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SOUZA, S.M. Resumo

Nosso grupo vem estudando a infeccdo experimental de caes pelo Trypanosoma cruzi
ao longo dos ultimos 30 anos. Semelhante ao observado em humanos, no modelo canino
verifica-se um infiltrado inflamat6rio predominantemente constituido por células
mononucleares durante a fase aguda da doenca. A identificacdo destas células é uma
estratégia importante para a compreensdo dos mecanismos imunopatoldgicos
desencadeados pelo parasito ao longo da infecgdo. Neste contexto, fez-se necessério a
padronizacdo de reacGes imuno-histoquimicas para caracterizacdo do fenétipo das
principais células presentes no infiltrado inflamatério (linfocitos T CD4" e T CDS8",
macrofagos CD14" e neutrofilos). As células envolvidas na infeccdo experimental
aguda de cées por formas tripomastigotas metaciclicas ou sanguineas da cepa Berenice-
78 do T. cruzi foram quantificadas por analise morfométrica, no parénguima e no foco
inflamatorio, tanto no &trio direito quanto no septo interventricular. Observou-se que em
ambos os fragmentos cardiacos, o processo inflamatdrio foi maior no grupo infectado
por formas tripomastigotas sanguineas. A quantificacdo do fenétipo celular mostrou que
os linfécitos T CD4" sdo predominantes no foco inflamatério nos animais infectados por
ambas as formas, tanto no atrio direito quanto no septo interventricular. No atrio direito,
os linfocitos T CD8" foram observados em maior quantidade nos grupos infectados em
relagdo ao grupo controle. JA os macrofagos CD14" prevalecem apenas no grupo
infectado por formas tripomastigotas metaciclicas em relacdo ao grupo controle. No
septo intraventricular, os linfocitos T CD8" e os macréfagos CD14" encontram-se em
elevado numero no grupo infectado por formas tripomastigotas metaciclidas em relacéo
ao grupo controle e ao grupo infectado por formas tripomastigotas sanguineas. Os
neutrofilos estdo presentes em menor nimero em relacdo as demais células analisadas,
mas sdo encontrados em maior numero no atrio direito de ambos os grupos infectados.
O quadro histopatolégico mais preservado observado no grupo infectado por formas
tripomastigota metaciclico pode estar diretamente relacionado & interacdo entre 0s
linfocitos T CD8" e os macrofagos CD 14", pois estas sdo potentes produtoras de
interleucina-12, uma citocina que estimula a producdo de interferon-gama pelos
linfocitos T CD8". Esta citocina ¢ fundamental para o processo de resisténcia & infecgéo
pelo T. cruzi durante a fase aguda por estimular a sintese de Oxido nitrico pelos
macrdfagos. A quantificacdo celular realizada de modo aleatério evidenciou melhor as
diferencas entre os grupos. Contudo, a quantificacdo focal do processo inflamatério
distinguiu melhor as porcentagens das populacdes e subpopulagdes celulares. Os
resultados obtidos mostraram que as formas infectantes, tripomastigotas metaciclicas ou
sanguineas, apresentam perfil celular distinto no atrio direito e no septo
intrerventricular, sendo a resposta elaborada durante a infeccdo com as formas
tripomastigotas metaciclicas mais eficiente e menos lesiva ao hospedeiro.



SOUZA, S.M. Abstract

In the last 30 years our group has been studied experimental infection of dogs with
Trypanosoma cruzi. Similarly to the observed in humans, dogs present an inflammatory
infiltrate predominantly mononuclear during the acute phase of infection. The
identification of these cells is an important strategy for to understand the
immunopathological mechanisms triggered by the parasite during infection. In this
context, it was necessary to standardize the immunohistochemical reactions to
characterize the phenotype of the main cells in the inflammatory infiltrate (CD4" and
CD8", CD14" cells/macrophages and neutrophils). Therefore, the cells involved in acute
experimental infection of dogs by metacyclic or blood trypomastigotes of Berenice-78
T. cruzi were quantified by morphometric analysis in the parenchyma and inflammatory
foci in both, right atrium and interventricular septum. It was observed that in both heart
fragments the inflammatory process was higher in the group infected with blood
trypomastigotes forms. Quantification of cell phenotype showed that CD4" T
lymphocytes are predominant in the inflammatory foci in animals infected with both
forms and both tissue sections. On the right atrium the CD8" T lymphocytes were more
present in the infected groups in comparison to the control group. However,
CD14"/macrophages cells were prevallent only in animals infected with metacyclic
trypomastigotes when compared to the control group. In the interventricular septum the
CD8" T lymphocytes and the CD14"/macrophage cells were found in large numbers in
the group infected with metacyclic trypomastigotes when compared to control and the
group infected with blood trypomastigotes. Neutrophils are present in less number if
compared to the other cells analyzed, but were found in greater numbers in the right
atrium of both infected groups. The better preserved histopathological picture observed
in the animals infected with metacyclic trypomastigote may be directly related to the
interaction between CD8" T lymphocytes and CD14"/ macrophages because they are
potent producers of interleukin-12, a cytokine that stimulates the production of
interferon-gamma by CD8" T lymphocytes. This cytokine is crucial in the process of
infection resistance by T. cruzi during the acute phase via stimulation of nitric oxide
synthesis by the macrophages. Cellular quantification randomly performed better
showed differences between the groups studied. However, the quantification of focal
inflammation distinguished better the percentages of cell populations and
subpopulations. The results showed that the infective forms, blood or metacyclic
trypomastigotes, have distinct cellular profile in the right atrium and interventricular
septum. Moreover the immunoliogical response produced during infection with
metacyclic trypomastigotes was more efficient and less harmful for the host.
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1.1 - A doenca de Chagas

A tripanossomiase americana, enfermidade causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, € popularmente conhecida como doenca de Chagas (DC) (Chagas,
1909). Esta protozoonose possui ampla distribuicdo geografica nas Américas, atingindo
a populacgdo desde o sul dos Estados Unidos da América (EUA) até ao sul da América
do Sul (Noireau et al., 2009).

A principal forma de transmissdo da DC é a vetorial, através dos insetos
hematofagos dos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius. Nestes, sdo encontrados
diversas formas do parasito, desde as arredondadas denominadas epimastigotas
responsaveis pela multiplicacdo do parasito no inseto vetor, até as formas infectantes,
designadas tripomastigotas metaciclicas, encontradas na porcao final do tubo digestivo.
Ao realizar o repasto sanguineo, no hospedeiro vertebrado, esses insetos defecam nas
proximidades liberando o parasito junto as fezes e/ou urina. Dessa forma, o0s parasitos
liberados podem entrar em contato com as células do hospedeiro vertebrado, a partir do
tecido lesado ou das mucosas e iniciar a infeccao. (Brener, 1973).

Durante a década passada, implantaram-se medidas de controle vetorial em
muitas &reas endémicas, reduzindo consideravelmente a transmissdo vetorial e,
consequentemente, a incidéncia da DC na América Latina. Em 1990, estudos
epidemioldgicos estimavam a existéncia de 16-18 milhGes de individuos infectados pelo
T. cruzi, ja em 2006 essa estimativa caiu para nove milhdes (Noireau et al., 2009),
podendo variar entre oito e 11 milhdes (CDC, 2009).

O segundo mecanismo de maior prevaléncia de transmissdo da DC consiste na
forma transfusional, com grande relevancia em paises da Europa (Riera et al., 2006) e
nos EUA (Gascon et al., 2007). Este fato esta diretamente associado ao fluxo de
imigrantes latino-americanos infectados pelo T. cruzi e a falta de exames clinicos para a
deteccdo da DC em bancos de sangue nestes paises (CDC, 2007). Tambeém podem
ocorrer a transmissdo por via oral (Cardoso et al., 2006; Coura et al., 2006), com
elevada prevaléncia no territério da Amazonia legal (Coura et al., 2002a,b;Valente et
al., 2009), a transmisséo através de acidentes em laboratorios e a transmissdo congénita
(Prata, 2001).
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A DC caracteriza-se por apresentar duas fases distintas no curso da infecgéo:
fase aguda e fase cronica. A fase aguda da infecgdo pelo T. cruzi pode apresentar-se
assintomatica ou sintomatica com quadro clinico comum a outras infeccoes,
dificultando o diagndstico precoce da doenca. A presenca de miocardite, alteracdes
eletrocardiogréaficas, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia também podem ser
observadas, além de meningoencefalite, que, quando aguda pode levar a morte na
maioria dos casos devido as lesdes cerebrais. Este periodo da infec¢do dura cerca de
dois a trés meses (Pitella, 1993; Parada et al., 1997; Morato et al., 1998; Higuchi et al.,
2003; Almeida et al., 2009).

Durante a fase aguda da infeccdo podem ser observadas lesbes, que estdo
diretamente relacionadas a cepa, indculo, re-infeccGes e presenca do parasito, bem
como ao status nutricional e imunolégico do hospedeiro (Higuchi, 1995).

Apo0s esta fase, o individuo evolui para a fase crbnica indeterminada da DC,
onde desaparecem os sintomas de fase aguda e os exames clinicos apresentam-se
normais. Porém, cerca de 20-30% dos individuos nesta fase da infeccéo, apds 10 a 30
anos, podem apresentar sintomas cardiovasculares (Puigbd et al., 1993; Guimaraes,
1997) e os chamados megas, megacélon e/ou megaesdfago (Moncayo, 2003). Estes,
provavelmente provenientes de danos nos neurdnios que contribuem para a denervacao
dos plexos entéricos (Kdberle, 1957; Tafuri et al., 1970; Coura et al., 1983; Silveira et
al., 2005).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro convergem para um processo
inflamat6rio,  constituido  predominantemente  por  celulas  mononucleares,
principalmente no tecido cardiaco, provocando quadros degenerativos das fibras
cardiacas que podem progredir para morte tecidual e, consequentemente, fibrose
(Parada, 1997; Andrade et al., 2000; Caliari et al., 2002; Higuchi et al., 2003; Machado
et al., 2005). Diferentes estudos demonstraram predominio de linfocitos T CD8" em
relagdo aos linfocitos T CD4" na miocardite chagasica cronica (Higuchi et al., 1993;
Tostes Junior et al., 1994; Reis et al., 2000). Portanto, a presenca dos linfocitos T CD8”
no tecido cardiaco pode estar associada a lesdo tecidual, devido a a¢do imunopatogénica
dos linfécitos T CD8" contra as células do hospedeiro, podendo assim causar citdlise

com destruicdo da miofibra cardiaca (Cufia e Cufia, 1995). Entretanto, os linfécitos T
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CD8" podem ter papel protetor, principalmente durante a fase aguda da infeccéo pelo T.
cruzi (Tarleton, 1991, 1994; Dutra et al., 1997; Brener e Gazzinelli, 1997).

1.2 - Imunologia e imunopatologia da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi

Apo6s um século da descoberta da DC, ainda persistem vérias ddvidas a respeito
dos aspectos imunopatologicos e mecanismos envolvidos na génese e perpetuacdo da
miocardite chagasica. Durante as Ultimas décadas, questionamentos sobre a participacao
do parasito e seus antigenos neste processo foram negligenciados devido a hipotese de
gue 0s mecanismos autoimunes seriam 0s principais responsaveis pela miocardite
chagasica cronica (Pirmez e Ribeiro dos Santos, 1994; Cunha Neto, 1996). Entretanto,
alguns trabalhos tém evidenciado que a presenca dos linfocitos T CD8" esta
correlacionada a persisténcia do parasito e seus antigenos, sugerindo a influéncia direta
do parasito no desenvolvimento da miocardite em pacientes chagasicos cronicos.
Durante a década passada, estudos por imuno-histoquimica (IHQ) mostraram a presenca
do T. cruzi como fator determinante na génese das lesdes cardiacas no tecido muscular
(Higuchi et al., 1993, 1997; Tarleton et al., 1999).

A presenca do T. cruzi coloca o sistema imunologico do hospedeiro vertebrado
em uma complexa mistura de antigenos do parasito que estimula a resposta imune
celular e humoral. Além disso, a presenca de linfocitos e macr6fagos nos infiltrados
inflamatdrios pode estar diretamente relacionada a producdo de citocinas que
induziriam a destruicdo tecidual com a posterior inducéo de fatores de crescimento que
ativam a formacao de tecido fibroso cicatricial (Reis et al., 1997; Waghabi et al., 2002;
Guedes et al., 2007; 2009).

