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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Barbara Angelica dos Santos Mascarenhas de Souza

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) acomete 6-8 milhdes de
pessoas no mundo. As vias de transmissdo mais comuns do T. cruzi sdo: oral, vetorial classica,
intravenosa e por via congénita. Considerando a importancia da resposta imune para o controle do
parasita e desenvolvimento da doenca e, sabendo-se que a infec¢do promove alteracdo nos tecidos
linfoides no hospedeiro, a compreensdo dos mecanismos imunorregulatérios na infec¢ao torna-se de
grande importancia. Nesse trabalho comparamos o comportamento de 6rgdos linfoides, a dindmica
das populacgdes linfocitarias e producao de citocinas de animais infectados por T. cruzi pelas vias oral
(10), subcuténea (SC) ou intravenosa (1V). Camundongos BALB/c foram infectados pelas diferentes
vias com formas infectantes do T. cruzi (cepa Tulahuén) e avaliados em diferentes momentos da fase
aguda. Avaliamos a celularidade do timo e dos 6rgéos linfoides periféricos (linfonodos subcutaneos
(LSC) e mesentéricos (LM), das placas de Peyer (PP) e do bac¢o) de animais dos diferentes grupos
por citometria de fluxo, além do fendtipo e perfil de ativacao de linfocitos nesses 6rgaos. Também
foram feitas andlises de citocinas como TNF e IFN-y (Thl) e IL-10 (Th2), por utilizagdo do kit CBA
(BD) no soro de animais infectados. Nossos resultados demonstram uma intensa parasitemia em
animais inoculados pela via SC. O timo mostrou-se atrofiado em todos os grupos, em relacdo ao
controle (Co), destacando-se a via IV com 21 dpi. Além disso, observamos aumento na celularidade
do baco e LSC dos trés grupos infectados, principalmente na 10. Quanto & ativagédo dos linfécitos nos
orgaos linfoides periféricos, os linfécitos T CD4" naive (CD44 CD62L") estdo mais presente nos LSC
na infecgdo SC com 7dpi e nas PP na via IO com 14dpi em relag&o ao IV e SC. Os Linfécitos T CD8"
naive diminuem nos LM com 14dpi nas vias 10,SC e IV mas, estdo aumentados com 7 dpi no baco
dos grupos infectados e nos LSC da infec¢éo SC. Os linfocitos B naive sdo mais evidentes nos LSC
de animais infectados pela via SC em relacdo aos demais grupos com 7 dpi porém, diminui nos LM
com 14dpi nas vias 10,SC e IV. Os linfocitos T CD4" ou CD8" e B de meméria central (CD44"'CD62L")
estdo reduzidos nos grupos infectados com 7dpi em todos os 6rgdos. Linfécitos T CD4" efetores
(CD44CD62L") no baco e LM estdo em menor nimero em todos 0s grupos com 7 dpi, porém, nas PP
nota-se reduc¢do principalmente na |O. Destaca-se que a infeccdo SC apresenta maior nimero de T
CD4" e linfocitos B efetores que os grupos 1O e IV no mesmo momento. No baco, LSC, LM e PP, a
infeccdo IV apresenta mais linfocitos T e B efetores do que a 10 e o Co (baco, LSC, LM). Nao foi
observada diferencas quanto a presenca de IL-10 entre os grupos, porém, o TNF aumenta na IO e na
IV com relagéo ao Co. O IFN—y esta presente na IV com 3 dpi, na via SC e IV com 7 dpi e 10 e IV com
21 dpi. Estes resultados evidenciam que a via de inoculagéo leva a um padrdo de resposta imune
diferente, o que pode afetar o controle da infeccéo.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
Barbara Angelica dos Santos Mascarenhas de Souza

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi and affects approximately 6-8 million
people worldwide. The most common routes of transmission are oral, classical vectorial, intravenous
and congenitally. Considering the importance of immune response to parasite control and knowing
that infection leads to changes in host lymphoid tissues it is important to understand the
immunoregulatory mechanisms in infection. Here we compare the behavior of lymphoid organs, the
dynamics of lymphocyte populations and cytokine production in animals infected with T. cruzi by oral
(Ol), subcutaneous (SC) or intravenous (IV) routes. Male BALB/c mice were infected through different
routes with T. cruzi (Tulahuén strain) and we assessed the cellularity at the thymus and lymphoid
organs (subcutaneous (SCLN) and mesenteric (MLN) lymph nodes, Peyer’s patches (PP) and spleen)
by flow cytometry, besides the phenotype and profile of lymphocyte activation in these organs.
Cytokine seric levels were analyzed (IL-10, TNF and IFN-y) by Cytokine bead assay (CBA) (BD). Our
results demonstrate an intense parasitemia in animals inoculated subcutaneously. Thymus atrophy
was seen in all groups compared to the control (Co), mostly in intravenous route with 21 dpi. Spleen
and SCLN cellularity increase was observed, mainly in the oral route. Regarding the lymphocytes
activation in secondary lymphoid organs, naive T CD4 lymphocytes (CD44 CD62L") were more
expressed in SCLNs by SC infection and in PP in the 10 route with 14dpi in relation to IV and SC.
Naive T CD8 lymphocytes decrease in LM with 14dpi in the 10, SC and IV route, but, were increased
with 7 dpi in spleen and SCLNs by SC route. Naive B lymphocytes were more evident in the SCLNs in
SC infection compared to other groups with 7 dpi, however, it decreases in LM with 14dpi in the 10,
SC and IV route. Central memory CD4" or CD8" and B lymphocytes (CD44" CD62L") were reduced at
7dpi in all organs. Effector CD4 (CD62L° CD44") decreased in the spleen and MLN in all groups with 7
dpi. Although PP were reduced mainly in Ol. It is noteworthy that the SC infection showed higher
number of effector T CD4 and B lymphocytes than IO and IV groups at the same time. In IV route, the
spleen, SCLNs, MLNs, PP presented more effector T and B lymphocytes than Ol and Co. No
difference was in the presence of IL-10 between groups, however TNF increased in Ol and IV in
relation to Co. IFN-y was present in IV at 3 dpi, SC and IV with 7 dpi and Ol and IV with 21 dpi. These
results show that the inoculation pathway leads to a different immune response pattern, which may

affect infection control.
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1 INTRODUCAO

1.1 A doencade Chagas e sua Epidemiologia

Em uma expedicdo contra malaria no estado de Minas Gerais em 1909 o
médico brasileiro Carlos Chagas descreveu, a Tripanossomiase americana ou
doenca de Chagas e descobriu desde seu agente etiolégico até vetores e
reservatorios domesticos e silvestres (1).

Classificada como uma doenca tropical negligenciada, a enfermidade de
Chagas acomete principalmente a América Latina com 21 paises endémicos,
destacando-se as de populacdo de condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis.
Entretanto, de acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) existem cerca
de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas com T. cruzi em todo o mundo. Além disso,
o fluxo migratério de individuos e o aumento de viajantes, também representa um
cenario preocupante, uma vez gque, diversos casos ja foram relatados em paises ndo
endémicos (2,3).

No Brasil e em outros paises do cone sul, a prevaléncia da doenca tornou-se
menor devido ao programa de controle e vigilancia epidemioldgica realizada pelo
Ministério da Saude (MS). Estas medidas reduziram significativamente a densidade
dos triatomineos vetores da doenca que possuem habitos domiciliados no pais,
como a espécie Triatoma infestans, controlada no Brasil e erradicada no Chile e
Uruguai (3-5). Entretanto, muitos casos da doencga ainda podem ser encontrados no
Brasil. Dados publicados no boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em
Saude (2015) mostram que o numero de casos notificados da doenca sob a fase
aguda é crescente e varia de acordo com a forma de infec¢éo. Entre 2000 e 2013,
mais de 68% dos casos foram associados a via de transmissédo oral, 6,4% vetorial e
0,7% outras formas que incluem a transmissédo acidental e transfusional (6).

Além disso, de acordo com a Coordenadoria Estadual do Para, estado que
apresenta maior numeros de casos agudos da doenca no pais, entre 2006 e maio de
2016, 1516 novos casos sob a fase aguda da infeccdo foram registrados no Estado
(MS/SINAN/Coordenadoria Estadual do Para, 2016).



