além disso, trabalhos utilizando o cdo como modelo experimental mostraram
que a cepa Be-78 apresenta pico de parasitemia mais tardio em relacdo a cepa Y, e
ainda, que os animais infectados pela cepa Y sdo capazes de controlar a parasitemia
mais rapidamente que aqueles infectados pela cepa Be-78 (Carneiro et al., 2007; Veloso
et al., 2008). Sendo assim, é de se esperar que 0 processo inflamatorio persista por um
periodo maior nos animais infectados pela cepa Be-78, como observado nesse trabalho,
onde durante a fase crdnica apenas nesses animais ainda foi observado a presenca de

células inflamatdrias, o que poderia estar relacionado ao controle mais tardio da
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parasitemia nesses animais. Além disso, o parasitismo tecidual esofagico foi observado
apenas nos animais infectados por essa cepa (Nogueira, 2011).

Tendo em vista que ambas as cepas utilizadas neste trabalho induziram processo
inflamatdrio esofagico predominantemente linfocitico, esperava-se que fosse observada
uma maior proporcao de linfocitos TCD8* em relacdo aos TCD4". No entanto, a analise
do perfil fenotipico dessas células revelou proporcdes similares entre as duas
subpopulagdes nos animais avaliados durante a fase aguda para ambas as cepas e na fase
crbnica apenas para os animais infectados pela cepa Be-78, onde ocorreu a persisténcia
do infiltrado inflamatdrio.

Caliari et al. (2002) ao avaliarem o coracdo de cées infectados pelo T. cruzi
observaram um predominio de linfécitos TCD8" (58%) em relagdo aos TCD4" (42%).
Resultado semelhante também foi constatado por Souza (2009) no coracdo de cées
infectados, sendo verificado um percentual de 62% de linfocitos T CD8* e 19% de
linfocitos T CD4".

Corbett et al. (2001) ao estudarem o colon de pacientes chagasicos com
megacolon, observaram que os linfocitos T sdo as células mais abundantes na reacao
inflamatéria e que os linfécitos TCD8" representam mais da metade do ndmero total de
linfocitos, além de estarem associados a degeneracdo de células ganglionares. Ja em
relacdo ao esbfago, D’Avila Reis et al. (2001) observaram que os infiltrados
inflamatdrios associados a camada muscular apresentavam predominantemente
linfocitos CD3" (72-93%), seguido por macréfagos (6-29%) e linfécitos B CD20" (1-
4%), sendo que 1-35% das células do infiltrado apresentavam TIA-1 proteina presente
em linfocitos citotoxicos e células NK, indicando que estas células poderiam estar
envolvidas na patogénese do megaeséfago.

Da Silveira et al. (2005) quantificaram células NK CD577, linfécitos citotoxicos
TIA-1" no plexo mioentérico do esofago de pacientes chagasicos com e sem
megaesofago. Células NK e linfécitos citotoxicos foram observados em pacientes com
megaes6fago e também, em pequena proporcdo, em pacientes sem megaeséfago, mas
com processo inflamatdrio e perda neuronal.

Entretanto, vale a pena ressaltar que apesar de proporcOes semelhantes de
células TCD4* e TCD8" terem sido observadas, sabe-se que estas populacdes celulares
em orgaos linfoides de cdes normais representam cerca de 30% e 70%, respectivamente,

de linfocitos CD8" e CD4" (Caliari et al., 2002). Portanto, a equivaléncia observada nos
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animais infectados sugere um aumento na proliferacdo de células T CD8". Além disso,
estas células funcionalmente podem estar relacionadas & producéo de citocinas distintas.