Ao fagocitar o T. cruzi, as células apresentadoras de antigenos profissionais
(APCs) iniciam o processo de producdo e liberacdo das citocinas e quimiocinas,
auxiliando o processo de recrutamento, rolagem e adeséo dos leucdcitos nos capilares
sanguineos adjacentes a infeccdo e a consequente migracdo dos leucdécitos. Além disso,
as citocinas podem atuar como o segundo sinal no processo de ativagdo de linfocitos
pelas APCs, que apresentam antigenos, via complexo principal de histocompatibilidade

(MHC) de classe Il para as células T CD4" e via MHC de classe | para as células T
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CD8", sendo este processo essencial para o controle da infeccdo. Dessa forma, inicia-se
a resposta imune adquirida contra o parasito, com producéo de citocinas e amplificacdo
da resposta imune inata no intuito de combater o parasito (Tarleton et al., 1996).

Dentre os componentes da resposta imune inata, os mondcitos/macréfagos,
atuam como importante “elo” entre a resposta imune inata e adquirida, sendo uma
importante célula no controle da infeccdo. Melo (2009), relata que em ratos infectados
pelo T. cruzi, 0 aumento no nimero de monacitos no sangue periférico (MSP) a partir
do primeiro dia apds infeccdo (DAI), atingindo valores maximos no 12° DA, sendo que
no 20° DAI inicia-se o processo de declinio dos MSP. J& os nimeros de eosindfilos e
neutrofilos, ndo séo diferentes do grupo controle.

Evidéncias in vivo e in vitro, demonstraram que na infeccdo chagasica humana e
no modelo murino, as células da linhagem mononuclear sdo precursoras de citocinas
pré-inflamatérias, como a interleucina-12 (IL-12), o interferon gama (IFN-y) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), além da producgdo de intermediarios reativos do
nitrogénio, como o Oxido nitrico (NO), que sdo importantes para o controle da
parasitemia e do parasitismo. A producdo de IL-12 pelos macrofagos estimula as células
natural Killer (NK) e linfécitos T a sintetizarem IFN-y, que por sua vez, ativa 0S
macréfagos promovendo uma interacdo entre a resposta imune inata e adquirida (Ropert
et al., 2002), ponto crucial no mecanismo de defesa contra o T. cruzi. Esta habilidade da
resposta imune adquirida, de atuar sobre a resposta imune inata, é de suma importancia
no processo imunoldgico (Vitelli-Avelar et al., 2006), visto que os macréfagos além de
produzirem a IL-12 (Aliberti et al., 1996), também tém a capacidade de responder a esta
citocina, ac¢do autocrina, sendo também conferida a esta célula a produgéo do IFN-y
(Bastos et al., 2004).

Os linfocitos T CD4" atuam na producédo do TNF-a, importante para 0 processo
de recrutamento de leucdcitos, liberam também o IFN-y fundamental na ativacdo de
macrofagos e a IL-2 atuante na proliferacdo dos linfocitos T CD8". Esta expansio
parece ser de grande importancia para o controle da infeccdo pelo T. cruzi, como
mostrado em camundongos nocaute (KO) para linfocitos T CD4" e para linfocitos T
CD8", sendo estes animais altamente susceptiveis a infecgdo (Ferraz et al., 2009).
Portanto, os linfocitos T CD8", predominantes no infiltrado inflamatdrio (Higuchi et al.,

1993), poderiam atuar na eliminacdo da célula infectada, ativando mecanismos
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apoptdticos pela via granzima/perforina (Muller, et al., 2003). Além disso, a producéo
de IFN-y estimula a transdugdo de sinal nos macrdfagos, culminando na ativagdo de
enzimas, como a enzima induzivel do oxido nitrico sintase (INOS) com posterior
producdo do NO, que pode controlar o parasitismo na fase aguda da doenca de Chagas
(Vespa et al., 1994; Aliberti et al., 1996; 1999; Hoft et al., 2000; Martin e Tarleton,
2004; Borges et al., 2009).

Por muito tempo acreditou-se que a resposta imunoldgica tipo Thi,
desencadeada frente a infeccdo pelo T. cruzi, levava ao controle da infeccdo e
consequente eliminacdo do parasito (Hoft et al., 2000; Ferraz et al., 2009). Entretanto,
recentemente tem-se mostrado que alguns componentes da resposta imune tipo Th2,
como a IL-10 na fase aguda e a IL-4 na fase crbnica, 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).

De fato, a intensidade do processo inflamatério, na maioria das vezes oriundo de
uma expansao policlonal dos linfocitos, ndo esta diretamente relacionada ao controle do
parasitismo (Minoprio et al., 1989, 2001). O controle do parasitismo esta diretamente
relacionado a uma resposta imune voltada ao T. cruzi, por meio da presenca dos
linfocitos T e sua interacdo com a resposta imune inata, principalmente com o0s
macrofagos e células NK (Cardillo et al., 1996; Lieke et al., 2004; 2006).

Durante a fase aguda da infeccdo de cédes pelas formas tripomastigotas
metaciclicas (TM) ou tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 (Be-78) do
T. cruzi, ocorre um predominio dos linfocitos T CD8" no sangue periférico no grupo
TM em relacdo ao grupo TS e grupo controle (Carneiro et al., 2007). Além disso,
analises das diferentes regides cardiacas verificaram maior expressdo da enzima iNOS e
maior producdo de NO sérico neste mesmo grupo, 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 do menor parasitismo observado neste grupo. Por
outro lado, no grupo TS houve um maior processo inflamatorio cardiaco em rela¢do ao
TM (Abreu-Vieira et al., 2009).
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1.3 - A interacdo Trypanosoma cruzi — célula hospedeira

No curso da infeccdo pelo T. cruzi, a relacdo parasito-hospedeiro sofre
modificacdes e adaptacdes que ora favorecem o hospedeiro, ora o parasito. O T. cruzi,
apresenta caracteristicas multifacetadas, colocando-o como protozoario que instiga e
desafia a comunidade cientifica com as suas diversas cepas (Brener e Chiari, 1963) e
clones (Tibayrenc, 2003). Em seu ciclo bioldgico, este protozoario exibe um
pleomorfismo em suas formas evolutivas, as quais se encontram adaptadas aos seus
respectivos microambientes.

As formas TM e TS do T. cruzi apresentam caracteristicas distintas. Em relacdo
ao processo de infeccdo, a primeira é mais eficiente em penetrar a mucosa oral de
camundongos (Hoff, 1996) e de cées (Bahia et al., 2002).

O T. cruzi é capaz de penetrar em praticamente todas as células nucleadas dos
mamiferos, e para isso, este protozoario apresenta uma gama de moléculas em sua
membrana, aptas a interagir e se ligar a matriz extracelular (MEC) e a membrana da
célula hospedeira. A interacdo deste parasito com a MEC inclui moléculas de superficie
do parasito, como as glicoproteinas (Magdesian et al., 2001; Yoshida, 2006). A enzima
Phosfatidilinositol — 3 Kinase (P1-3K) regula o processo de transporte através das
membranas, fusdo lisossomal e reorganizacdo do citoesqueleto (Downward, 2004)
modulando a invasdo celular associada aos microfilamentos de actina (Wilkowsky,
2001; Woolsey et al., 2003).

De acordo com Andrews (1995) a elevacdo dos niveis intracelulares de calcio,
na célula hospedeira, promove o recrutamento de lisossomos para o sitio de entrada do
parasito seguido por sua fusdo com a membrana e formacdo do vacuolo parasitéforo.
Entretanto, Burleigh (2005) em sua revisdo, relata que o processo de interacdo e
penetracdo do T. cruzi em células ndo fagociticas tem uma contribuigcdo pequena na rota
dependente dos lisossomos. O processo de internalizacdo do T. cruzi pode ocorrer de
duas formas; sendo a primeira via lisossomo dependente, responsavel por cerca de 20%
da penetragdo deste parasito na célula hospedeira, e a segunda via P1-3K, que representa
cerca de 70% do processo de penetracdo, ou via endossomo que representa 20% deste
processo (Todorov et al., 2000; Wilkowsky et al., 2001; Woolsey et al., 2003). As
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trans-sialidases transferem residuos de é&cido sidlico, ligados a glicoproteinas e a
glicolipidios, presentes na superficie da célula do hospedeiro, para a superficie do T.
cruzi, fato importante para inicio do processo de adeséo e para formacdo de vacuolos
parasitéforos (Schenkman e Mortara, 1992).

As populagbes TM do T. cruzi que apresentam elevada capacidade infectiva,
ligam-se a superficie das células hospedeiras atraves de moléculas, como as
glicoproteinas gp82, oligopeptidase B, trans-sialidases e cruzipaina (Ramirez et al.,
1993; Burleigh et al., 1997). Estas moléculas de superficie induzem a ativacdo de
proteinas tirosina kinases (PTK), acionando mecanismos de sinalizagdo celular
envolvendo a ativacdo da fosfolipase C (PLC) e, consequentemente, a geracdo de
fosfatidilinositol -3,4,5- fosfato (PIP3). Estes eventos culminam na mobilizacdo de Ca**
dos seus estoques intracelulares, provavelmente do reticulo endoplasmatico/endossomo,
tendo um papel chave no processo de recrutamento de lisossomos e fusdo na membrana
celular. Além disso, gp82 induz o desagrupamento da actina auxiliando o processo de
internalizacdo muito importante para algumas células ndo fagociticas. (Araya et al.,
1994; Burleigh e Andrews 1995b; Giordano et al.,1999; Yoshida, 2000; Caler et al.,
2000; Yoshida, 2006).

Contudo, as formas evolutivas TM, com menor capacidade de infecgdo, usam
preferencialmente as glicoproteinas de superficie gp90 e gp35/50, ocorrendo a interacdo
parasito-célula hospedeira de maneira distinta das formas altamente invasivas (Dorta et
al., 1995; Malaga e Yoshida 2001). Este grupo ao usar preferencialmente a gp 35/50,
aciona mecanismos de sinalizacdo independente de PTK e PLC e provavelmente
dependente de AMPc (AMP ciclico). O Ca*" necessério para invasio é liberado para o
citosol a partir de vacuolos, os acidocalsiosomas, contendo um sistema de troca iénica
Ca®*/H* (Burleigh e Andrews, 1995a; Rodriguez et al., 1995; Docampo, 1995; Burleigh,
et al., 1997; Paiva et al.,1998; Neira et al. 2002; Yoshida , 2006; Ferreira, 2006).

Estudos referentes ao processo de interacdo das formas TS do T. cruzi com as
células hospedeiras, mostraram que estas possuem moléculas em suas superficies como
glicoproteinas da familia das gp85, que contém sitios de ligacdo para a laminina e
citoqueratina 18. A acdo de enzimas, tais quais as serina proteinases oligopeptidases
(POP) Tc85 e Tc80 (80kDA) que hidrolisam componentes da MEC como o colageno
(tipo 1 e 1IV) e a fibronectina, auxiliando o processo de interacdo celular mediado
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principalmente por IP3 (inositol-1,4,5-trifosfato), Akt (serina/treonina kinase) (Burleigh
et al., 1998; Grellier et al., 2001; Araujo-Jorge et al., 2008) e fator de crescimento
tumoral beta (TGF-PB), visto que experimentos avaliando a fun¢do do TGF-B no
processo de invasao celular, utilizando células epiteliais de pulmédo deficientes nos
receptores para TGF-B, corroboram com a importancia desta citocina, visto que o T.
cruzi e incapaz de penetrar nessas células (Ming et al., 1995).

A rota de sinalizacdo e interacdo com as células do hospedeiro mediada
principalmente pela oligopeptidase B, leva a mobilizacdo de Ca?" intracitoplasmatico,
mediado por IP3, em fibroblastos e cardiomiéctos (Burleigh et al., 1998). Outros
estudos, também indicam que este grupo utiliza uma glicoproteina (70 — 200kDA),
membro da familia das trans-sialidases, que leva a mobilizacdo de Ca®*
intracitoplasmatico participando assim do processo de internalizacdo do parasito. A
gp85, uma molécula pertencente a familia das trans-sialidases, possui ligantes para
laminina e fibronectina e apresentam uma intima relacdo com PI-3K, sendo que
tratamentos que visam bloquear esta interacdo diminuem drasticamente o processo de
penetracdo destas formas do T. cruzi na célula hospedeira (Todorov et al., 2000;
Yoshida, 2006).

Estes aspectos relacionados a variabilidade com que as formas do T. cruzi
interagem com as células hospedeiras podem ocasionar implicacbes fundamentais na
resposta imune contra este parasito e, consequentemente, na evolucdo clinica e

parasitologica da DC.