1.2 Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)

O agente etiolégico da Doenca de Chagas é o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi pertencente ao reino Protista, filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, classe Zoomastogophorea, ordem Kinetoplastida, subordem
Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae (7).

T. cruzi € um eucarioto e possui como estruturas e organelas mais relevante
como por exemplo: a membrana celular, flagelo, citoesqueleto, cinetoplasto,
glicosoma, acidocalcisoma, vacuolo contréatil, inclus@es lipidicas e o nucleo, descritas
por Souza (2009) (8). Assim como outros Kinetoplastidas caracteriza-se pela
presenca de um flagelo e uma organela, localizada na mitocéndria, chamada
cinetoplasto que contém o DNA ou KkDNA organizados em minicirculos e
maxicirculos podendo chegar a 30% do seu DNA total. O cinetoplasto possui uma
organizacdo estrutural que pode variar de acordo com o estadio de desenvolvimento
do protozoario. Esta sempre localizado perto do corpo basal, definindo a sua
localizac&o e consequentemente a localizacao do flagelo (8,9).

Basicamente, ao longo do seu ciclo evolutivo, T. cruzi apresenta-se em trés
formas principais de desenvolvimento. Tais formas podem ser observadas em
diversas espécies de hospedeiros (vertebrados e invertebrados) que sé&o
considerados vetores e reservatorios importantes do parasito. Em hospedeiros
vertebrados encontram-se as formas multiplicativas amastigotas (presente no interior
das células) e as infectantes tripomastigotas sanguineos (encontrada no sangue).
Porém, em invertebrados, como forma multiplicativa encontramos as epimastigotas e
como forma infectante as tripomastigotas metaciclicas que podem estar presente

nas fezes e urina de insetos triatomineos infectados (7,10).

1.3 Vetores e reservatorios

Os vetores da doenca de Chagas sado insetos triatomineos hematofagos
pertencentes a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae (7,11). Os géneros mais importantes na transmissdo do T.
cruzi por via vetorial sdo: Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, sendo conhecidas
mais de 141 espécies potencialmente vetoras do parasito (5,12). A espécie T.

infestans era de grande importancia epidemiolégica por ser estritamente domiciliada.
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Entretanto, no Brasil diversas medidas de controle quimico levaram a reducéo
expressiva desta espécie, permitindo ao pais receber da Organizacdo mundial de
saude (OMS) e Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), em 2006, uma
certificacdo internacional de interrupcdo na transmissao da doenca por T. infestans
(3-5).

A suscetibilidade dos triatomineos a infeccdo por T. cruzi esta presente em
qualguer de seus estadios evolutivos a partir de sua alimentagcdo em mamifero
infectado. No entanto, alguns insetos podem ndo ser encontrados infectados na
natureza devido a grande possibilidade de sua alimentacdo ocorrer em animais
refratarios a T. cruzi, como aves, anfibios e répteis (9,13).

Quanto aos reservatérios vertebrados, existem mais de 100 espécies de
mamiferos silvestres e domésticos importantes na transmissdo da doenca de
Chagas. Os animais silvestres estdo reunidos em diferentes ordens: Marsupialia,
Edentata, Chiroptera, Carnivora, Lagomorpha, Rodentia e Primatas. E, dentre os
reservatérios domeésticos encontramos gatos, cachorros, ratos, camundongos e

cobaias com potencial de infecgdo com T. cruzi e transmissao da doenga (7,9).

1.4 Vias de transmissao da doenca de Chagas

Os principais mecanismos de infeccdo da doenca de Chagas sao: a via
vetorial classica, a partir de triatomineos hematofagos infectados; via oral, atraves
de alimentos contaminados com as dejecdes do inseto ou ingestdo de carne mal
cozida de animal infectado, por transfusdo sanguinea e através da via congénita ou
canal do parto. Entretanto, existem outras formas de transmisséo importantes como
o transplante de 6rgdos, acidentes de laboratério, transmissdo sexual que
hipoteticamente pode ocorrer quando ha ferimento, através do esperma ou fluidos

menstruais; e criminalmente induzido, por inoculagéo ou oralmente (5,9,14).

1.4.1 Transmissao oral

A transmisséo da doencga de Chagas por via oral tem sido associada a ingestao

de alimentos como carne crua ou mal cozida de animais de caca infectados ou



bebidas a base de frutas tipicas de regides endémicas contaminados com T. cruzi
(5,9,14).

O primeiro caso da doencga por via oral em humanos no Brasil foi em 1965 na
cidade de Teutbnia no Rio Grande do Sul (5,15). Desde entédo, a contaminacédo da
doenca de Chagas por esta via ja tem sido descrito em diversas regidées do pais.
Dados puplicados em 2015 pelo MS mostram que a via oral € a forma de
transmissdo mais frequente no Brasil, representando mais de 68% dos individuos
infectados entre 2000 e 2013 (6). Entretanto ja foram registrados, por esta via, 71%
dos casos confirmados (entre 2000 e 2010), ocorrendo principalmente ao norte do

pais (Figura 1A e B).
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Figura 1 Doenca de Chagas aguda no Brasil. A) Doenca de Chagas aguda no Brasil por municipio
entre 2000-2010. B) Numero de casos de doenca de Chagas aguda no Brasil de acordo com o tipo
de transmisséo, 2000-2010 (16).

Na Regido Amazodnica, cujo territorio ocupa 44% da América do sul e 58% do
territdrio nacional brasileiro, em que a taxa de infeccdo aguda se apresenta de forma
crescente, a doenca de Chagas representa uma importante endemia (4,17). De
acordo com Coura e Junqueira (2014) mais de 1500 casos da doenca de Chagas
por transmissdo oral jA foram descritos nesta regido nas Ultimas duas décadas
(4,18,19). No Estado do Para, um dos estados que compde a regido amazonica
brasileira 1516 novos casos, sob a fase aguda da infeccdo foram registrados entre
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2006 e maio de 2016 (MS/SINAN/ Coordenadoria Estadual do Para, 2016). Acredita-
se que o principal motivo dos surtos de doenca no estado estd relacionado ao
consumo de Acali, fruta proveniente de palmeira e comumente consumida in natura
(6,20).

Além do Brasil, outros paises da América Latina como: Venezuela, Colémbia,
Guiana Francesa, Bolivia, Argentina e Equador sdo importantes na transmissao da
doenca Chagas por via oral, geralmente associado a sucos de frutas como: goiaba,
laranja e tangerina, além de alimentos contaminados com secrec¢des das glandulas
anais de marsupiais infectados com o parasito (21-24).

Experimentalmente a infeccdo por esta via ja foi demostrada desde 1921 por
Nattan-Larrier, utilizando tripomastigotas sanguineos e posteriormente por Cardoso
(1933), Kofoid and Donat (1933) and Marsden (1967) usando fezes de triatomineos
infectados, além de estudos utilizando leite materno (5,25).

Desde entéo diversos trabalhos tem sido publicados, geralmente utilizando
um modelo de infec¢do por oral, ocorrendo o indculo diretamente no estbmago (por
gavagem) (16,21,26—-33). Porém, vale ressaltar que este tipo de infec¢cdo nao reflete
0 que ocorre na hatureza e pode apresentar resultados distintos quando o inéculo é
colocado diretamente na boca. De acordo com Barreto-de-Albuquerque,
camundongos infectados por via oral (boca) possuem alta taxa de mortalidade,
parasitemia elevada, expressam mais citocinas proé-inflamatéria (IFN-y e TNF-a) e
apresentam danos hepaticos, ao contrario do que ocorre com animais infectados por

gavagem (34).

1.4.2 Transmisséo vetorial ou classica

Conforme citado anteriormente, a regido Amazénica é endémica para doenca
de Chagas e um dos fatores que favorece os riscos de contaminacao por T. cruzi é a
extensiva existéncia de reservatorios e triatomineos importantes na transmissao
vetorial ou classica do parasito (19).