Na resposta inflamatoria, o papel das citocinas na susceptibilidade e resisténcia a
infeccdo pelo T. cruzi ainda ndo foi totalmente elucidado. No entanto, dados da
literatura demonstram que na DC citocinas inflamatorias sdo essenciais durante a fase
aguda da infecgdo (Bahia-Oliveira et al., 1998, 2000; Cunha-Neto et al., 2009) e sé&o
produzidas em niveis elevados na fase cronica, possivelmente pela exposi¢cdo ao
parasito por um longo periodo (Ribeirdo et al., 2000; Abel et al., 2001; Ferreira et al.,
2003; Talvani et al., 2004). Neste sentido, torna-se importante o estudo ndo apenas das
celulas presentes no infiltrado inflamatorio, como também das citocinas que as mesmas
estariam produzindo.

Neste trabalho foi demonstrado que na fase aguda da infec¢do, animais
infectados pela cepa Y do T. cruzi apresentaram um aumento na expressao do mRNA
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a. e IFN-y em relacdo aos demais grupos. Guedes
et al. (2007) observaram que os padrBes mais graves de alteracdes anatomopatoldgicas
cardiacas foram observados nos cédes Beagle infectados pela cepa Y, que apresentaram
alta infectividade in vitro e elevados niveis de parasitemia. A auséncia ou a presenca de
discretas alteracGes anatomopatologicas cardiacas foram observadas nos animais
infectados pela cepa Be-78, que apresentou baixa infectividade in vitro e baixos niveis
de parasitemia. Assim, pode-se inferir que 0 aumento de citocinas inflamatérias na fase
aguda nao foi observado nos animais infectados pela cepa Be-78 provavelmente porque
esta cepa age de forma silenciosa, apresentando menor parasitemia e, possivelmente,
menor parasitismo tecidual, de maneira que o sistema imune ndo detecta a presenca do
mesmo imediatamente.

Neste trabalho, observou-se aumento na expressdo de IFN-ynos animais
infectados pela cepa Y durante a fase aguda da infeccdo, mas nédo foi observado
aumento na expressdo da enzima iINOS nestes mesmos animais. Sabe-se que o IFN-y é
uma citocina protetora, especialmente na fase aguda da infeccdo, uma vez que possuli
capacidade de ativar a expressdo da iINOS permitindo a produgdo do NO (Bahia-
Oliveira et al., 2000; Machado et al., 2000), portanto esperava-se que a expressao do
MRNA de iNOS também estivesse aumentada. No entanto, este aumento ndo foi
observado provavelmente devido ao aumento na expressao da citocina anti-inflamatéria

IL-10 que poderia estar inibindo os efeitos do IFN-y, regulando a atividade dos
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macrofagos ao bloquear sua ativacdo, como observado por Silva et al. (1992), que
mostraram a producdo de I1L-10 por camundongos geneticamente susceptiveis e que a
mesma pode impedir a funcao antiparasitaria dos IFN-y (Gazzinelli et al., 1992).

Na fase crbnica, observou-se no presente trabalho aumento na expresséo de
MRNA das citocinas IL-6, IL-12 e TNF-o nos animais infectados pela cepa Be-78 em
relacdo aos demais grupos. Sabe-se que a IL-12, assim como 0 TNF-a sdo importantes
na ativagcdo de macrdfagos e consequente aumento na expressdo de iNOS e producao de
NO (Vespa et al., 1994; Alibert et al., 1996; Bahia-Oliveira et al., 2000; Borges et al.,
2009). Neste sentido, os dados deste trabalho estdo em concordancia com a literatura,
uma vez que houve também um aumento na expressao do mRNA da iNOS nos animais
infectados pela cepa Be-78 quando comparado aos animais dos grupos Nl e Y.

Esperava-se que o IFN-ytambém estivesse aumentado, uma vez que este €
fundamental na ativacdo de macréfagos e aumento da expressdo de iINOS, entretanto
este aumento ndo foi observado. Segundo Rottenberg et al. (1996), foi observado iNOS
co-localizado com parasitos em tecidos infectados pelo T. cruzi e KO para o receptor de
IFN-y, sugerindo uma via de inducdo de iNOS independente do IFN-y, podendo ser esta
a explicagdo para um aumento de iNOS né&o relacionado ao aumento desta citocina.