1.4 - Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) é utilizada para a deteccdo de antigenos
em cortes histologicos (fixados ou congelados), esfregacos e em suspens@es celulares,
pela ligagcdo de anticorpos especificos ao seu determinante antigénico. Esta técnica
permite a visualizagdo in situ, atraves da marcacdo celular, da ligacdo antigeno
anticorpo por microscopia optica.

Em 1941, Conns et al., descreveram a técnica de imunofluorescéncia para

detectar antigenos celulares em seccbes de tecidos, dando inicio a técnica de IHQ.
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Embora seja usado na pesquisa em patologia humana desde 1970, seu emprego na
andlise diagndstica tem recentemente adquirido muito interesse, ja estando estabelecida
na rotina veterinaria e nas doencas infecciosas e neoplasicas. (Tafuri et al., 2004; Stoica
et al., 2004; Neumann et al 2006; Xavier et al., 2006; Breaux et al., 2007; Abreu-Vieira
et al., 2009). A maior dificuldade desta técnica na patologia veterinaria tem sido a falta
de anticorpos especificos para os tecidos animais. Diante disso, nas pesquisas referentes
a marcacdo celular em modelo canino, frequentemente sdo utilizados anticorpos que
apresentam reatividade com antigenos de humanos e de animais, principalmente de
camundongos (Greenlee et al., 1987; Aasted et al., 1988; Ferrer et al., 1992; Rossi et
al., 2000; Ramos-Vara, 2005).

O emprego de anticorpos monoclonais (ACms) na técnica de IHQ, permite a
marcacdo de populacbes e subpopulacdes de leucdcitos especificas. Portanto, muitos
esforgos tém visado a identificacdo de ACms especificos a antigenos de superficie de
leucdcitos caninos que permitam fenotipar as populacdes e subpopulagdes dessas
células com a utilizacdo da técnica de IHQ (Doveren et al., 1985; Gebhard et al., 1992;
Moore et al., 1992; Cobbold e Metcalfe, 1994; Voss et al., 1994; Rabanal et al., 1995;
Gofflot et al ., 2008).

Entretanto, pouco éxito tem sido obtido, principalmente no que diz respeito a
utilizacdo de tecidos fixados em formol e processados rotineiramente. A maioria dos
estudos utilizam tecidos congelados ou mesmo fixados em resina, devido a melhor
preservacdo dos determinantes antigénicos presentes nas células, quando comparado ao
tecido fixado em formalina, uma vez que este Gltimo método de fixacdo compromete a
especificidade da ligacéo antigeno anticorpo (Williams et al., 1999; Wunschmann et al.,
1999; Frost et al., 2000; Shi et al., 2001; Caliari et al., 2002). No entanto, manter
tecidos congelados a -70 °C requer custos e manutencdo superiores aqueles tecidos
fixados em formol. Dessa forma, o desenvolvimento de anticorpos que permitam a
ligagdo a seu determinante antigénico em tecido canino fixado em formalina teria
grande relevancia.

Para tal, um avanco foi obtido com a producdo de métodos para a recuperagdo
antigénica e de sistemas de amplificacdo do sinal. Este tem como base a estreptavidina-
biotina e a amplificacdo do sinal (CSA) que podem melhorar o resultado da reacdo IHQ

pela utilizacdo da proteina A. A realizacdo de uma recuperacgdo antigénica é necesséaria
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uma vez que os cortes histoldgicos fixados em formol permitem a formagéo de ligagdes
cruzadas entre 0s grupos aminos, além da formagdo de “pontes” de metileno entre os
varios aminoacidos presentes nos peptideos de uma determinada proteina e desta com as
proteinas vizinhas, desta forma, podendo resultar em multiplas ligacdes que bloqueiam
0 acesso do anticorpo ao seu determinante antigénico. O processamento rotineiro desses
tecidos em histotécnico também pode comprometer a ligacdo antigeno anticorpo visto
que o processamento pode atingir temperaturas em torno de 60 °C.

Estudos por IHQ na investigacdo imunopatolégica no modelo céo, tém sido
utilizados apesar dos entraves ocasionados pela falta de anticorpos especificos para este
modelo. Caliari et al., (2002) estudaram aspectos imunoldgicos da cardiomiopatia
chagasica utilizando a técnica de IHQ em tecidos incluidos em metacrilato, para a
quantificacdo leucocitaria no tecido cardiaco de cdes infectados pelo T. cruzi.
Papadogiannakis et al., (2005), conseguiram realizar a imunofenotipagem celular da
dermatite esfoliativa em cées infectados por Leishmania infantum. Elwood et al., (2007)
realizaram um estudo qualitativo por IHQ das células T e MHC de classe Il no intestino
de cdes. Paciello et al., (2009), avaliaram a expressio do complexo de
histocompatibilidade (MHC) I e Il na miocardiopatia inflamatdria canina associada a
infeccdo por L. infantum. Porém, estes estudos utilizaram tecidos congelados. Assim
sendo, a identificacdo de anticorpos especificos que permitam a realiza¢do da técnica de
IHQ em tecidos de cées fixados em formol e incluidos em parafina é de fundamental
importancia, visto os diversos estudos ja realizados por nosso grupo, tanto na infeccao
chagéasica no modelo cdo (Lana et al., 1992; Guedes et al., 2007, 2009) quanto para 0s
estudos da Leishmaniose Visceral Canina (LVC), bem como em outras doencgas caninas

de interesse veterinario ou humano.

1.5 - O modelo canino no estudo da doenca de Chagas

Um dos grandes problemas em elucidar os mecanismos patogénicos da DC,
refere-se ao estabelecimento de um modelo que reproduza as alteracfes causadas nos

seres humanos, durante a infeccéo pelo T. cruzi.

11
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Neste contexto, 0 modelo canino (Canis familiaris) tem demonstrado ser um
bom modelo para o estudo da DC, pois este animal apresenta diversos aspectos
relacionados a doenca humana, como susceptibilidade a infeccdo e manifestacGes de
fase aguda e cronica, sendo possivel reproduzir as formas anatomoclinicas aguda
sintomética, indeterminada e crénica cardiaca e descompensada fibrosante (Andrade e
Andrade, 1980; Tafuri et al., 1987; Lana et al., 1992; Caliari et al., 1995; Bahia et al.,
2002; Guedes et al., 2007, 2008; 2009), como observadas em humanos (Chagas, 1909;
Laranja, 1953; Bambirra, 1982).

A cardiopatia chagéasica é um dos principais fatores que leva o individuo ao
6bito. Um modelo que reproduza este quadro é de suma importancia para elucidar os
mecanismos imunopatogénicos da DC. Lana et al (1992 e 1998) observaram cardiopatia
em todos os cdes infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi, necropsiados aos 92 e 864 dias
apos a infecgcdo. Dessa forma, o cdo se evidenciou como excelente modelo para estudo
da DC. Nao obstante, Guedes et al., (2002) demonstraram que o cdo também apresenta
resposta semelhante a humana frente ao tratamento com o benzonidazol (BZ).

Dessa forma, estes achados estimulam pesquisas nesse modelo, como forma de
extrapolar e indicar proximidades entre a imunopatologia do cdo com a humana,
facilitando a interpretacdo de resultados e colaborando para prognoésticos dentro da
medicina, jA que o cdo se consolidou como um excelente modelo para estudo da

infeccdo chagasica.

1.6 - Justificativa

A andlise imunologica da infeccdo causada por formas TM e TS do T. cruzi €
importante visto que a infeccdo por formas TM reflete a transmissdo causada
diretamente pelos triatomineos enquanto a infec¢do por formas TS mimetiza o contagio
transfusional, por acidentes de laboratorio e congénito.

No final da década passada, Brener e Gazzinelli (1997), analisando a infeccéo
com as duas formas, TM e TS, verificaram que ambas exibem caracteristicas distintas
em relacdo a resposta imune in vitro e in vivo. Carneiro et al. (2007) analisaram

amostras do sangue periférico de caes infectados com as formas TM ou TS da cepa Be-
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78 do T. cruzi por citometria de fluxo, observaram um aumento no percentual dos
linfocitos T CD8" nos animais infectados pelas formas TM. Abreu-Vieira et al., (2009)
analisando este mesmo grupo, encontraram maior producdo de 6xido nitrico sérico e
maior expressao da enzima induzivel do 6xido nitrico no tecido cardiaco do grupo
infectado por formas TM. Entretanto, o infiltrado inflamatorio foi mais exacerbado no
miocérdio do grupo infectado por formas TS.

A andlise da infeccdo por formas TM e TS do T. cruzi em um modelo que
reproduza a clinica observada em humanos instigou a realizacdo deste trabalho e pode
contribuir para o melhor entendimento da histéria natural da doenga e seus mecanismos
imunolégicos, fendbmenos de resisténcia e patogénese, sendo de suma importancia para
0 progndstico de pacientes chagasicos de forma que visem diminuir a mortalidade e a

alta morbidade que envolve a doenga de Chagas.

13



2. Objetivos



SOUZA, S.M. Objetivos

2.1 - Objetivo geral

Caracterizar o infiltrado inflamatorio cardiaco (atrio direito e septo
interventricular) durante a fase aguda da infeccdo experimental de cdes por formas

tripomastigotas metaciclicas ou sanguineas da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi.

2.2 - Objetivos especificos

Quantificar os nucleos celulares no atrio direito e septo interventricular;

Identificar e quantificar as populacdes e as subpopulacdes de leucdcitos presentes no
infiltrado inflamatdrio cardiaco (atrio direito e septo interventricular):

Linfdcitos T CD4™;

Linfdcitos T CD8";

Macréfagos CD14";

Neutrofilos.

Identificar a melhor estratégia para captura de imagens do infiltrado inflamatdrio
cardiaco.
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Materiais e Métodos

Obtencdo da ninhada

Vacinagédo séxtupla 30, 50, 70 e 90 dias
Vermifugacgdo 15, 30 e 45 dias
Apbs 0 nascimento

Cées controle n=4

Cées infectados por
formas tripomastigotas
metaciclicas (TM) n=4

Caes infectados por
formas tripomastigotas
sanguineas (TS) n=4

Delineamento experimental explicitando as atividades previamente realizadas e aquelas realizadas neste

trabalho.

Parasitemia:
(10° dia ap6s a infecgdo até a negativagao)
Imunofenotipagem:
(THY-1, CD5*, CD4*, CD8*, CD21* e CD14%)

Dosagem sérica de NO
aos 35 dias ap6s infecgdo

Necropsia aos 42 dias apds infeccdo
coleta do atrio direito e septo
interventricular

Imunohistoquimica anti-iNOS
e T. cruzi do atrio direito e septo
interventricular

HE e reagdes Imunohistoquiicas anti-
CD4*, CD8*, CD14* e neutrofilos do
atrio direito e septo interventricular

Analise morfométrica
Andlise estatistica
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3.1 - Atividades previamente realizadas

3.1.1 - Animais, infeccdo e avaliacdo in vivo

Foram utilizados 12 cées jovens sem raca definida, de ambos os sexos (seis
machos e seis fémeas) provenientes da Maternidade de Cées do Biotério Central da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Durante o periodo de amamentacdo realizou-se o controle de endo e
ectoparasitoses. Aos 30, 50, 70 e 90 dias de idade os animais foram vacinados pela via
subcutanea no dorso anterior, com a vacina Vanguard HTLP5/CV-L Laboratério Pfizer
LTDA, contra Parvovirose, Cinomose, Leptospirose canina, Coronavirus, Adenovirus
Tipo 2 e Parainfluenza.

Decorridos 120 dias de idade os animais foram distribuidos em trés grupos
experimentais, com numero de quatro por grupo: controle (C), inoculados com as
formas tripomastigotas metaciclicas (TM) e inoculados com as formas tripomastigotas
sanguineas (TS), obtidas de ninfas de Triatoma infestans e de camundongos,
respectivamente, ambos infectados pela cepa Berenice 78 do T. cruzi. Esta cepa foi
isolada por xenodiagnostico em 1978 (Lana e Chiari, 1986) da paciente Berenice,
infectada pelo T. cruzi, e primeiro caso humano da doenca descrito na literatura
(Chagas, 1909). Para o in6culo dos animais, foram utilizadas 2000 formas TM ou TS
por quilograma (kg) de massa corporal dos cées.

O acompanhamento dos animais ocorreu diariamente, para verificar o estado
fisico e comportamental, avaliando-se 0s sinais e sintomas clinicos compativeis com a
fase aguda da DC.