A transmisséo vetorial ou classica da doenca de Chagas ocorre por meio do
contato das fezes e urina do triatomineo infectado (também conhecido como
barbeiro), contendo formas tripomastigotas metaciclicas, com a mucosa ou com 0
local da picada do inseto durante o repasto sanguineo (5,35). No boletim de 2015, o
MS relatou que apesar do certificado de interrupgao de transmissao por T. infestans
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no Brasil, a via classica vetorial representou 6,4% dos casos da doenca entre 2000 e
2013 com a maioria ao Norte do Pais (SVS/MS, 2015).

1.4.3 Transmissdo por transfusdo sanguinea

A transfus@o de sangue € um importante mecanismo de transmisséo do T.
cruzi. Na década de 1970, a alta prevaléncia de pessoas infectadas nos centros
urbanos e a falta de controle nos hemocentros, foram responsaveis por milhares de
casos da doenca no Brasil, cujo primeiro caso foi descrito em 1952 (5,36). Em
pesquisa realizada por Coura (1966) em hemocentros do Rio de Janeiro, foram
analisados 4595 doadores tendo sido encontrados 58 individuos positivos (1,26%).
Foram localizados 24 receptores e destes 6 estavam infectados (25%), sendo que 1
receptor apresentava sinas de fase aguda da infecgéo (37).

Recentemente, iniciativas para o controle de doadores realizadas no Brasil
e em outros paises da América do Sul e Central tem contribuido para diminuicdo do
namero dos individuos infectados por transfusdo sanguinea, porém a migracdo de
individuos de areas endémicas para regides nao endémicas como Estados Unidos,
Espanha e paises da Europa, Asia e Oceania além de torna a transmisséo da

doenca por essa via um grande desafio (2,5).

1.4.4 Transmissé&o por via vertical ou congénita

Outra via de transmissdo da doenca de Chagas com grande relevancia € a
transmissao vertical ou congénita na qual o parasito € transmitido da méae infectada
para o filho. A transmissao vertical ocorre principalmente por via transplacentaria
mas, pode acontecer também através do canal de parto pelo contato da mucosa do
recém-nascido com o sangue da mae infectada (38,39). Os principais fatores de
risco na transmissdo congénita incluem maes que: possuem parasitemia patente,
moram ou migram para areas endémicas e com alta taxa de transmisséo,
apresentam coinfeccdo com malaria ou HIV (do inglés Human Immunodeficiency
Virus) ou que possuem deficiéncia na resposta mediada por células T (40). Ja foi
observado que quando a crianca é infectada, o crescimento e a maturidade do feto
ficam comprometidos, sendo possivel ocorrer malformacdes fetais e predisposicéo

ao aborto. Além disso, aumenta o risco de parto prematuro, ha perda de peso do



recém-nascido e ruptura da membrana amniética devido a inflamacéao placentaria
(38,40).

Estima-se que de 2,7% a 5% das criangas infectadas no mundo foram
contaminadas por transmissao congénita (41). No Brasil, de acordo com o Ministério
da Saude, 60% das criancas infectadas sdo do Rio Grande do Sul, com prevaléncia

nacional de 0,4% de transmisséo por esta via (6).

1.5 Periodo de incubacédo e Manifestacdes clinicas da doenca de

Chagas de acordo com avia de inoculacao

Apés a entrada no organismo, T. cruzi passa por um periodo de incubacéo
gue varia de acordo com a porta de entrada, com o inéculo, a cepa e com as
condicdes de saude do paciente. Este periodo dura desde a entrada do parasito até
0s primeiros sintomas da doenca. Geralmente, os individuos infectados pela via
vetorial classica apresentam periodo de incubacdo que varia de 4 a 15 dias, os
infectados por via oral de 3 a 22 dias e por transfusdo sanguinea de 20 a 40 dias.
Apébs este periodo observamos que a doenca de Chagas pode apresentar-se em

duas fases subsequentes: fase aguda ou inicial e a fase cronica (7,42).

1.5.1 Fase aguda

A fase aguda dura cerca de 4 a 8 semanas poés-infeccdo e caracteriza-se pela
parasitemia patente, podendo ser detectavel por exames parasitoldégicos diretos.
Esta fase pode ser assintomatica ou apresentar-se de forma moderada ou grave
com sintomas especificos e inespecificos. Dentre 0s sinais e sintomas observados
encontra-se febre generalizada, mal estar, linfoadenopatia, sinais de porta de
entrada do parasito, edema local ou generalizado, hepatoesplenomegalia, miocardite
e meningoencefalite severa em alguns casos (14,43). De acordo com Rassi, durante
esta fase de <5-10% dos pacientes sintomaticos morrem devido a miocardite grave
ou meningoencefalite ou ainda, apresentando as duas enfermidades
simultaneamente (43). Estudos anteriores mostram que individuos infectados por via
oral apresentam sintomatologia grave com mortalidade de 8 a 35% dos individuos

infectados (20,43). Em geral, 75% dos pacientes infectados por essa via sao
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sintomaticos e possuem febre prolongada, edema de face e membros inferiores,
taquicardia, dispneia, cefaleia, mialgia, vOmito, dor abdominal, diarreia,
meningoencefalite e miocardite aguda (20,44-46). Na infeccdo pela via vetorial
classica, a taxa de mortalidade varia entre <5 -10% e apenas 3,3% das pessoas
infectadas apresentam-se sintomaticas. Durante esta fase inicial (aguda), observam-
se sinais de porta de entrada como chagoma de inoculacdo e sinal de Romafia,
hepatoesplenomegalia, edema subcutaneo, miocardite e meningoencefalite. Quanto
aos individuos infectados por transfusdo sanguinea, seus sinais e sintomas sao
semelhantes a via vetorial classica no que se refere a febre, miocardite e
meningoencefalite, porém, sem sinais de porta de entrada. Em geral, admite-se que
80% desses individuos apresentam sintomas que podem levar a morte (44—-46).
Contudo, pacientes que sobrevivem a fase aguda apresentam sintomas que se
resolvem espontaneamente e possuem consideravel reducéo da parasitemia devido

a forte ativacdo da resposta imune nesta fase (47,48).

1.5.2 Fase crbnica

Apos a fase inicial (aguda), inicia-se a fase cronica da doenca de Chagas que
corresponde de 30% a 40% dos individuos infectados (47). Nesta fase, os parasitos
geralmente estdo nos tecidos e a doenca pode desenvolver-se sob as formas:
indeterminada (ou assintomatica) com 60% dos pacientes infectados, sob a forma
cardiaca (30%), digestiva (8%) e mista (2%) cuja infeccdo apresenta complicacdes
digestiva e cardiaca (43,49). Os pacientes em fase crbnica infectados pela via
vetorial classica e por transfusdo sanguinea podem desenvolver cardiomiopatia,
alteracdes no sistema digestorio com megacélon e megaesodfago e alteracdes no
sistema nervoso. Individuos infectados por via oral também podem apresentar esses
sintomas nesta fase (43).

De acordo com o que foi visto anteriormente, existem diversos fatores que
contribuem para evolucédo da doenca, tais como: periodos de incubacéo do parasito,
sintomatologia e taxa de mortalidade doenca que variam de acordo com a via de
transmissdo. A atuagdo do sistema imune na fase inicial da doenga é essencial na
defesa contra o parasito e contribui para a resisténcia do hospedeiro (50,51). A

intensa resposta imune na fase aguda leva ao controle do parasito e permite que o



individuo entre em outras fases da doenca sem ser diagnosticado devido a presenca

de sintomas inespecificos (52).

1.6 Respostaimune nainfeccao por Trypanosoma cruzi

1.6.1 Respostaimune em humanos

A analise da resposta imune em pacientes chagasicos sob a fase aguda
mostra ativacdo de células NK e macrofagos, desencadeando a ativacdo de
linfocitos T CD4" e CD8"; além de mostrar a produgdo de anticorpo antigeno
especifico por células plasmaticas (52,53).

De acordo com Sathler-Avelar et al (2003) (54) criancas infectadas com T. cruzi
e que estdo sob a fase aguda da doenca, apresentam alta frequéncia de células NK
com fenotipo CD16°CD56. Este estudo, também mostra um aumento de linfocitos B
(CD19%) com expansdo do subtipo B1 (CD19°CD5"), em estagios iniciais da fase
cronica da doenca (54). O aumento de células B persiste durante a imunidade
adquirida e consequente mente o aumento de anticorpos IgM é observado no soro
de paciente sob a fase aguda, sendo importante no diagndstico da doenca. Além
disso, anticorpos IgG especificos e anticorpos liticos que medeiam a lise do parasito
também sé&o identificados nesta fase (52,53).