Considerando que o NO esta envolvido no processo de denervacao, uma vez que
a inibicdo da sintese deste radical livre esta diretamente relacionada a reducdo da lesdo
neuronal (Garcia et al., 1999; Arantes et al., 2004) e ainda que nos animais avaliados
nesse trabalho (Nogueira, 2011) a denervagdo durante a fase cronica foi persistente
apenas no grupo de animais infectados pela cepa Be-78 quando comparado ao grupo de
animais infectados pela cepa Y pode-se sugerir que, 0 aumento de iINOS esta também
diretamente relacionado ao processo de denervagdo observado nestes mesmos animais.

A citocina TGF-p é produzida durante a primeira semana ap6s a infec¢cdo e
constantemente ao longo das fases aguda e cronica (Zhang & Tarleton, 1996). Nos
locais de inoculo do T. cruzi o TGF-f é produzido por macrofagos e fibroblastos
infectados e ainda liberado pelas plaquetas recrutadas para o local da infec¢do (Araujo-
Jorge et al., 2008). Uma vez que os animais infectados pela cepa Y utilizados neste
estudo apresentaram neoformacdo de coldgeno durante a fase cronica da doenca
(Nogueira 2011), esperava-se aumento na expressao do mRNA desta citocina nos

animais infectados por esta cepa. No entanto, ndo foram encontradas diferengas

39



FONSECA, K.S. Discussdo

significativas para a expressdo do TGF- entre os grupos estudados, tanto na fase aguda
quanto na cronica.

Portanto, comparando o perfil patogénico das duas cepas utilizadas nesse estudo,
observa-se resposta inflamatéria limitada & fase aguda da infecgdo pela cepa Y, com
producdo de citocinas pré-inflamatorias e de IL-10, provavelmente relacionadas ao
controle da infeccéo e regulacdo da ativacdo de macrdfagos, respectivamente, reduzindo
a lesdo tecidual. Dessa forma, conclui-se que a infeccdo pela cepa Y leva ao controle
precoce da lesdo, o que esta de acordo com dados obtidos por Nogueira (2011) nestes
mesmos animais que relataram na infeccéo por esta cepa o desenvolvimento precoce de
alteracdes e um processo de cicatrizagdo com neorformacdo de colageno ja aos dois
anos de infeccdo. Além disso, o processo de denervacdo e a reducdo dos componentes
enterogliais GFAP-IR causado por esta cepa sdo significativos apenas na fase aguda.
Estes dados sdo consistentes também com o controle mais precoce da parasitemia
(Veloso et al., 2008) e do parasitismo tecidual (Nogueira, 2011).

Ja no esdfago dos animais infectados pela cepa Be-78, observa-se um padrédo
diferente de resposta inflamatoria, uma vez que esta se iniciou na fase aguda e persistiu
até a fase crbnica, na qual havia presenca de um processo inflamatério focal, com
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e da enzima iINOS o que resulta em lesGes
progressivas do TGl ao longo da DC. Além disso, as alteracBes consequentes da
infeccdo pela cepa Be-78 foram mantidas ao longo da infec¢do experimental, sendo o
parasitismo esofégico e a inflamag&o ainda observados nesta fase (Nogueira, 2011).
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A infeccdo experimental de cées da raca Beagle pelas cepas Y ou Be-78 do T.
cruzi mostrou que ambas promovem uma resposta inflamatoria aguda,
predominantemente linfocitica com proporgdes similares de linfécitos TCD4" e TCD8*

restrita, na fase cronica, a infeccdo pela cepa Be-78.
Verificou-se um perfil distinto de inflamacdo e citocinas:

- inflamacéo focal aguda acompanhada pelo aumento na expressao de citocinas
pré-inflamatorias e auséncia de inflamagdo na fase cronica, associada a auséncia de

alteracdo da expressao de citocinas nos animais infectados pela cepa Y.

- inflamacdo difusa aguda sem alteracdo na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias que evoluiu para inflamagdo focal crénica acompanhada pelo aumento na
expressao destas citocinas, bem como da enzima iNOS nos animais infectados pela cepa
Be-78.
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