A parasitemia também foi avaliada diariamente a partir do 10° dia apés inéculo,
através da coleta de cinco ul de sangue da veia marginal da orelha dos cdes que eram
examinados ao microscopio Optico para a quantificacdo dos parasitos utilizando a
técnica de Brener (1962). O periodo pré-patente, periodo patente e o pico de parasitemia
foram determinados com base nestes dados. Semanalmente (dia zero do experimento e
aos sete, 14, 21, 28, 35 e 42 DAI) foram colhidos 20 ml de sangue para fenotipagem das
células por citometria de fluxo (linfécitos T THY-1*, CD5", CD4", CD8", linfocitos B
CD21" e mondcitos CD14") e cultura, na auséncia e presenca de antigeno, bem como
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para realizagdo da sorologia (Coura-Vital et al., 2008) e determinacdo da concentracdo
sérica de NO (Abreu-Vieira et al., 2009) pela medida de nitritos (NO?) e nitratos (NO?)
(Green et al., 1982).

3.1.2 - Necropsia, coleta, fixacdo e processamento do material para microscopia
Optica

Aos 42 dias apos o inoculo, os cdes foram eutanasiados (0,5 mL/Kg de massa
corporal por via endovenosa de tiopental sédico — 0,03g/mL de solu¢do salina 0,8%)
com posterior necropsia e coleta dos fragmentos de diferentes tecidos, que foram
fixados em formol a 4% em pH 7,2 - 7,4 bem como armazenados a -80 °C.

Para a realizacdo deste trabalho foram avaliadas duas regibes cardiacas, atrio
direito e septo interventricular. Fragmentos destas duas regibes foram processados
rotineiramente e incluidos em blocos de parafina, que subsequentemente foram
submetidos a microtomia para obtencdo de cortes histolégicos com a espessura de
quatro micrémetros (um) utilizados para diversas técnicas. Dois destes cortes foram
submetidos a reacdes IHQ para a deteccdo da expressdo da iNOS e parasitismo tecidual
(Abreu-Vieira et al., 2009).

3.2 - Atividades realizadas neste estudo

3.2.1 - Coloracéo pela Hematoxilina Eosina

Os cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol, hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo lavados em &gua
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 (100 mL de alcool 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. Apos a Ultima lavagem

19



SOUZA, S.M. Materiais e Métodos

em agua corrente, foram desidratados, em dois banhos de &lcool absoluto e levados a
estufa a 56 °C para secagem e montados com laminula e Entellan.

3.2.2 - Imuno-histoquimica para detec¢do de linfocitos T (CD4", CD8"),
macrofagos CD14" e neutrofilos

A THQ aplicada neste trabalho utilizou o sistema de reacdo para a amplificacédo
do sinal CSA system, (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA), conjugado com a
enzima peroxidase. Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais produzidos em
camundongo anti-cdo, os quais foram diluidos em diluente com componentes redutores
de “background”. 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 gelatinizadas, e permaneceram durante 12 horas em estufa a 56 °C,
para melhor fixacdo dos mesmos. Posteriormente, foram imersos em dois 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 cada) e agua.

Apbs hidratacdo, foram imersos em tampao TBS-T (cinco minutos). Procedeu-se
entdo a recuperacdo dos sitios antigénicos, com imersdo dos cortes histolégicos em
tampdo fosfato/citrato pH 6,0 (20 minutos) em panela de pressdo, que foi levada ao
microondas, sendo os primeiros 10 minutos com a panela de pressdo aberta e os 10
minutos restantes, com a panela de pressdo fechada. Posteriormente, os cortes foram
retirados e deixados a temperatura ambiente (uma hora), ainda imersos em tampao
fosfato/citrato, para que ocorresse um resfriamento progressivo dos cortes histoldgicos,
evitando assim que ocorresse um chogue téermico e os cortes se soltassem das laminas.
Subsequentemente, as ld&minas foram imersas em trés banhos de TBS-T (cinco minutos
cada).

Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com a imersdo das
laminas em perdxido de hidrogénio a 30% e alcool metilico (proporcdo de 1:10), em
temperatura ambiente (30 minutos), seguido de trés banhos com TBS-T (cinco minutos

cada).
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Realizou-se bloqueio dos sitios inespecificos com soro normal de cavalo sendo
0s cortes incubados a temperatura ambiente (cinco minutos).

ApOs esta etapa, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios, durante
12-18 horas em camara umida (2-8°C) e posteriormente receberam trés banhos em
TBS-T (cinco minutos cada). Em seguida, adicionou-se o0 anticorpo secundario
biotinilado (15 minutos) a temperatura ambiente, seguido de trés banhos em TBS-T
(cinco minutos cada). Adicionou-se 0 complexo estreptoavidina-biotina, com a
incubacdo a temperatura ambiente (15 minutos), seguida de trés banhos em TBS-T
(cinco minutos cada). Neste momento, foi aplicada sobre 0s cortes a proteina para
amplificar a reacdo, sendo os mesmos incubados a temperatura ambiente (15 minutos),
seguida de trés banhos em TBS-T (cinco minutos cada). Aplicou-se entdo o 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, que age sobre o
seu substrato 3.3’-diaminobenzidine (DAB), formando um precipitado sobre a célula
que conttm o epitopo alvo da marcacdo do anticorpo primério, usado na
imunomarcacao. Para tal reacdo, utilizou-se 500 mL de PBS (phosphate buffer saline —
pH 7,2 - 7,4) para 100mg de DAB, a solugéo foi filtrada em papel filtro e acrescida de
um mL de perdxido de hidrogénio 30% na cuba usada para a revelacdo. Os cortes foram
imersos nesta solucdo (cinco minutos) a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
permaneceram (cinco minutos) imersas em agua corrente com o objetivo de bloguear a
acao da enzima peroxidase. Para contraste, utilizou-se Hematoxilina de Harris (cinco
segundos) e novamente os cortes foram imersos em &gua corrente (cinco minutos),
imersos em alcool absoluto (um minuto), levados a estufa de secagem (56 °C) e
montados com Entellan e laminula. Durante o procedimento da técnica, em cada bateria
de IHQ, foram utilizados como controle positivo e negativo dois cortes histoldgicos do
septo interventricular (SI) de cdo infectado pela cepa Be-78 do T. cruzi anteriormente
utilizado no processo de padronizagdo das reacdes, no qual se observou marcagao
positiva para as celulas em estudo. Além disso, foi realizado um controle negativo de
cada fragmento cardiaco para garantir a qualidade da técnica. Para padronizacdo das

reacOes imuno-histoquimicas foram realizadas dilui¢cGes sucessivas, sendo este processo
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aplicado a diferentes tecidos (baco, linfonodo, atrio e septo interventricular). Na Figura
1 sdo mostradas fotomicrografias do linfonodo de céo controle e nas Figuras 2 e 3, sdo
mostradas fotomicrografias de duas regides distintas do Sl de cdo infectado por formas
TM da cepa Be-78 do T. cruzi, eutanasiados durante a fase aguda da infeccdo. Também
foi realizada analise morfométrica das células marcadas utilizando-se as diferentes
diluicbes no intuito de verificar se haviam diferencas entre a quantidade de células

ocasionada pela diluicdo do anticorpo.
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Figura 1 - Fotomicrografias submetidos a reacdes imuno-histoquimicas (CD4", CD8",
CD14" e Neutrdfilos), de cortes histoldgicos do linfonodo de cées controle. Observa-se
controle negativo (A), marcacdes para os linfocitos T CD4" (B) e CD8" (C),
macrofagos CD14" (D) e neutrdfilos (E). Barra = 50 micrometros.
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Figura 2 - Fotomicrografias de cortes histolégicos do septo interventricular, submetidos a reacées
imuno-histoquimicas (CD4", CD8", macrdfagos CD14" e Neutrdfilos), de cées infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados
durante a fase aguda. Em 2 (A) os controles negativos da reacdo; (B) observam-se numerosos linfécitos
T CD4%; (C) linfocitos T CD8" ausentes; (D) macrofagos CD14" ausentes e (E) os neutrdfilos ausentes.

Barra = 50 micrémetros.
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Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histolégicos do septo interventricular, submetidos a reacoes
imuno-histoquimicas (CD4", CD8", macrdfagos CD14" e Neutrdfilos), de cées infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados
durante a fase aguda. Em 2 (A) os controles negativos da reacio; (B) observam-se linfocitos T CD4",
sendo escassos; (C) linfocitos T CD8", sendo numerosos; (D) macréfagos CD14" ausentes e (E) 0s
neutrdfilos estdo presentes. Barra = 50 micrometros.
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3.2.3 - Quantificacdo morfométrica do processo inflamatorio cardiaco na infecgdo
aguda pelo T. cruzi.

O processo inflamatdrio foi avaliado nos cortes histoldgicos dos fragmentos do
atrio direito (AD) e Sl submetidos & técnica de coloracdo pela Hematoxilina e Eosina
(HE) bem como a IHQ para cada tipo celular.

Para tanto, os nucleos celulares presentes nos cortes histologicos corados pela
HE e todas as células marcadas nas diferentes reacdes IHQ foram quantificadas a partir
de duas estratégias: (a) 15 imagens (campos) aleatérias obtidas do tecido como um todo
ou (b) 15 imagens (campos) obtidas especificamente em campos microscpicos que
continham focos inflamatdrios (area total percorrida igual a 1,125 x 10° um? em ambas
as situacdes). Este numero foi definido através da elaboracdo de uma curva de
estabilidade.

As imagens foram visualizadas através da objetiva de 40 vezes do microscopio
Leica DM5000B, digitalizadas utilizando-se a camara Leica DFC340 FX e o programa
Leica Application Suite (Versdo 2.4.0 R1). Para a andlise das imagens obtidas foi
utilizado o programa Leica QWin V3.

As imagens obtidas das ldminas coradas pela HE foram submetidas a
quantificacdo semi-automatica dos nucleos celulares (Maltos et al., 2004; Pacheco et
al., 2007). Realizou-se a contagem total dos nucleos celulares em 15 imagens (campos)
por fragmento cardiaco avaliado.

As imagens obtidas das l&minas marcadas por IHQ foram submetidas a
contagem manual para cada célula que continha marcagdo visualizada na tela do
computador, sendo levada em consideracdo a morfologia celular. Realizou-se a
contagem total e a média das marcacGes celulares em 15 imagens (campos) por

fragmento cardiaco avaliado.

3.2.4 - Estimativa de nucleos celulares ndo inflamatorios

A estimativa de nucleos celulares ndo inflamatérios (ENCNI), cardiomidcitos,
fibroblastos, células endoteliais entre outras, foi determinada subtraindo-se do niimero

total de nucleos celulares (NC), observados nos cortes histologicos, corados pela HE, do
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AD e Sl dos animais controles, o nimero total de células marcadas por IHQ (CIM)
(CD4 + CD8 + CD14 + neutrdfilos) presentes nos respectivos fragmentos, que foi

extrapolada para os grupos infectados (TM e TS).

ENCNI; = NC; (HE) - CIM. (IHQ)

ENCNI¢= Estimativa de nicleos celulares ndo inflamatérios; NC.= nucleos celulares (HE); CIM = células

inflamatdrias marcadas (IHQ); c= grupo controle.

De posse da estimativa de nucleos celulares ndo inflamatérios no grupo controle,
pode-se inferir o nimero de células ndo inflamatorias observado nos animais infectados,
desconsiderando-se a eventual perda de algumas células cardiacas substituidas por
infiltrado inflamatorio/morte celular.

Portanto, a estimativa de células observadas nos grupos infectados (EC) foi
determinada pelo somatorio da estimativa de nucleos celulares ndo inflamatdrios ao
numero total de células marcadas por IHQ nos cortes histologicos do AD e Sl dos

animais pertencentes aos grupos TM e TS.

ECi = ENCNI; + CIM; (IHQ)

EC; = Estimativa de células observadas nos grupos infectados, i=grupo infectado

Dessa forma pode ser inferido o nimero de células inflamatdrias ndo marcadas
(ECINM) por IHQ, subtraindo-se do nimero total de nucleos celulares, observado na
quantificacdo dos cortes histologicos do AD e Sl corados pela HE, a estimativa celular

do grupo infectado.

EC|N|\/|i = NCi — ECi

ECINM,; = Estimativa de células inflamatérias ndo marcadas
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3.3 - Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5.0 (Prism Software, Irveni, CA, USA).

Para comparacdo dos grupos controle e infectados foi feita analise de variancia
(ANOVA one-way), utilizando o pds-teste de Tukey, para determinar as diferencas
especificas entre as médias. Para avaliar a diferenca entre os grupos infectados utilizou-
se 0 teste t para as amostras ndo pareadas e pareadas.