Em uma andlise realiza por Chaves colaboradores (2016) (55) com individuos
infectados e diagnosticados em fase crénica, mostrou que tanto pacientes que
apresentam a forma indeterminada da doenca de Chagas quanto os que possuem a
forma cardiaca da doenga possuem aumento de linfocitos T CD4" e CD8" em
apoptose. De acordo com esse estudo amostras de sangue de pacientes com
cardiopatia, submetido ao estimulo com antigenos de T. cruzi, possuem aumento no
percentual de células T CD4'CD62L" circulante, e sugere envolvimento dessas
células na miocardite observada nos pacientes levando ao dano tecidual (55).
Acredita-se que a severidade clinica da doenca em fase cronica esteja relacionada
com a miocardite devido a presenca de infiltrado inflamatério (Linfocitos T CD4" e
CD8" e macrdéfagos), fibrose, danos nas fibras cardiacas e baixa carga parasitaria
(56).



Vale ressaltar que pacientes sob forma indeterminada apresentam mais células
T regulatérias (T reg) no sangue quando comparados com individuos nao infectados
(57). Acredita-se que as células T reg (CD4"CD25"") modulam negativamente a
producado de citocinas com perfil Thl, uma vez que, essas células sdo responsaveis
pelo controle da resposta imune exacerbada observada em individuos com a forma
cardiaca da doenca (58).

No que se refere a producdo de citocinas, a infeccdo do T. cruzi em
individuos em fase crénica apresenta mais citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a.,
IL-6, IL-2, IL-9 e IL-12) em pacientes com cardiopatia chagasica do que em
pacientes assintomaticos (com a forma indeterminada da doenca). Além disso,
individuos assintomaticos possuem a presenca mais elevada de citocinas circulantes
com perfil anti-inflamatério, como IL-13, IL-5, IL-4 e IL-10, do que os pacientes com a
forma cardiaca da doenca (52,59-61). Interessantemente, as diferencas no padrao
de citocinas pro-inflamatéria e anti-inflamatoria em pacientes chagasicos ndo esta
relacionada com diferencas de DTUs (do inglés Discrete Typing Units ) das cepas de
T. cruzi (49).

A producao de citocinas € um fator critico no desenvolvimento da doenca e de
fato, varias citocinas e quimiocinas importantes ja foram descritas na durante a
resposta imune do hospedeiro na infeccéo tanto em humanos quanto em modelo
experimental (Tabela 1) (56,62).
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Quadro 1 Citocinas e quimiocinas expressas na infec¢ao por T. cruzi em pacientes e
modelo experimental

Fases
Citocinas e (aguda/cronica/ Hospedeiro A o
guimiocinas IND/ severa/CCC | (humano/animal) Orgao/ tipo celular REFERENCIAS
moderada)
IFN-y CCC Severa Humano Células mononucleares (59,63)
IFN-y CCC Severa Humano Miocardio (64,65)
Infiltrado inflamatério no
IFN-y CCC Severa Humano coracio (células T) 63)
IND/CCC
IFN-y Severa Humano Plasma (63,66,67)
TNF-a CCC Severa Humano Células mononucleares (59,63)
Infiltrado inflamatério no
TNF—a CCC Severa Humano coragio (células T) (63)
TNF-a CCC Severa Humano Miocérdio (64,65)
IND/CCC
TNF-a Severa Humano Plasma (63.66,68)
IFN-y Aguda/cronica camundongo Coracéo (69,70)
TNF-a Aguda/cronica camundongo Coracéo (71)
IL-6 CCC Severa Humano Infll'[rado~ |ana,1mator|o no
coragdo (células T) (63-65)
-2 CCC Severa Humano Infll'[rado~ |ana,1mator|o no
coragdo (células T) (63-65)
-4 CCC Severa Humano Inflltrado~ mfla}matorlo no
coragdo (células T) (63-65)
IL-10 CCC Severa Humano Inflltrad0~ mfla}matorlo no
coragdo (células T) (63-65)
IL-7 CCC Severa Humano Miocérdio (72)
IL-15 CCC Severa Humano Miocardio (72)
IL-12 Aguda camundongo Células mononucleares (73)
IL-18 Aguda camundongo Células mononucleares (74)
IL-10 Aguda camundongo Células mononucleares (75-77)
TGF-p Aguda camundongo Células mononucleares (28-30)
IL-17 crbnica camundongo Células mononucleares (78)
CCL2,CXCL10, C
CXCL9 (MRNA) CCC Severa Humano Miocérdio (79)
CCR2,CXCR3 C
(MRNA) CCC Severa Humano Miocérdio (79)
CCR5,CXCR3 IND/CCC Humano Células mononucleares
Severa (80)
CCL5CXCLI,C crbnica camundongo Cardiomidcito
XCL10 g (81)
CCR5 crbnica camundongo Coracao (82,83)
CCL5,CCLA4,
CXCR3, crbnica cachorro Coracéo
(mMRNA) (84)

IND= Indeterminada/ CCC= Chagas Crbnica com cardiopatia
traduzido de Cunha-Neto, 2014
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1.6.2 Respostaimune em modelo experimental

1.6.2.1 Respostaimune inata

ApoOs a entrada do patdégeno no organismo, diversos fatores sollveis do
sistema imune inato sdo ativados, como: proteinas do sistema complemento,
anticorpos naturais e proteinas de fase aguda (85).

Entretanto, em modelo experimental a resposta imune inata na infeccéo por T.
cruzi é desencadeada pela interacdo de moléculas do parasito com receptores de
reconhecimento padrao (PRR, do inglés Pattern Recognition Receptor), que incluem
os semelhantes a Toll (TLR, do inglés Toll-like receptor) presente em diferentes tipos
celulares do sistema fagocitico e ndo fagocitico. A ligacdo de T. cruzi com TLR leva
a ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kp responsavel pela transcricdo de
citocinas pro-inflamatérias como interferon-gama (IFN-y), fatores de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) e interleucinas (IL) (IL-1, IL-12, IL-6 e IL-18) (53,86,87). De
acordo com estudos realizados em animais independentemente da via
(intraperitoneal e intravenosa), os principais TLRs envolvidos na infeccao de T. cruzi
sdo TLR-2, TLR-4 e TLR-9 interagindo com glicoproteinas, glicoinositolfosfolipideo
ou DNA do parasito respectivamente. A deficiéncia desses receptores resulta na
diminuic&o de citocinas pro-inflamatérias como IFN—y e IL12 (88-91).

No entanto, existem evidéncias da interacdo do parasito com outros
receptores como por receptores do tipo NOD (do inglés Nucleotid-binding
Oligomerization Domain Receptors) e a ativacdo de outros fatores de transcricdo
independente de TLR (87,92). Além disso, ja foi observado que a invasao de T. cruzi
pode ocorrer atraves de receptores LDL (do inglés Low-Density Lipoprotein) (93). A
interacdo com esses receptores é essencial na ativacdo de células apresentadoras
de antigenos, recrutamento de fagécitos para o tecido infectado e a morte do
parasito (87,92).

Componentes de T. cruzi ativam células natural killer (NK) e macrofagos,
resultando na producdo de IFN-y e IL-12 respectivamente. A presenca de IL-12 em
animais infectados pela via intraperitoneal induz o aumento de IFN-y proveniente de
NK, tornando-as as principais produtoras desta citocina na fase inicial da infecgao.
As células NK também s&o responsaveis pela producédo de IL-4, que por sua vez,
sao importantes na diferenciacao de células Th2 que secretam IL- 10 para reduzir os

efeitos exacerbados da resposta imune (87,94,95).
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O IFN-y é uma citocina importante na ativacdo de macréfagos e
consequentemente estimula ao aumento de IL-12, TNF-a e éxido nitrico (NO)
produzido por essas células (87,95). Ja foi descrito que a presenca de IFN-y esta
relacionada a reducdo parasitemia e mortalidade de camundongos (linhagem
129Sv ) infectados com T. cruzi por via intraperitoneal. Nesse trabalho foi observado
que animais deficientes de IFN-y (IFN-y-R’/") apresentam um numero elevado de
parasitos circulantes e alta mortalidade quando comparados com camundongos
normais (IFN-y-R*/") (96). Além disso, em camundongos infectados por via
intraperitoneal a producdo de IFN-y é essencial para a imunidade mediada por
células T (97).