Diferencas para ambas as analises foram consideradas com valores de P menores
que 0,05.
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4.1 - Avaliacéo do processo inflamatorio

4.1.1 - Anélise histopatoldgica de cortes corados pela Hematoxilina e Eosina

Na Figura 4 estdo apresentados os aspectos histopatoldgicos observados nos
cortes histolégicos do AD e Sl corado pela HE dos animais pertencentes aos grupos C,
TM ou TS. Em 4A e B, cortes histoldgicos do AD e Sl, respectivamente, pertencentes a
animal do grupo controle destacando padrdo histolégico compativel com quadro de
normalidade. Nas Figuras 4C e D destaca-se o padrdo de infiltrado inflamatdrio
observado respectivamente, no AD e Sl dos animais do grupo TM. Em 3E e F destaca-
se 0 padrdo de infiltrado inflamat6rio observado no AD e Sl, respectivamente; dos
animais dos grupos TS. Nota-se para o grupo TM, um infiltrado inflamatdrio difuso e
moderado, causando pequeno espacamento em meio as fibras cardiacas. Dentre os
quatro cdes avaliados, um destes apresentava discreto infiltrado inflamatério, com
poucos focos inflamatérios comparado aos demais animais. No grupo TS, nota-se
processo inflamatorio difuso ou focal e intenso, ocorrendo destrui¢éo e espacamento das
fibras cardiacas. Em ambos os grupos infectados, o padréo celular € caracteristicamente

de células mononucleares, apresentando morfologia compativel com a de linfécitos.
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Figura 4 — Fotomicrografias de cortes histolégicos corados pela Hematoxilina Eosina do atrio
direito-AD (C e E) septo interventricular-SI (D e F) de cées infectados por formas tripomastigotas
metaciclicas (TM) ou tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi,
eutanasiados durante a fase aguda, em comparacéo a caes controle-C (A e B), eutanasiados com a
mesma faixa etaria. Em 3A e B nota-se padrdo histolégico compativel com quadro de normalidade no
grupo controle. Em 3C e D destaca-se o padrdo de infiltrado inflamat6rio mononuclear moderado com
distribuicdo difusa no grupo TM e em E e F intenso com distribuicdo difusa e focal no grupo TS,
respectivamente. Barra = 50 micrémetros
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4.1.2 - Andlise histopatoldgica de cortes submetidos a reacdes de imuno-
histoquimica

Na Figura 5 estdo representados os padrdes de marcacdes celulares observados
nos cortes histoloégicos do AD ou Sl submetidos a reacdes de IHQ, dos animais
pertencentes aos grupos infectados (TM ou TS).

Nas Figuras 5A e B, observam-se os padrGes de marcacdes para os linfocitos T
CD4" e CD8", respectivamente, em cortes histoldgicos do SI. A marcaco celular para
os linfocitos T CD4" apresentou-se sob o aspecto de células isoladas, distribuidas
difusamente e/ou agrupadas focalmente no infiltrado inflamatério (Figura 5A). Os
linfocitos T CD8" (Figura 5B) também foram observados distribuidos de forma isolada,
difusa e/ou agrupada focalmente no infiltrado inflamatdrio. Nota-se um menor ndmero
destes, quando comparado aos linfocitos T CD4".

Nas Figuras 5C e D (linfocitos T CD4") e nas figuras 5E e F (linfocitos T CD8")
nota-se a presenca das células em meio ao tecido adiposo (5C e E) e permeando vasos
sanguineos (5D e F).

Os macréfagos CD14" (Figura 5G), mostraram-se em menor nimero quando
comparados aos linfocitos, distribuidos de forma isolada ou difusa, mas também
presentes em meio ao foco inflamatorio.

Os neutrdfilos (Figura 5H) encontravam-se em pequena quantidade, distribuidos

de modo disperso no tecido cardiaco.
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Figura 5 - Fotomicrografias de cortes histologicos, submetidos a reagBes imuno-histoquimicas
(CD4", CD8*, CD14" e Neutrofilos), do atrio direito (AD) ou do septo interventricular (SI) de cées
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma
cruzi, eutanasiados durante a fase aguda. Em 4 (A, C e D) observam-se linfocitos T CD4", distribuidos
de forma isolada, difusa e/ou agrupada (B, E e F) linfocitos T CD8", distribuidos de forma isolada e/ou
focal, tanto no parénquima (4 A e B) quanto permeando tecido adiposo e vasos sanguineos (4 Ce D) (4 E
e F). Nota-se maior quantidade de linfocitos T CD4*. Em 4G macrdfagos CD14" e em 4H neutréfilos, em
ambos 0s casos, escassamente distribuidos. A, B, G e H: barra = 50 micrometros; C, D, E, F e detalhes:
barra = 10 micrémetros.
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4.1.3 - Anélise morfométrica realizada de forma aleatéria

4.1.3.1 - Quantificacédo dos nucleos celulares

A andlise morfométrica mostrou aumento significativo de nucleos celulares no
grupo TS em relacdo ao grupo C e TM no AD e Sl (Figura 6). No grupo TM as

diferencas ocorreram no AD apenas para o grupo TS e no Sl parao grupo C e TS.
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Figura 6 — Analise morfométrica do infiltrado inflamatério realizada de forma aleatoria em cortes
histologicos corados pela HE do atrio direito (AD) ou do septo interventricular (SI) de caes
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou tripomastigotas sanguineas (TS) da
cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados durante a fase aguda, em comparacéo a caes
controle (C), eutanasiados com a mesma faixa etdria. Observa-se o ndmero médio de células
inflamatérias no atrio direito e no septo interventricular quantificados em uma érea total de 1,25 x 10°
micrOmetros quadrados. Linhas conectoras indicam diferencas significaticas (p<0,05) para 0 numero
médio de células inflamatérias entre os grupos (C, TM e TS) no AD ou Sl.
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4.1.3.2 - Quantificacéo de células T (CD4" e CD8"), macrofagos CD14" e
neutrofilos

Para quantificacdo dos tipos celulares presentes no parénquima cardiaco, as
imagens foram capturadas de forma aleatoria e as células marcadas quantificadas, sendo
0s resultados expressos em numero médio de células marcadas por grupo (Figura 7),
para cada marcacgdo celular (CD4, CD8, CD14 e neutréfilos), em cortes histolégicos do
AD e Sl dos animais pertencentes aos grupos C, TM e TS.

Nas Figuras 7A e B encontram-se representados os resultados da quantificacéo
dos linfocitos T CD4" realizada no AD e S, respectivamente. Apesar do nimero médio
maior de células T CD4" nos animais infectados em relagio aos animais do grupo C,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos analisados ou
mesmo em relagdo ao ndimero médio dos linfécitos T CD8".

No AD (Figura 7C) observou-se um aumento significativo de linfocitos T CD8"
nos grupos infectados em relacdo ao grupo C. Contudo, no Sl (Figura 7D), apenas o
grupo TM apresentou maior nimero de células T CD8" em relagio ao grupo C, sendo
também maior do que o grupo TS, que apresentou valores semelhantes aos observados
nos animais do grupo C.

Observou-se também um aumento significativo dos macrofagos CD14" no AD
do grupo TM (Figura 7E) em relacdo ao grupo C. De forma semelhante ao encontrado
para as células CD8" no Sl do grupo TM (Figura 7D), verificou-se um aumento
significativo dos macréfagos CD14" em relacéo aos grupos C e TS (Figura 7F).

Apesar do baixo nimero de neutrofilos, estes mostraram-se em maior quantidade
no AD dos grupos infectados (TM e TS) em relacdo ao grupo C (Figura 7G). Entretanto,
no Sl (Figura 7H) ndo foram observadas diferencas significativas entre os trés grupos
avaliados.

A comparacdo do nimero de células observado no AD em relacdo ao Sl dentro
do mesmo grupo, buscando avaliar diferencas entre distintas cAmaras cardiacas, mostrou
que os linfocitos T CD8", macrofagos e neutrofilos estavam aumentados no AD do
grupo TS. No grupo TM, apenas os neutrofilos estavam aumentados no AD em relagéo

ao SlI.
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Figura 7 - Analise morfométrica das células do infiltrado inflamatério (CD4*, CD8*, CD14" e
Neutrofilos) realizada de forma aleatéria em cortes histoldgicos do atrio direito (AD) ou do septo
interventricular (S1) de caes infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou
tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados durante a
fase aguda, em comparacéo a caes controle (C) eutanasiados com a mesma faixa etaria. (A e B)
mostra o nimero médio de linfocitos T CD4", (C e D) de linfocitos T CD8", (E e F) de células CD14" e
(G e H) de neutrofilos marcados por imuno-histoquimica e quantificados em uma area total de 1,125 x
10° um®. Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p < 0,05) para o nimero médio de células
marcadas entre os grupos (C, TM e TS) no AD ou SI; # indicam diferencas significativas para o nimero
médio de células marcadas entre o AD e Sl dentro dos grupos C, TM ou TS.

36



SOUZA, S.M. Resultados

4.1.3.3 - Razao dos linfdcitos TCD4"/CD8"

A Tabela 1 mostra a razdo dos linfocitos T CD4'/CD8", obtidas através da soma
do ndmero total de células CD4" marcadas por IHQ e dividido pelo nimero total de
linfocitos T CD8" em 15 imagens capturadas de forma aleatdria totalizando uma érea de
1,125 x 10° um® nas sec¢des histolégicas do AD e Sl dos animais pertencentes aos
grupos C e infectados por formas TM ou TS.

A razio de linfocitos T CD4"/CD8" mostrou, no AD dos animais do grupo TM,
0 mesmo nimero de linfocitos T CD4" e CD8", no SI do grupo TM e do grupo TS
verificou maior nimero de linfocitos T CD4" e no AD do grupo TS observa maior

namero de linfécitos T CD8".

Tabela 1 — Razdo entre os linfocitos T CD4*e T CD8" quantificados de forma aleatdria no &trio direito e
septo interventricular de cdes pertencentes aos grupos controle (C) e infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS).

Razéo CD4/CD8 C ™ TS
AD 0,8 1,0 0,9
Sl 0,9 1,8 2,8

4.1.3.4 — Porcentagem de células T (CD4" e CD8"), macrdfagos CD14" e neutrdfilos
em relacdo ao numero total de células marcadas

A Tabela 2 apresenta a porcentagem de células T (CD4" e CD8"), macr6fagos
CD14" e neutréfilos em relagdo ao nimero total de células marcadas por IHQ (CD4 +
CD8 + CD14 + Neutrofilos), no atrio direito e septo interventricular dos animais

pertencentes aos grupos C e infectados por formas TM ou TS.

Grupo controle

O numero total de celulas marcadas (100%) por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 +
Neutrofilos) no AD do grupo C foram 412 (Tabela 2). A partir deste somatério foi
definido o percentual de cada fendtipo celular.

Estas células marcadas por IHQ no parénquima cardiaco do grupo C

representam o repertorio de células imunes observadas em transito em tecidos normais.
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Dessa forma, ao avaliar as marcacdes celulares obtidas, pode-se ainda estabelecer que
dentre as células imunes em transito no AD, 30% (122) representam linfocitos T CD4",
40% (164) linfécitos T CD8", 24% (99) macrofagos CD14" e 6% (27) neutrofilos.

No SI, por sua vez, de um total de 143 células do grupo C, verificou-se 21% (31)
de linfocitos T CD4", 40% (57) de linfocitos T CD8", 30% (42) de macréfagos CD14" e
9% (13) de neutrdfilos, valores estes, em percentual, muito préximos do observado no
AD.

Grupo infectado por formas tripomastigotas metaciclicas

A partir do niumero total de células marcadas por IHQ (1148 = 100%) no AD do
grupo TM foram definidos os percentuais de cada marcagdo: 19% (216) de linfocitos T
CD4", 62% (714) de linfécitos T CD8", 17% (137) de macrofagos CD14" e 2% (81) de
neutrofilos (Tabela 2).

No SI observou-se um total de 2670 células marcadas por IHQ sendo o
percentual de linfocitos T CD4" de 54% (1452), de linfocitos T CD8" de 26% (701), de
macrofagos CD14" de 18% (468) e de neutrdfilos de 2% (49) (Tabela 2).

Grupo infetado por formas tripomastigotas sanguineas

Do total de células marcadas por IHQ no AD do grupo TS (1349) também foram
obtidos os percentuais de cada fenotipo celular: 38% (511) de linfocitos T CD4", 42%
(565) de linfocitos T CD8", 10% (135) de macréfagos CD14" e 10% (38) de neutrofilos.

No S, de um total de 1637 células marcadas por IHQ verificou-se 82% (1334)
de linfocitos T CD4", 13% (217) de linfocitos T CD8", 4% (64) de macrofagos CD14" e
1% (22) de neutrofilos.
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Tabela 2 - Porcentagem de linfocitos T (CD4" e CD8"), células CD14" (macrofagos) e neutrofilos em relagio ao
namero total de células marcadas no atrio direito e septo interventricular dos animais pertencentes aos grupos

controle (C) e infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS), da cepa Be-78 do T.
cruzi.

Atrio Direito Septo Interventricular
C ™ TS C ™ TS
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Total de células marcadas 100 (412) 100 (1148) 100 (1349) 100 (143) 100 (2670) 100 (1637)
CcD4* 30 (122) 19 (216) 38 (511) 21 (31) 54 (1452)  82(1334)
cD8* 40 (164)  62(714) 42 (565) 40 (57) 26 (701) 13 (217)
CD4" * CD8" 70 (286) 81 (930) 80 (1076) 61 (88) 80 (2153) 95 (1551)
CD14* 24 (99) 17 (137) 10 (135) 30 (42) 18 (468) 4 (64)
Neutrofilos 6 (27) 2(81) 10 (138) 9 (13) 2 (49) 1(22)
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4.1.5 - Anélise morfométrica realizada no foco inflamatorio

4.1.5.1 - Quantificacdo de nucleos celulares

A anélise morfométrica mostrou aumento significativo de ndcleos celulares no

grupo TS em relacdo ao grupo TM no AD, ja no Sl ndo ocorreram diferencas (Figura 8).
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Figura 8 - Andlise morfométrica do nimero de nucleos celulares realizada no foco inflamatério em
cortes histoldgicos corados pela Hematoxilina e Eosina do atrio direito (AD) ou do septo
interventricular (SI) de caes infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou
tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados durante a
fase aguda. Mostra o nimero médio de células inflamatdrias no atrio direito e no septo interventricular
quantificado em uma &rea total de 1,125 x 10° um? Linhas conectoras indicam diferencas significativas (p
< 0,05) para 0 nimero médio de células inflamatérias entre os grupos (TM e TS) no AD ou SI.
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4.1.5.2 - Quantificacédo das células T (CD4" e CD8"), macrofagos CD14" e
neutrofilos

Para quantificacdo dos fenoétipos celulares presentes no foco inflamatério, as
imagens foram capturadas e as células marcadas, sendo 0s resultados expressos em
namero médio de células marcadas por grupo, para cada marcacdo celular (CD4, CD8,
CD14 e neutrofilos), em cortes histoldgicos do AD e Sl dos animais pertencentes aos
grupos TM e TS (Figura 9).

Nas Figuras 9A e B encontram-se representados os resultados da quantificacéo
dos linfécitos T CD4" realizada no AD e SI, respectivamente. Ndo foram observadas
diferencas significativas entre os dois grupos analisados.

O ntmero médio de linfocitos T CD8" nos grupos infectados ndo apresentaram
diferencas, tanto no AD ou Sl (Figura 9C e D). Contudo, nota-se que no Sl, ocorre um
padrdo de grafico das marcagdes semelhante ao observado durante a analise aleatoria.

Para as macrofagos CD14" no AD e S| (Figura 9E e F) ndo ocorreram
diferencas. Mas, de forma semelhante ao encontrado para os linfocitos T CD8" no S,
verificou-se também um padréo grafico semelhante ao observado na anélise aleatoria.

Os neutrdfilos mostraram-se em menor quantidade em relacdo aos linfdcitos no
AD e Sl (Figura 9G e H). Quando se compara as duas formas de captura de imagens
realizadas para a andlise, aleatdria ou focal, nota-se menor nimero de neutrofilos no
foco inflamatorio, revelando que este tipo celular, embora escasso em ambas as

analises, é observado em maior escala disperso no parénquima cardiaco.
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Figura 9 - Analise morfométrica das células do infiltrado inflamatério (CD4", CD8", CD14" e
Neutrdfilos) realizada nos focos inflamatdrios em cortes histologicos do atrio direito (AD) ou do
septo interventricular (SI) de cdes infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou
tripomastigotas sanguineas (TS) da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, eutanasiados durante a
fase aguda. (A e B) mostra o nimero médio de linfocitos T CD4", (C e D) de linfocitos T CD8", (E e F)
de células CD14" e (G e H) de neutrofilos marcados por IHQ e quantificados em uma area total de 1,125
x 10° um’. # indicam diferencas significativas entre o nimero médio de linfocitos T CD4" e CD8"
marcadas no AD e Sl dentro dos grupos TM ou TS.
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4.1.5.3 - Razao dos linfécitos TCD4"/CD8"

A Tabela 3 mostra a razdo dos linfocitos T CD4"/CD8", obtida através da soma
do numero total de células marcadas por IHQ (CD4 e CD8) em 15 imagens capturadas
de forma focal totalizando uma &rea de 1,125 x 10° um?® nas secg¢des histoldgicas do AD
e Sl dos animais pertencentes aos grupos infectados por formas TM ou TS.

A razdo linfécitos T CD4'/CD8" no grupo TM para o AD e Sl sdo,
respectivamente, 2,4 e 5,4. Para o grupo TS verificou-se uma razdo de 2,6 e 21, para 0

AD e SI, respectivamente, mostrando maior nimero dos linfocitos T CD4".

Tabela 3 — Raz#o entre os linfocitos T CD4*e T CD8" quantificados no foco inflamatdrio no &trio direito
e septo interventricular de cdes pertencentes aos grupos infectados por formas tripomastigotas
metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS), da cepa Be-78 do T. cruzi.

Razéo CD4/CD8 ™ TS
AD 2,4 2,6
Sl 54 21,0

4.1.5.4 - Porcentagem de células T (CD4" e CD8"), macrofagos CD14" e neutrdfilos
em relacédo ao numero total de células marcadas

Grupo infectado por formas tripomastigotas metaciclicas

A partir do nimero total de células marcadas por IHQ (4078 = 100%) no AD do
grupo TM foram definidos os percentuais de cada marcacdo: 67% (2751) de linfécitos T
CD4", 23% (920) de linfocitos T CD8", 9% (360) de macréfagos CD14" e 1% (47) de
neutrofilos (Tabela 4).

No SI observou-se um total de 7661 células marcadas por IHQ, sendo o
percentual de linfocitos T CD4" 79% (6040), de linfocitos T CD8" 15% (1138), de
macrofagos CD14" 5,5% (467) e de neutrdfilos 0,5% (16) (Tabela 4).
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Grupo infectado por formas tripomastigotas sanguineas

Do total de células marcadas por IHQ no AD do grupo TS (5616) também foram
obtidos os percentuais de cada fen6tipo celular: 77% (4334) de linfocitos T CD4", 18%
(991) de linfocitos T CD8", 4,5% (291) de macrofagos CD14" e 0,5% (30) de
neutréfilos (Tabela 4).

No SI, de um total de 6875 células marcadas por IHQ, verificou-se 87,8%
(6028) de linfocitos T CD4", 8% (557) de linfocitos T CD8", 4% (277) de macréfagos
CD14" e 0,2% (13) de neutrdfilos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Porcentagem de linfécitos T (CD4" e CD8"), células CD14" (macrofagos) e neutrofilos em relagio ao

namero total de células marcadas no atrio direito e septo interventricular dos animais pertencentes aos grupos
controle (C) e infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS).

Atrio Direito Sépto interventricular
™ TS ™ TS
% (n) % (n) % (n) % (n)
Total de células marcadas 100 (4078) 100 (5616) 100 (7661) 100 (6875)
CD4" 67 (2751) 77 (4334) 79 (6040) 87,8 (6028)
CcD8* 23 (920) 18 (991) 15 (1138) 8 (557)
CD4" * CD8" 90 (3671) 95 (5325) 94 (7178) 95,8 (6585)
CD14* 9 (360) 4,5 (261) 5,5 (467) 4.(277)
Neutréfilos 1(47) 0,5 (30) 0,5 (16) 0,2 (13)
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4.1.6 - Estimativa de celulas marcadas por imuno-histoquimica considerando a
captura realizada de forma aleatéria em relacdo ao numero total de nucleos nos
cortes corados pela Hematoxilina e Eosina

A Tabela 5 mostra a quantificacdo de células no AD e Sl de animais
pertencentes aos grupos C, TM e TS realizada através do somatorio de nucleos celulares
observados em 15 imagens capturadas de forma aleatdria em cortes corados pela HE.
Considerando esta quantificacdo, o processo inflamatorio pode ser definido subtraindo-
se do numero de nucleos celulares observados nos grupos infectados o nimero de
ndcleos celulares detectados no grupo C.

Com a quantificacdo do numero de células inflamatérias através da imuno-
histoquimica, a definicdo de inflamacdo pode ser realizada ajustando-se no grupo C o
namero de células ndo inflamatorias, descontando-se do total de nicleos o nimero de
células inflamatérias e s6 entdo utilizando este nimero para avaliar 0s grupos

infectados.

Grupo controle

Na Tabela 5 observa-se que ao subtrair do numero total de nucleos celulares no
AD do grupo C (12520) o total de células marcadas por IHQ (412), obtém-se 0 numero
de ndcleos de células ndo inflamatorias, em sua maioria miocardiocitos, mas também
fibroblastos e células endoteliais, que ocupam a area avaliada. Este niUmero pode ser
entdo definido como padrdo para estimar o numero de células inflamatorias observadas,
de fato, nos grupos infectados. Também pode-se dizer que o numero de células
marcadas por IHQ observado (412) no grupo C trata-se de células imunes em transito no
tecido normal.

No Sl por sua vez, o nimero total de nucleos celulares foi igual a 7633 e 0
numero total de células marcadas por IHQ foi 143. Portanto, para esta regido cardiaca
foi definido 7490 células como sendo a estimativa de células ndo inflamatorias.

Assim sendo, estes valores foram considerados como o esperado para AD e Sl e

utilizados para avaliar comparativamente os grupos infectados.
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Grupo infectado por formas tripomastigotas metaciclicas

Na Tabela 5 observa-se o nimero total de nucleos celulares no AD do grupo
infectado por formas TM (13696) e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 +
CD14 + Neutrofilos) 1148. A partir do nimero de nucleos de células ndo inflamatorias
do grupo C (12108), foi somado o nimero de células marcadas do grupo infectado por
formas TM, sendo obtida a estimativa de células nesta regido (13256). Neste sentido,
pode-se inferir que as células inflamatorias ndo marcadas nesta seccdo histoldgica
correspondem a 3,2% (440).

No Sl observou-se um total de 14927 nucleos celulares do grupo infectado por
formas TM e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 + Neutrofilos)
2670. A partir do numero de células ndo inflamatérias do grupo C (7490), foi somado o
namero de células marcadas do grupo infectado por formas TM, sendo obtida a
estimativa de células nesta regido (10160). Neste sentido, pode-se inferir que as células

inflamatdrias ndo marcadas nesta seccdo histologica correspondem a 32% (4767).

Grupo infetado por formas tripomastigotas sanguineas

Na Tabela 5 observa-se o nimero total de nucleos celulares no AD do grupo
infectado por formas TS (24585) e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 +
CD14 + Neutrdfilos) 1349. A partir do nimero de células ndo inflamatdrias do grupo C
(12108), foi somado o nimero de células marcadas do grupo infectado por formas TS,
sendo obtida a estimativa de células nesta regido (13457). Neste sentido, pode-se inferir
que as células inflamatérias ndo marcadas nesta seccdo histoldgica correspondem a
55,2% (11128).

No Sl observou-se um total de 21017 nucleos celulares do grupo infectado por
formas TS e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 + Neutrofilos)
1637. A partir do namero de células ndo inflamatdrias do grupo C (7490), foi somado o
numero de células marcadas do grupo infectado por formas TS, sendo obtida a
estimativa de células nesta regido (9127). Neste sentido, pode-se inferir que as células

inflamatorias ndo marcadas nesta seccdo histologica correspondem a 56,5% (11890).

47



Tabela 5 - Estimativa de nucleos celulares ndo inflamatérios (ENCNI), estimativa celular (EC) e estimativa de células inflamatérias ndo marcadas (ECINM) no AD e
Sl de animais pertencentes aos grupos controle (C), infectado por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) realizada a partir do somatdrio de
nlcleos celulares (Hematoxilina e Eosina) e de células marcadas (imuno-histoquimica) quantificados em 15 imagens capturadas de forma aleatoria.