Os macrofagos sdo uns dos principais fagoécitos que atuam contra micro-
organismos intracelulares pela producdo de componentes oxidativos e apresentacdo
de antigenos para linfocitos T (85). Sua atuacao contra T. cruzi em modelo murino
infectado por via intraperitoneal esta relacionada a producdo de NO (do inglés Nitric
oxide) estimulada por IFN-y que inicialmente é produzido por NKs e posteriormente
por linfécitos T ativados (51,70,71).

O NO é uma enzima com funcéo citotoxica para T. cruzi, mas pode inibir a
expressao molécula MHC Il em APC. Em altas concentracdes o NO inibe a sintese
de IL-12, favorece a proliferacdo de células T reg e inibe a expressdo de moléculas
de adeséo e migracao celular (87,98).

Embora sejam importantes, de acordo com Kress, macréfagos ndo ativados
s6 podem controlar a infeccdo se a taxa de parasitos por células for de 5:1. Se essa
taxa for de 10:1, os macréfagos sédo destruidos apds a multiplicacdo e os parasitos
liberados para infectar outras células (99,100). Além disso, a infeccdo dos
macréfagos induz a expressdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-$
por células Th2 prejudicando a resposta imune e favorecem a evolucdo da doenca
(43,50).

Além dos macrofagos e NKs, outras células do sistema imune inato também
estdo envolvidas na protecdo contra T. cruzi como as células dendriticas que
possuem suas funcgdes prejudicadas por inibicdo de IL-12 secretada por macroéfagos
e inibida por mucinas derivadas do parasito (50,101).

Assim como macréfagos, as células dendriticas sdo fagociticas, porém
células especializadas na apresentagdo de antigenos, sendo essenciais na resposta

mediada por linfécitos T e B. Elas contribuem para a conexdo entre a resposta
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imune inata e adquirida, e induzem uma resposta imune mais especifica e eficiente
contra o patégeno (85). A participacdo das células dendriticas na infeccado por T.
cruzi € muito importante devido a sua especialidade em apresentacdo de antigeno e
expressao de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y e regulatérias como TGF-$ e IL-
10, secretadas em condicdes especiais (102). Além disso, Jaramillo e colaboradores
(2016) mostram entre outros fatores que a expressao de MHC, CD80 (B7-1) ou
CD86 (B7-2) é diminuida quando as células dendriticas reconhecem o T. cruzi (102).

Embora sejam observados diversos mecanismos da resposta imune inata
para eliminacdo do parasito, a resposta imunidade celular ou adaptativa € essencial
e se inicia com atuacdo dos fagdcitos e ativagio dos linfécitos T CD4" e CD8", bem
como linfécitos B, produzindo anticorpos antigenos especificos e de grande
importancia no controle do patégeno (50,101).

1.6.2.2 Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa se inicia com o reconhecimento de antigenos
capturados, processado e apresentados por células apresentadoras de antigenos
(APC, do inglés Antigen Presenting Cell) aos linfocitos, nos 6érgédos linfoides
periféricos que estdo localizados nos pontos de convergéncia dos vasos linfaticos
(85). A migracédo das APC para os 6rgaos linfoides € um importante mecanismo do
sistema imune para ativagdo dos linfécitos. Esse mecanismo depende da atuagéo de
guimiocinas essenciais para o deslocamento celular, estrutura dos 6rgaos linfoides,
além de facilitar a distribuicéo de células efetoras (103).

Constituem os 6rgaos linfoides periféricos o baco, responsavel pela drenagem
de antigenos provenientes do sangue, os linfonodos subcuténeos, que drenam de
antigenos da pele; e tecidos associados a mucosa, como por exemplo: a mucosa do
intestino, representado pelas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos (85,104).

Nesses 0rgaos, os antigenos apresentados pelas APC séo reconhecidos por
receptores de células T (TCR, do inglés T Cell Receptor) quando expostos a
superficie das APC via moléculas que fazem parte do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex). As
principais APC constituem as células dendriticas e macrofagos, além de linfocitos B
que capturam antigenos soluveis que entram nos oOrgaos linfoides pelos vasos
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linfaticos e os apresentam via MHC Il a linfécitos T CD4 auxiliar. Porém, todas as
células nucleadas podem atuar como APC apresentando seus antigenos via MCH |
para os linfécitos T CD8. Vale ressaltar que o reconhecimento dos antigenos
apresentados € de extrema importancia para que esses linfocitos sejam ativados e
promovam uma resposta mais eficiente contra o parasito (85,105).

Os linfécitos T CD4" e CD8" secretam IFN-y capaz de ativar macrofagos que
exercem uma fungdo microbicida contra o parasito pelo a producdo de NO. Além
disso, as APC sédo importantes na geracdo de linfocitos efetores que sdo essenciais
na eliminagcdo do T. cruzi, liberando citocinas responsaveis pela sua propria
diferenciacdo em células com perfil Thl e Th2 (87,106,107).

Embora existam diversas a¢des do sistema imune contra a permanéncia do
T. cruzi no organismo, a infeccdo pode persistir e desencadear a doenca crénica
(87,108). A infecgdo por T. cruzi leva a proliferacdo intensa de linfocitos T CD8" e
diminuicdo da carga parasitaria nos tecidos onde esses linfécitos séo recrutados. E
acredita-se que a inibicdo de linfécitos T CD8" por outras populagées como T
CD4'CD25" (T reg) e pela producdo de TGF-B favoreca a presenca dos parasitos
nos tecidos. Além disso, o processo inflamatério contra o parasito tambéem
desencadeia uma forte ativacdo policlonal de linfécitos B. Estudos anteriores ja
mostraram a que a deficiéncia desses linfocitos (linfocitos B) ou de anticorpos induz
uma parasitemia elevada e baixa taxa de sobrevivéncia. Durante a infeccdo os
linfécitos B produzem anticorpos e seus diferentes isotipos podem exercer funcdes
que contribuem para fixacdo do complemento, aglutinagcdo ou citotoxidade do
parasito (87,109,110).

A ativacdo do sistema imune com atuacdo de linfocitos T/B e producdo de
citocinas pro-inflamatorias é importante para evitar a permanéncia do parasito no
organismo. Entretanto, a resposta imune exacerbada pode causar danos teciduais
durante a infeccdo. E para controlar a resposta contra 0 parasito € necessario a
geracdo de mecanismos imunoreguladores que inclui a inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias, produzidas em excesso, que podem desencadear uma patologia como
a cardiopatia (52,59). Dentre os mecanismos imunoreguladores encontra-se a
supresséo da resposta imune mediada por células T reg que controlam a resposta

tanto em humanos quanto em modelo experimental (80).
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Além disso, ja se sabe que a IL-17, produzida por células Thl7 regula o
recrutamento de células inflamatorias e a diferenciacdo de células Thl no tecido
cardiaco (78,87).

1.6.2.3 Orgaos linfoides e ativacéo de linfocitos na infeccdo pelo T. cruzi

Os orgédos linfoides sdo formados por agregados de linfécitos (em sua
maioria), emaranhado em uma rede de células nédo linfoides. Estdo divididos em
orgaos linfoides centrais que inclui medula 6ssea e o timo, e 6rgdos linfoides
periféricos como baco, linfonodos e tecidos associados a mucosa(85,112,113).