Atrio Direito Septo Interventricular
C ™ TS C ™ TS
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Total de nucleos (NC) 100 (12520) 100 (13696) 100 (24585) 100 (7633) 100 (14927) 100 (21017)
Células inflamatdrias marcadas 3 (412) 8 (1148) 6 (1349) 2 (143) 18 (2670) 8 (1637)

(CIM)
Estimativa de nlcleos celularesndo 97 (12108) 88,5 (12108) 49,2 (12108) 98 (7490) 50,2 (7490) 35,6 (7490)
inflamatorios (ENCNI)
Estimativa celular (EC) 100 (12520) 96,8 (13256) 54,8 (13457) 100 (7633) 68 (10160) 43,5 (9127)
Estimativa de células inflamatdrias 0(0) 3,2 (440) 55,2 (11128) 0 (0) 32 (4767) 56,5 (11890)

ndo marcadas (ECINM)

ENCNI= NC, — CIM, (IHQ) ECi= ENCNI + CIM; (IHQ) ECINM;= NC; (HE) - EC;
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4.1.7 - Estimativa de celulas marcadas por imuno-histoquimica considerando a
captura realizada no foco em relacdo ao numero total de nudcleos nos cortes
corados pela Hematoxilina e Eosina

Grupo controle

A Tabela 6 mostra a quantificacdo de células no AD e Sl de animais
pertencentes aos grupos C, TM e TS realizada através do somatdrio de nucleos celulares
observados em 15 imagens capturadas nos focos inflamatérios (TM e TS) em cortes
corados pela HE.

Considerando esta quantificacdo, o processo inflamatério pode ser definido
subtraindo-se do nimero de nucleos celulares observados nos grupos infectados o
namero de nucleos celulares detectados no grupo C. Com a quantificacdo do nimero de
células inflamatdrias através da imuno-histoquimica, a definicdo de inflamacéo pode ser
realizada ajustando-se no grupo controle o nimero de células ndo inflamatorias,
descontando-se do total de ndcleos celulares o nimero de células inflamatérias e s6

entdo utilizando este nUmero para avaliar os grupos infectados.

Grupo infectado por formas tripomastigotas metaciclicas

Na Tabela 6 observa-se o nimero total de ndcleos celulares no AD do grupo
infectado por formas TM (15233) e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 +
CD14 + Neutro6filos) 4078. A partir do niamero de células ndo inflamatérias do grupo C
(12108), foi somado o nimero de células marcadas do grupo infectado por formas TM,
sendo obtida a estimativa de células nesta regido (16186). Dessa forma, verifica-se que
a estimativa celular extrapolou o nimero de nicleos celulares. Neste sentido, pode-se
inferir que todas as células inflamatdrias presentes nos focos inflamatoérios das sec¢oes
histologicas do AD dos animais infectados por formas TM foram marcadas.

No Sl observou-se um total de 25734 nucleos celulares no grupo infectado por
formas TM e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 + Neutrofilos)
foram 7661. A partir do nimero de células ndo inflamatérias do grupo C (7490), foi
somado o namero de células marcadas do grupo infectado por formas TM, sendo obtida

a estimativa de células nesta regido (15151). Neste sentido, pode-se inferir que as
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células inflamatérias ndo marcadas nesta seccdo histoldgica correspondem a 40%
(10538).

Grupo infetado por formas tripomastigotas sanguineas

Na Tabela 6 observa-se 0o numero total de ndcleos celulares no AD do grupo
infectado por formas TS (29595) e o total de celulas marcadas por IHQ (CD4 + CD8 +
CD14 + Neutrofilos) foram 5616. A partir do numero de células nao inflamatorias do
grupo C (12108), foi somado o numero de células marcadas do grupo infectado por
formas TS, sendo obtida a estimativa de células nesta regido (17124). Neste sentido,
pode-se inferir as células inflamatorias ndo marcadas nesta sec¢do histologica 40%
(11871).

No Sl observou-se um total de 30747 nucleos celulares no grupo infectado por
formas TS e o total de células marcadas por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 + Neutrofilos)
foram 6875. A partir do nimero de células ndo inflamatérias do grupo C (7490), foi
somado o numero de células marcadas do grupo infectado por formas TS, sendo obtida
a estimativa de células nesta regido (14365). Neste sentido, pode-se inferir as células
inflamatorias ndo marcadas nesta seccao histologica 53% (16382).
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Tabela 6 - Estimativa de nucleos celulares ndo inflamatorios (ENCNI), estimativa celular (EC) e estimativa de células inflamat6rias ndo marcadas (ECINM) no AD e
Sl de animais pertencentes aos grupos controle (C), infectado por formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) realizada a partir do somatério de
nucleos celulares (Hematoxilina e Eosina) e de células marcadas (imuno-histoquimica) quantificados em 15 imagens capturadas do foco inflamatdrio.

Atrio Direito Septo Interventricular
C ™ TS C ™ TS
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Total de nicleos (NC) 100 (12520) 100 (15233) 100 (29595) 100 (7633) 100 (25734) 100 (30747)
Células inflamato6rias marcadas 3 (412) 27 (4078) 19 (5616) 2 (143) 30 (7661) 23 (6875)
(CIM)
Estimativa de nucleos celulares ndo 97 (12108) 80 (12108) 41 (12108) 98 (7490) 29 (7490) 24 (7490)
inflamatérios (ENCNI)

Estimativa celular (EC) 100 ( 106 (16186) 60 (17124) 100 (7633) 59 (15151) 47 (14365)
12520)

Estimativa de células inflamatorias 0(0) -6 (-953) 40 (11871) 0(0) 40 (10583) 53(16382)
ndo marcadas (ECINM)

ENCNI= NC; - CIM¢ (IHQ)

ECi= ENCNI + CIM; (IHQ)

ECINM;= NC; (HE) - EC;
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Neste trabalho padronizou-se a técnica de IHQ para as células T (CD4" e CD8")
CD14" e neutrofilos, em diferentes tecidos de céo (coragéo, baco e linfonodo) fixados
em formol e incluidos em parafina. Essa padronizacao foi aplicada para quantificacdo
das células envolvidas no infiltrado inflamatério do AD e Sl de cées infectados por
formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi, eutanasiados durante a fase aguda.

A escolha do AD baseou-se no fato, desta regido cardiaca ser usada
rotineiramente para estudos imunopatolégicos no modelo canino na DC. Além disso,
segundo Rossi, (1998), esta regido, juntamente com o ventriculo esquerdo, sdo as mais
afetadas na infeccdo pelo T. cruzi. O Sl foi eleito para andlise devido a resultados
anteriores do nosso laboratério que demonstraram nos modelos de infecgdo por formas
TM e TS, que esta a regido cardiaca apresenta maior infiltrado inflamatorio (Abreu-
Vieira et al., 2009).

As duas formas infectantes utilizadas neste trabalho, TM e TS, apresentam
distintas caracteristicas imunoldgicas, demonstradas por analises in vivo e in vitro
(Brener e Gazzinelli, 1997). As glicoproteinas tipo mucinas denominadas
glicosilfosfatidilinositol (GPl mucinas) ancoradas na membrana das formas TS,
promovem uma potente ativagdo do sistema imune, diferente do observado naquelas
ancoradas em formas TM ou epimastigotas (Camargo et al., 1997a,b; Almeida et al.,
2000; Ropert, 2002).

Neste contexto, a analise imunolégica da infeccdo causada por formas TM, que
refletem as transmissdes causadas diretamente pelos triatomineos, ou por formas TS,
gque mimetizam o contagio transfusional, por acidentes de laboratério ou congénito, é
importante, justificando plenamente a realizacdo deste trabalho. De fato, as analises
dessas duas formas de infeccdo em um modelo que reflita a clinica observada em
humanos podera contribuir para o melhor entendimento da historia natural da doenca e
de seus mecanismos imunoldgicos, fenbmenos de resisténcia e patogénese. Neste
sentido, extrapolacgdes acerca dos mecanismos envolvidos na geragdo e manutencdo das
lesBes cardiacas comparando aos demais modelos, murino e rato, bem como a infeccéo
chagasica humana poderdo ser estabelecidas.

Neste estudo, verificou-se que no AD dos grupos infectados por formas TM e
TS, ocorre um aumento significativo de linfocitos T CD8" em relagdo ao grupo
controle. Também no AD os macréfagos CD14" do grupo infectado por formas TM

apresentaram em maior nimero em relagdo ao grupo controle. Além disso, no Sl,
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fragmento com maior infiltrado inflamatorio, a quantificacdo dos linfocitos T CD8" e
macréfagos CD14" no grupo infectado por formas TM mostraram em maior nimero,
tanto em relagdo ao grupo controle quanto ao grupo infectado por formas TS. Chama a
atencdo a semelhanca observada entre o grupo controle e o grupo infectado por formas
TS no que diz respeito a quantificacdo destas células, principalmente no Sl.

A ocorréncia de um elevado nimero de linfocitos T CD8* e macréfagos CD14"
no miocardio dos animais do grupo infectado por formas TM em relagdo ao grupo
infectado por formas TS, pode estar diretamente relacionado aos achados de Abreu-
Vieira et al. (2009), que observaram também no grupo infectado por formas TM niveis
elevados de NO sérico, aumento da expressdo da iINOS no miocardio e um menor
parasitismo cardiaco. Estes dados sugerem um equilibrio de resposta no grupo infectado
por formas TM se comparado ao grupo infectado por formas TS, visto que a presenca de
maior nimero de linfocitos T CD8" e dos macrofagos CD14" parece acionar de melhor
modo a maquinaria microbicida anti-T. cruzi, considerando o fato do NO ser importante
para o controle da infeccdo durante a fase aguda da DC (Vespa et al., 1994; Aliberti et
al., 1996; 1998; Hoft et al., 2000; Martin e Tarleton, 2004; Borges et al., 2009).

Apesar do maior processo inflamatorio no grupo infectado por formas TS, isso
ndo contribuiu para o controle da infeccdo chagasica. Dessa forma, sugere-se que as
formas TS possam ativar o sistema imunolégico desencadeando uma proliferacdo
distinta da forma TM, mostrando um perfil celular e, provavelmente de citocinas, que
pouco contribui para uma acao protetora. Tarleton et al., (1994), verificaram na infeccédo
chagésica aguda e cronica (200 dias apds infec¢do) em camundongos, que receberam
anticorpos anti-CD4 e/ou CD8 durante a fase aguda, ocorreu uma redugéo do processo
inflamatdrio e alto nivel de parasitemia. Porém, durante a fase cronica, verificou
elevado processo inflamatério e parasitismo. Dentro deste raciocinio, pode-se inferir
que o processo inflamatorio exacerbado durante a infecgdo crbnica pelo T. cruzi, ndo
necessariamente é constituido de linfcitos T CD4" ou CD8".

Nossos resultados mostram que o grupo infectado por formas TM respondeu
melhor a infec¢do pelo T. cruzi durante a fase aguda da infeccdo. Estes achados se
baseiam no balango dos linfécitos T CD8" e de macrofagos CD14" no infiltrado
inflamatorio cardiaco. Pelo fato dos macrofagos CD14", frente & infeccdo pelo T. cruzi,
terem a capacidade de produzir a IL-12, uma citocina que induz a sintese de IFN-y pelos
linfocitos T CD8" (Cardillo et al., 1996; Costa et al., 2006), mostrando a importancia do

IFN-y no controle da infecgdo pelo T. cruzi, durante a fase aguda. Estes eventos
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imunologicos estdo diretamente ligados a producdo e liberagio de NO pelos
macrofagos, que € uma importante molécula para o controle do parasitismo durante a
fase aguda.

A quantificagdo dos linfocitos T CD4*, mostrou que essas células s&o
predominantes no foco inflamatério em ambos os grupos infectados, TM e TS.
Ressaltando a sua importancia na ativacdo dos linfocitos T CD8", células CD14" e
linfocitos B (Ferraz et al., 2009). Pode-se sugerir que a funcao destas células € distinto
da infeccdo por formas TM ou TS.

O maior processo inflamatdrio observado no grupo infectado por formas TS em
relagdo ao grupo infectado por formas TM pode estar relacionado a divergéncias entre
algumas citocinas em ambos os grupos (Figura 10). Entre estas, 0 TNF-a que ¢ uma
citocina importante para o processo de migracéo celular. A comprovacéo de altos niveis
desta citocina pode levar a forma cardiaca da DC, e, neste sentido, esperam-se altos
niveis desta citocina no grupo TS, assim como altos niveis do IFN-y, pois ambas as
citocinas podem estar em niveis exacerbados devido a presenca dos linfocitos T CD4" e
a baixos niveis da IL-10 (Gomes et al., 2003; Souza et al., 2004). Estes aspectos estdo
sendo investigados.