A medula 6ssea é o 6rgao linfoide responsavel pela maturacao de linfécitos B,
enquanto que, os linfécitos T passam pelo processo de maturacdo (aquisicdo do
receptor TCR) e diferenciacdo (expressdo de moléculas CD4 e/ou CD8) no timo.
(85). A diferenciacdo dos linfécitos T ocorre a partir de células precursoras da
medula 6ssea que migram para o timo. Essas células interagem com microambiente
timico, composto por células dendriticas, macrofagos, fibroblastos e células epitelias
timicas, além de citocinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8 e IFN-y) e quimiocinas (CCL25,
CXCL12, CCL21) presentes no 6rgdo. A interacdo leva ao rearranjo dos genes de
receptor TCR (receptor de células T) e ao processo de selecdo positiva e negativa
das células a partir da interacdo do receptor peptideo-MHC préprio. A selecdo dos
timécitos € um processo importante no 6rgdo e permite a morte das células que
reagem fortemente com antigeno proprio (sele¢cdo negativa) ou a sobrevivéncia dos
timocitos se o sinal de interacdo for fraco (selecéo positiva). Além disso, as células
precursoras de T duplo negativas (DN) (CD4 CD8") passam por diferentes estagios
de diferenciagdo (DN1,DN2,DN3 e DN4), tornando-se posteriormente duplo positiva
(DP) (CD4"CD8"). Essas células se diferenciam ainda em linfocitos simples positivo,

expressando CD4 ou CD8 conforme ilustrado na figura 2 (112,114,115).
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Figura 2. Diferenciacdo intratimica de células T. A diferenciagdo linfocitaria inicia quando os
precursores de células T entram no timo através de vénulas pds-capilares localizadas na juncéo
corticomedular. Depois de entrarem no érgdo, as células interagem com o microambiente timico
(células epiteliais timicas, macréfagos, células dendriticas e fibroblastos), levando a sua proliferagéo
e rearranjo de TCR. As intera¢des entre timdcitos e células especializadas do microambiente timico
apoiam e dirigem a diferenciacdo das células T através de uma série de intera¢des incluindo
interacdes receptor / co-receptor (MHC-TCR, Integrina/ ECM), citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-
8, IFN-y), quimiocinas (CCL25, CXCL12 e CCL21) e horménios, com o0s correspondentes
receptores. Na zona sub-capsular, estes timocitos sofrem reordenamento e selegdo da cadeia beta
TCR. Os timdcitos duplamente positivos (DP) migram através do cértex e iniciam o teste de TCR
(selecdo positiva). Os timécitos selecionados positivamente, localizados na medula, sdo rastreados
quanto a auto-reatividade através de selecdo negativa . A resisténcia na medula é seguida pela

emigracdo, que é regulada pela esfingosina-1-fosfato e seu receptor (S1P1). Fonte: De Meis e

colaboradores (2012) (116).
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Os orgaos linfoides periféricos sédo responsaveis pela ativacao dos linfécitos T
e B conhecidos como linfocitos naive (virgens ou nao ativados) (85,105,112). A
ativacdo dos linfocitos é essencial para o inicio da resposta imune adaptativa.
Resumidamente, em linfécitos T essa ativacdo ocorre apos trés eventos importantes:
Interacdo antigeno-TCR, ligacdo de moléculas co-estimuladoras e expressao e
atuacao de citocinas (85,105). Especificamente, o primeiro evento se refere ao
reconhecimento do antigeno por receptores TCR presentes na superficie dos
linfécitos T. Esses antigenos sdo expostos a superficie da célula e apresentados
pelas APC via moléculas de MHC de classe | para linfécitos T CD8" ou MHC de
classe Il para linfécitos T CD4". O 2° evento esta relacionado a interagdo com
moléculas co-estimuladoras como B7.1 e B7.2 (CD80 e CD86 respectivamente),
presentes nas APC, com a molécula CD28 em linfécitos T. E o 3° e ultimo evento
que corresponde a atuacdo de citocinas importantes para proliferacdo e
diferenciacdo dessas células (85,105). Além disso, 0s antigenos podem ser
reconhecidos por linfécitos B presentes nos 6rgaos linfoides através de seu receptor
BCR (do inglés B cell receptor). Nesse processo os linfocitos B séo co-ativados por
células T CD4", tornando-se células plasmaticas para producdo de anticorpos
antigenos-especificos (85,105).

Na infeccdo por T. cruzi as células dendriticas sdo essenciais na apresentacao
dos seus antigenos e ativacéo dos linfocitos T CD8" e CD4", via moléculas de MHC |
e MHC Il, respectivamente (102). Durante o processo de ativacdo os linfécitos
recebem um sinal de ligacéo que dependendo da sua intensidade podem provocar a
morte celular ou a modulacdo de moléculas de superficie importantes para
diferenciacdo dessas células. De acordo com Lanzavecchia e Sallusto (2005) (117)
se a intensidade de ligacdo desses linfécitos for muito fraca, as células podem
morrer por negligéncia, ou morrer por morte induzida por ativacdo ou AICD (do
inglés “Activation-Induced Cel Ideath”), se esse sinal for muito forte. No entanto, se a
ligacdo entre as APCs e os linfécitos gerar um sinal intermediéario, essas células sao
conhecidas como linfocitos ndo efetores de memodria central e se diferem por
expressar o receptor de quimiocina CCR7 e a molécula de adesdo CD62L que é
uma L-selectina importante para o retorno dos linfécitos aos linfonodos. Além disso,
as células de memdria central podem expressar em sua superficie a molécula
ligante de CD40 (CD40L) e a CD44 que é um marcador de ativacdo de linfocitos,

mas, esta expresso em menor densidade nessas células (117,118).
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Para que a célula naive se torne realmente uma célula de memoaria efetora, é
necessario que o sinal de ativagcdo seja um pouco mais forte do que o recebido pelas
células de memoria central. Esse sinal promove a perda de expressdo do CCR7 e
da molécula CD62L, mas aumenta nos linfocitos, a expressao de CD44 que é uma
molécula de adesdo importante para direcionamento dos linfoécitos para o foco
inflamatorio e se liga a acidos hialurénicos presentes no epitélio vascular (117-119).

E importante ressaltar que, tanto as células de meméria central como as de
memoria efetora também podem ser diferenciadas pela expressao de citocinas como
a IL-2 que é predominantemente secretada por células de memoria central e, por
citocinas como IL-4 e IFN-y que sdo mais expressas em células de memoria efetora
do que nas de memoria central (117).

O processo de ativagdo dos linfocitos na imunidade adaptativa, € essencial
para protecdo contra o parasito. Existem evidencias que camundongos C57BL/10
imunizados com linfocitos T devido a uma transferéncia adotiva, estdo mais
protegidos contra a infeccdo (100,120,121). Além disso, a infeccdo por T. cruzi
promove uma intensa resposta Thl com linfécitos T CD4" e T CD8" e a presenca de
citocinas especificas como IFN-y, IL-12 e TNF-a (43). No entanto, uma resposta
imune exacerbada provocada pela infeccdo de T. cruzi promove dano tecidual
mediado por células T CD4" e CD8" (59). Podemos observar que durante a fase
aguda da infeccdo, existem reacdes inflamatorias localizadas com presenca de
células mononucleares e formagédo de granuloma e em alguns casos, hiperplasia
dos linfonodos, figado, baco e macrofagos parasitados (43). Além disso, ja foi
observado linfadenopatia e esplenomegalia, com delecédo clonal de linfécitos T e
forte ativacdo policlonal de linfécitos B tanto em humanos como modelos
experimentais inibindo a formacéo de linfcitos antigeno-especificos (50).

De acordo com estudos anteriores, a resposta imune contra T. cruzi, durante
a infeccdo aguda promove diversas alteracdes em tecidos linfoides como expanséo
do baco e linfonodo subcutaneo, retracdo dos linfonodos mesentéricos e das placas
de Peyer, além de atrofia do timo. Esses dados evidenciam que os orgaos linfoides
podem se comportar de maneira distinta, frente a uma infeccdo sistémica, ou seja,
gue alcanca todos os tecidos igualmente, promovendo uma resposta imune regional
(114,122,123).

Ja foi descrito que durante a infeccdo intraperitoneal de T. cruzi a atrofia do
timo ocorre com deplecéo de linfocitos T imaturos (timocitos CD4*CD8"), apoptose
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de timdcitos por ativacédo de caspases 8 e 9, e pode estar associada a presenca de
TNF-o e glicocorticoides no soro e o envolvimento de moléculas derivadas do
parasitos, como transialidases, ou do hospedeiro como galectina 3, e ATP
extracelular (114,124,125). Além disso, a infec¢do induz um aumento na capacidade
migratoria de timocitos (favorecendo a liberacdo anormal de células para érgéos
linfoides periféricos) e diminuicdo da capacidade proliferativa dessas células com
deprivacédo de fatores de crescimento como IL-2 (123,124,126).

Em oOrgdos linfoides periféricos, a infeccdo intraperitoneal induz
esplenomegalia, hipertrofia de linfonodos de drenagem subcutanea (LSC) com
aumento da ativacdo de linfocitos T/B (ativacado policlonal) e citocinas (IL-4, IL-10 e
IFN-y)(122). Em estagios mais tardios da infeccdo, a morte de linfécitos por apoptose
(AICD) (127,128). Nos linfonodos mesentéricos (LM) foi observada uma atrofia
associada a baixa capacidade proliferativa de linfocitos no tecido (menor producdo
de IL-2 e IL-4) e apoptose precoce de linfécitos por AICD e por deprivagao de fatores
de crescimento.

As placas de Peyer podem demonstrar atrofia durante a infeccéo
intraperitoneal porém, existem poucos dados na literatura sobre o 6rgéo
(114,119,122). Além disso, podemos destacar que em relacdo a producao de IL-2,
observamos que linfécitos T provenientes de LSC de animais infectados possuem
plena capacidade de producdo dessa citocina, contrastando com esplendécitos
apresentam menor capacidade de sintese de IL-2 (129). Os resultados observados
no timo, LSC, LM e baco foram revistos por De Meis (2009) conforme observado na
figura 3 (122).
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Figura 3 Dindmica da resposta imune regional em érgéos linfoides apés

a infeccdo aguda experimental do Tripanosoma cruzi
Fonte: De Meis et al, 2009 (122)
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1.7 Justificativa

O presente trabalho justifica-se uma vez que diversos estudos ja mostraram
que infeccao por T. cruzi possui um comportamento diferente de acordo com a porta
de entrada do parasito. Sabe-se que animais infectados com T. cruzi por via
sistémica (intraperitoneal, intravenosa e subcutanea) possuem taxa de infeccéo (67-
100%) e mortalidade maior do que os infectados por via de mucosa (oral,
intragastrica, intraretal, genital e congitival) (17-67%). As diferencas entre as vias
subcutaneas e intranasal também foram observadas e os resultados apontam maior
gravidade na infec¢do subcutanea (25,122,131). Além disso, n0osSso grupo mostrou
gue existem diferencas que afetam a resposta imune do hospedeiro, inclusive entre
as vias de mucosa. Foi demostrado que a taxa de mortalidade, os niveis de INF-y e
TNF-a, danos hepaticos estdo mais elevados em os animais infectados oralmente do
que os infectados por gavagem (direto no estdmago) (34). Em conjunto, ja foi
observado que durante a infeccdo experimental por T. cruzi pela via intraperitoneal
ou subcutanea ocorrem alterac6es em células e tecidos do hospedeiro. Dentre as
quais podemos observar atrofia do timo e diferencas no padréo de celularidade dos
orgaos linfoides periféricos com esplenomegalia e hipertrofia dos linfonodos
subcutaneos ou atrofia dos linfonodos mesentéricos e das placas de Peyer
(116,122). Vale ressaltar que a via de transmissdo pode impactar diretamente a
resposta imune no controle da infecgéo, a resisténcia do hospedeiro e a patogénese
da doenca (132). Portanto, torna-se de grande importancia estudos que relacionam
a via de transmissdo do parasito e a sua influencia na resposta imune regional dos

orgaos linfoides.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento do timo e dos 6rgéaos linfoides periféricos (linfonodos
subcutaneos, linfonodos mesentéricos, baco e placas de Peyer) de camundongos

infectados por Trypanosoma cruzi pelas vias oral, subcutanea e intravenosa.

2.2 Objetivos Especificos

I. Comparar a parasitemia de animais infectados por cada via de inoculacéo

(oral, subcutanea e intravenosa);

[I. Avaliar a celularidade do timo, linfonodos subcutaneos (LSC), linfonodos
mesentéricos (LM), baco e placas de Peyer (PP) de animais controle e

infectados pelas diferentes vias de inoculacao;
[ll. Avaliar a expressdo das moléculas de superficie de linfécitos tais como: CD4,
CDS8, CD19, CD3, CD44 e CD62L em cada tecido (timo, LSC, LM, Baco e

PP) de animais controle e infectados;

IV. Determinar o perfil de citocinas como: IL-10, IFN-y, e TNF no soro de animais

em cada grupo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais utilizados

Os experimentos foram realizados com camundongos BALB/c machos com
idade entre 6 e 8 semanas obtidos do Centro de Criagdo de Animais de Laboratério
da Fundagcdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). Os animais foram utilizados com
licenca aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ sob
0S numeros LW23-12 e L-028/2016.

3.2 Obtencao dos parasitos e infecgéo

Para os diferentes grupos de infec¢éo foi utilizada cepa Tulahuén de T. cruzi.
A infeccdo foi realizada utilizando tripomastigotas de cultura celular (obtida de
macréfagos peritoneal ou de células de linhagem VERO) e com tripomastigotas
metaciclicos (obtidas das dejec¢fes de triatomineo infectado).

Para a obtencédo dos parasitos de cultura, foi realizado lavado peritoneal em
camundongos infectados com T. cruzi, ou estabelecida a cultura celular de linhagem
VERO, cuja infeccdo foi realizada apds 24 horas com ~20 parasitos/células. As
culturas foram mantidas em garrafas de plasticos de 25 cm? e armazenadas em
estufa de CO, a 37°C. A manutencéao foi realizada a cada 48h, utilizando o meio de
cultura RPMI e Soro Fetal Bovino (SBF) a 10%. Os parasitos liberados foram
recolhidos, lavados por centrifugacdo (800g por 10 minutos) e contados em camara
de Neubauer.

As formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas de triatomineos
infectados da espécie T. infestans ap6s o0 repasto sanguineo diretamente em
camundongos BALB/c controles. As dejecdes ou excreta (fezes e urina) dos
triatomineos foram coletadas com a utilizacdo de eppendorf e 0s parasitos presentes
no material recolhido foram contados em cadmara de Neubauer.

Para a infeccdo, os camundongos foram mantidos de por 3 a 4 horas em
jejum de agua e comida, e inoculados por via oral (I0), subcutanea (SC) ou
intravenosa (IV) com 5 x 10* parasitos em 50 uL de meio de cultura (RPMI com SBF
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10%) ou presente em 50 uL das dejecBes obtida de triatomineo. A infeccdo dos
animais por via oral foi realizada através de micropipetadores com ponteiras de
plastico e o parasito foi depositado diretamente na boca do camundongo. Na
infecgao intravenosa a inoculacao dos parasitos foi feita na veia marginal olho (sinus
retro-orbital), e na infeccdo por via subcutédnea, os parasitos foram inoculados no
dorso do camundongo. Em ambas infec¢cdes (intravenosa e subcutanea) foram
utilizadas seringas de 1mL.

Os animais ainda foram mantidos em jejum por aproximadamente 15 minutos
depois do inéculo e os experimentos realizados na fase aguda apés 3, 7, 14 e 21

dias apos a infeccéo (dpi).

3.3 Parasitemia

A parasitemia foi realizada mediante a obtencao de 5 pL de sangue periférico
recolhido da cauda dos animais e o material colocado entre lamina (Corning 25 X 75
mm) e laminula (Corning 18 X 18 mm) para busca do parasito ao microscépio. A
procura foi realizada em microscépio 6ptico de campo claro (marca Zeiss) com
aumento de 400 vezes (ocular de 10X e objetiva de 40X) e com pesquisa realizada

em 50 campos microscopicos de acordo com o método de Pizzi-Brener (133).

3.4 Obtencéo de células e tecidos de animais normais e infectados

No presente estudo, foram obtidos: timo, baco, linfonodos subcutaneos (dois
axilares, dois braquiais e dois inguinais = seis linfonodos) e mesentéricos (cadeia
mesentérica = quatro linfonodos) e placas de Peyer (n= quatro placas).