Considerando o predominio de células mononucleares no foco inflamatorio,
pode-se, ainda, sugerir a presenca de células NK devido ao fato dos animais avaliados
terem sido eutanasiados durante a fase aguda. Coura-Vital et al. (2008) avaliando os
mesmos animais que nesta dissertacdo, verificaram altos niveis séricos das
imunoglobulinas no grupo infectado por TS em relagdo ao grupo infectado por TM.
Estes dados sugerem um maior nimero de linfdcitos B no grupo infectado por formas
TS em relacdo ao grupo infectado por formas TM.

Por outro lado, no grupo TM espera-se o0 encontro de elevados niveis da IL-10,
devido ao fato de ser uma citocina regulatoria do processo inflamatério (Guedes et al.,
2009), podendo ser produzida pelas células CD14". Pode-se ainda esperar niveis de
IFN-y semelhantes aos de IL-10, devido & presenca dos linfocitos T CD4" e CD8",
sendo que a IL-10 estaria atuando sinergicamente a regulacdo da producdo do IFN-y
(figura 10) (Cardillo et al., 1996).

Esses dados podem implicar divergéncias na cardiopatia chagasica aguda da
infeccdo por diferentes formas do T. cruzi. Sendo que as formas infectantes TS sdo mais

agressoras ao tecido cardiaco e distinto da infeccdo por formas TM. Analisando a
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infeccdo chagéasica por transfusdo sanguinea, pode-se surgir um quadro mais grave

quando comparado a infecgdo “natural” pelo T. cruzi.
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Figura 10 - Resposta imune no tecido cardiaco de cdes apés infeccdo por formas tripomastigotas
metaciclicas-TM (A) ou sanguineas-TS (B) da cepa Berenice 78 do Trypanosoma cruzi eutanasiados
durante a fase aguda. Texto em branco indica informacfes obtidas nesta dissertacdo; em verde, dados
obtidos em nosso laboratério até o momento e em vermelho, hip6tese gerada a partir de todos os
resultados. T : indica aumento; & : indica reducdo; * diferenca entre TM e TS.
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Caliari et al. (2002) investigando os aspectos imunopatoldgicos no AD de cées
infectados por formas TM do T. cruzi, pela via conjuntival, durante a fase aguda da
infeccdo (33 dias ap6s indculo), observou um predominio dos linfécitos T CD8" 58%
em relagdo aos linfocitos T CD4" 42% no AD. Estes resultados corroboram com este
estudo, visto que foi observado no AD 62% de linfocitos T CD8" versus 19% de
linfocitos T CD4". Entretanto, nas analises do Sl de cdes infectados pelas formas TM ou
TS néo foi verificado um predominio de linfécitos T CD8". Neste fragmento ocorre um
aumento dos linfocitos T CD4", porém nao significativo, sendo que estes achados foram
obtidos pela analise da forma de captura de imagens aleatdria. Contudo, a quantificacdo
dos linfécitos T CD8" no grupo TM foi significativamente diferente do grupo infectado
por formas TS, podendo este fato implicar em uma melhor resposta para 0 grupo
infectado por formas TM. Estudos do figado de camundongos infectados pela cepa Y do
T. cruzi, revelaram que os linfocitos T CD8" e os linfécitos T CD4" sio essenciais para
o controle da infeccdo pelo T. cruzi (Sardinha et al., 2006).

Considerando que a agdo do IFN-y e das perforinas € critica para a sobrevida de
camundongos (Tzelepis et al., 2006) o papel dos linfocitos T CD8" foi evidenciado em
diversos estudos que demonstraram a inabilidade do controle da infeccdo pelo T. cruzi
em camundongos KO para esta célula (revisado por Martin e Tarleton, 2004; Padilla et
al., 2009). Entretanto, os linfocitos T CD4" sdo essenciais para o recrutamento,
diferenciacio e ativacdo dos linfécitos T CD8" e B, assim como na producdo de
anticorpos e citocinas, tais como o IFN-y (Ferraz et al., 2009). Estudos realizados por
Rottenberg et al. (1993 e 1995a,b) demonstram que a deplecdo dos linfocitos T CD4"
aumenta os niveis de parasitemia e da taxa de mortalidade em camundongos infectados
pelo T. cruzi.

Alguns trabalhos vém demonstrando o papel do sistema imune inato frente a
infeccdo pelo T. cruzi. A importancia das células natural killer (NK) para a producdo do
IFN-y tem sido evidenciada (Cardillo et al., 1996). Os macrofagos e células dentriticas
através de receptores “Toll-like” (TLR) podem desencadear a resposta contra o T. cruzi
através de duas rotas de sinalizacdo, uma dependente do gene da resposta primaria para
a diferenciacdo mieldide (MyD88) e outra atraves de uma rota independente de Myd88,
contendo dominio que induz o IFN-B (TRIF). Estudos em camundongos Myd88™ e
TRIF” sugerem a dependéncia de ambas as rotas para a resisténcia a infeccéo pelo T.

cruzi, devido ao fato da primeira estar ligada a inducdo de citocinas inflamatorias como
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IL-12 e TNF-a, sendo que a segunda via atua na indugdo do interferon tipo I (aff IFN)
(Koga et al., 2006; Tarleton, 2007).

Os constituintes do processo inflamatério na DC sdo diversos. Estudos por IHQ
em roedores revelaram que os linfécitos T CD8" sdo predominantes na miocardite
chagasica aguda (Sun e Tarleton, 1993). Em outro trabalho, mostraram que o0s
neutrofilos estdo em maior ndmero e entre os linfécitos, os linfocitos T CD4"
predominam (Younés-Chennoufi et al., 1988). Em contraste, no modelo rato, os
linfocitos T CD8" e/ou células NK sdo predominantes no infiltrado celular (Sato et al.,
1992). J4 na miocardite chagasica humana, os linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8" sdo
encontrados em similares proporc6es (Fuenmayor et al., 2005).

Comparando as duas formas de aquisicdo de imagens, aleatéria e focal,
verificou-se que quando é analisado o nimero de células obtidas de forma focal, esta
distingue melhor as proporcdes de células marcadas no fragmento do AD em relacdo ao
Sl dentro do mesmo grupo de infeccdo, sendo significativa a diferenca entre os nimeros
de linfocitos T CD4" e T CD8", dado ndo obtido durante a analise das imagens de forma
aleatoria.

Estudos referentes a quantificacdo celular in situ adotam como critério, somente
as marcacOes celulares obtidas pela IHQ no parénquima estudado. Porém, neste
trabalho, na tentativa de identificar as proporcdes celulares presentes no infiltrado
inflamatdrio, tomaram-se como padrdo o grupo controle, o qual extrapolou-se 0 numero
de células ndo inflamatorias para os animais infectados, na tentativa de inferir o nimero
de células inflamatdrias e definir as propor¢des do fendtipo celular obtidos por IHQ,
assim como as celulas inflamatérias ndo marcadas.

Neste sentido, observaram-se discrepancias em relacdo ao total de ceélulas
marcadas por IHQ (CD4 + CD8 + CD14 + neutrdfilos) e o total de células inflamatérias
ndo marcadas. Sendo que esta Ultima apresenta um percentual celular alto em relagdo
aquela, em ambos os métodos de captura de imagens, aleatério ou focal. Com a
finalidade de identificar e resolver este problema fez-se necessérias dilui¢cdes sucessivas
e mais concentradas de anticorpos priméarios, no intuito de identificar dilui¢des
especificas para cada animal, devido ao alto ou baixo processo inflamatério. Neste
contexto, verificou-se que nao houve diferencas na quantificacdo celular para diferentes
diluicdes dos anticorpos primarios, apenas um aumento do background.

Na tentativa de identificar as principais células envolvidas na miocardite

chagasica aguda ou crdnica por IHQ, alguns estudos tém demonstrado a importancia
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dos linfocitos T (Higuchi et al., 1993; Reis et al., 1993; Machado et al., 2005).
Entretanto, ndo h& uma preocupacdo em relacdo a identificagdo das proporgdes de
células inflamatérias marcadas em relacdo as células inflamatérias ndo marcadas. Reis
et al., (2000) e Caliari et al (2002) realizaram uma analise qualitativa no tecido cardiaco
do processo inflamatorio e uma analise quantitativa das células marcadas por IHQ de
humanos e cdes chagésicos, respectivamente. Paciello et al., (2009) avaliaram a
miopatia inflamatdria canina associada a infecgdo por Leishmania infantum, descreve o
processo inflamatorio e distingue o fenétipo celular de forma qualitativa, assim como
Neumann e Bilzer (2005) analisando miosite do musculo mastigatorio de cédes. Neste
contexto, diversos trabalhos tém colocado como principal ponto a identificacdo das
células marcadas por IHQ presentes no infiltrado inflamatério, sem a preocupacdo de
identificar suas proporcdes em relacdo ao total de células presentes no infiltrado
(Elwood et al., 1997; Wunschmann et al., 1999; Rossi et al., 2000; Lemburg et al.,
2004; Handl et al., 2009; Medeiros et al., 2009).

Com a finalidade de apontar as principais células envolvidas na miocardite
chagasica aguda em suas proporcdes em relacdo ao total de células inflamatérias,
percebeu-se que mesmo com o alto nimero de células ndo marcadas, os dados obtidos
apresentaram diferencas entre 0s grupos. Este achado, aqui revelado pode ter
implicagbes futuras na quantificacdo das células inflamatdrias, visto que ha grande
importancia em identificar as principais células inflamatdrias presentes no parénquima,
advindo de uma infeccdo, mas ndo obstante, existe a necessidade de inferir o total de
leucdcitos em um processo inflamatério, assim como as devidas taxas das células ali
presentes, marcadas ou nao por IHQ.

German et al. (1999) realizaram um estudo quantitativo dos leucdcitos presentes
nas diferentes regides do intestino de cdes. Ao comparar o total de células presentes no
parénquima intestinal com o total de leucdcitos identificados por coloracGes
histoquimicas (células do plasma, células do estoma, eosindfilos e mastocitos) e IHQ
(linfocitos T CD4" e CD8"), percebe-se que as proporcdes dos leucdcitos em estudo
variaram de 21 a 49% em relacdo ao total de células presentes nas regides estudadas.
Partindo do principio que o trato digestorio é um local de porta de entrada de diversos
antigenos, pode-se esperar alto numero de leucocitos, quando comparado a outros
orgdos. Estes dados corroboram com os resultados obtidos nesta dissertagdo visto que,
tanto na andlise focal quanto aleatdria, observou-se que as marca¢fes IHQ variaram

entre 6 a 30% em relacdo ao total de nucleos celulares presentes no tecido cardiaco.
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Conclusoes

e Andlise de forma aleatoria:

(@]

Verificou maior nimero de linfocitos T CD8" nos grupos
infectados em relacdo ao grupo controle no atrio direito;

Mostrou maior ndimero de linfocitos T CD8" no grupo infectado
por formas tripomastigotas metaciclicas em relacdo ao grupo
infectado por formas tripomastigotas sanguineas e grupo controle
no septo interventricular;

Constatou maior nimero de células CD14" no grupo infectados
por formas tripomastigotas metaciclicas em relacdo ao grupo
controle no atrio direito;

Apontou maior nimero de células CD14" no grupo infectado por
formas tripomastigotas metaciclicas em relacdo ao grupo
infectado por formas tripomastigotas sanguineas e controle no
septo interventricular;

Observou diferencas entre os compartimentos cardiacos (atrio
direito e septo interventricular) na quantificacdo dos linfécitos T
CD8" no grupo infectado por formas tripomastigotas sanguineas;

Distingue melhor as diferencas entre os grupos infectados.

e Andlise de foram focal:

o

o

Mostrou predominio de linfécitos T CD4" no infiltrado
inflamatdrio agudo de cdes infectados por formas tripomastigotas
metaciclicas e tripomastigotas sanguineas, tanto no atrio direito
guanto no septo interventricular.

Apontou reduzido numero de neutro6filos no infiltrado
inflamatdrio agudo de cdes infectados por formas tripomastigotas
metaciclicas e tripomastigotas sanguineas, tanto no atrio direito
guanto no septo interventricular.

Distingue melhor as diferencas entre os fragmentos (atrio direito

e septo interventricular), dentro do mesmo grupo de infeccao.
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