No processo de obtencdo das ceélulas de cada grupo, os oOrgaos foram
colocados em tubos de 15 ml contendo RPMI/SBF a 10% (Cultilab, Campinas,
Brasil; pH 7,2), e delicadamente pressionados em potter para separacao celular. As
células desprendidas foram recolhidas em tubos de 15ml e centrifugadas a 450g, por

5 minutos.
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As amostras de baco foram tratadas em solugao hemolisante “Red Blood Cell
Lysing Buffer” (Sigma Co. USA) por 5 minutos, temperatura ambiente, para retirada
de hemécias. Posteriormente, o precipitado celular foi suspenso em 1ml de
RPMIl/soro, e a celularidade foi analisada utilizando contador de células (Particle

counter, Beckman) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.5 Estudos citofluorimétricos

A analise de moléculas de superficie celular de animais infectados em fase
aguda foi realizada por citometria de fluxo, utilizando os mAb anti-CD44 FITC (clone
IM7.8), anti-CD4 ALEXA 750, anti-CD8 PercP Cy 5.5, APC, anti-CD62L PE, anti-CD3
APC, anti-CD19 PE Cy 7; com suas respectivas Igs controles, fornecidos pela
Pharmingen, San Francisco, USA.

Marcacbes de seis cores de imunofluorescéncia em suspensdo com O0S
anticorpos descritos foram realizadas apo0s incubacdo das células com soro de
camundongos, para bloqueio de receptores da por¢cdo Fc do anticorpo, por 20
minutos a 4°C. Depois de lavadas, as células foram fixadas e posteriormente
analisadas no citdmetro de fluxo. A regido de linfocitos foi & determinada a partir dos
parametros de luz, tamanho x granulosidade. As células foram analisadas em
citometro de fluxo FACSCantoll utilizando-se o “software” FlowJo Flow Cytometry
Software versao 7.5.5 (Tree Star, Inc; EUA).

3.6 Analise de citocinas

Para a andlise das citocinas foram realizadas puncbes cardiacas em
camundongos infectados e controles e o0 soro de cada grupo separado por
centrifugacéo (1000g por 5minutos). As amostras foram armazenadas a 70°C até o
momento da andlise. As citocinas IL-10, TNF e IFN-y do kit CBA Thl, Th2 e Th17
(BD) foram analisadas por citometria de fluxo de acordo com as orientagdes do

fabricante.
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3.7 Analise estatistica

Para andlises estatisticas dos resultados foram utilizados os testes Shapiro-
Wilk (teste de normalidade), Mann-Whitney (One-tailed) e o One-way ANOVA (teste
nao parameétrico ) (Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn) e os valores foram
considerados significativos quando p<0.05. Todos os testes e graficos foram

realizados no programa Graphpad Prisma 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Testedeinbéculo

Inicialmente, realizamos um teste de in6culo cujo objetivo foi estabelecer a
quantidade minima de parasitos capaz de melhor infectar camundongos BALB/c por
diferentes vias de inoculagdo. Os animais foram submetidos ao teste com 10% 10° e
5 x 10* parasitos obtidos de cultura em 50uL de RPMI, sendo infectados pelas vias
oral (10), subcutanea (SC) e intravenosa (IV), para mimetizarmos as principais vias
de infec¢do com T. cruzi em humanos.

Os resultados demonstram que em média 20% a 60% dos animais
positivaram no grupo 10, independentemente do indculo, enquanto 100% dos
animais infectados pelas vias SC e IV estavam positivos. Além disso, observamos
um perfil semelhante de parasitemia entre os grupos (10, SC e IV) com intensa
parasitemia por infeccdo SC e sucessivamente menor nas vias IV e IO,

independentemente do indculo conforme mostra a figura abaixo (Figura 4A, B e C).
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Figura 4 Teste de in6culo em camundongos infectados com T. cruzi obtido de cultura por diferentes
vias. Camundongos macho BALB/C (6 semanas de idade) foram infectados através das vias oral (10),
subcutanea (SC) e intravenosa (IV) com: A) 102 parasitas, B) 10° parasitas e C) 5 x 10* parasitas em
50uL de RPMI. Os parasitas foram contados utilizando microscopia de luz, e a parasitemia calculada
pelo método Brener. n: 10 = 15; SC = 15; IV = 9 (102 e 10%; IV = 14 (5 x 10%. As avaliagdes foram
realizadas em diferentes dias pés-infeccdo (dpi) e os resultados foram representativos de trés
experimentos independentes. Os valores representam logaritmo natural (In) de parasitos/mL. Anélise
estatistica: One-way ANOVA (teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn). * Representam
diferencas significativas entre 10 e SC, # entre 10 e IV e ° entre SC e IV. p <0,05. Comiss&o de Etica
no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ: LW-23/12 e L-028/2016.
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Sendo assim, padronizamos 0s experimentos com infec¢cdo dos animais com

5 x 10* parasitos cujo indculo ja foi padronizado pelo nosso grupo na infeccéo oral.

4.2 Parasitemia de camundongos BALB/c infectados com T. cruzi obtido da

excreta de triatomineo da espécie Triatoma infestans

Sabendo que, na natureza as infec¢des orais e subcutaneas ocorrem com
tripomastigotas metaciclicas proveniente da excreta (fezes e urina) de triatomineo
(Triatoma infestans) infectado, procuramos avaliar se perfil de parasitos circulantes
nos grupos IO e SC infectados com T. cruzi da excreta do triatomineo, se assemelha
ao observado em animais infectados com parasitos de cultura.

Diferentemente dos resultados anteriores, os grupos avaliados (I0 e SC),
infectados com T. cruzi da excreta do triatomineo, apresentaram parasitemias
semelhantes, principalmente com 14dpi, mostrando que as formas tripomastigotas

metaciclicas induzem uma parasitemia mais evidente no grupo oral (Figura 5).
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Figura 5 Parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi obtido de excreta de triatomineo
infectado. Camundongos macho BALB/C (6 semanas de idade) foram infectados através das vias oral
(I0) e subcutanea (SC) com 5 x 10* parasitas em excreta de triatomineo. Os parasitas foram
contados utilizando microscopia de luz, e a parasitemia calculada pelo método Brener. n: IO =5 e SC
= 5. As avaliagGes foram realizadas em 7 e 13 dias pos-infec¢éo (dpi) e os resultados representativos
de um experimento. Os valores representam logaritmo natural (In) de parasitos/mL. Analise
estatistica foi realizada utilizando o teste: Mann-Whitney (One-tailed). Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — Ceua/FIOCRUZ: LW-23/12
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Vale ressaltar que neste periodo (14dpi), os dois grupos (I0 e SC) possuem
parasitos circulantes quando inoculados com 5 x 10* parasitos, independente da
origem do inoculo (Figura 4 e 5).

Com esses resultados, concluimos que a origem do inoculo altera o curso da
parasitemia dos animais infectados por vias 10 e SC. E de forma evidente
observamos que o0s animais infectados com parasitos de cultura possuem
parasitemia mais elevada na via SC e IV, porém, animais inoculados com T. cruzi
obtido da excreta de triatomineo (IO e SC), ndo apresentam diferencas de

parasitemia entre as vias de infecgéo.

4.3 Influéncia da porta de entrada do T. cruzi na celularidade do Timo dos

animais infectados com parasitos de cultura

Uma vez que foram observadas diferencas de parasitemia entre oS grupos
infectados com parasitos de cultura, avaliamos a influéncia da via de infecgéo (IO,
SC e IV) na celularidade do timo. O experimento foi realizado em 7, 14 e 21 dias
apos a infeccdo (dpi) que corresponde a fase aguda, mas, com 21dpi, so foi possivel
analisar os grupos IO e IV, uma vez que os animais infectados via subcuténea ja
haviam ido a 6bito, devido a elevada parasitemia observada na figura 4 neste
periodo.

Os resultados mostram atrofia timica nas vias SC e IV em relacédo ao controle
(Co) com 14 dpi. Foi observado diminuicdo da celularidade do timo do grupo IV com
21dpi em relacdo ao Co e ao longo da infeccdo, quando comparamos 7dpi com
14dpi e 21dpi. Além disso, foram observadas diferencas entre os grupos IO e IV em

momentos mais tardios da infeccdo (21 dpi) (Figura 6).
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Figura 6 Celularidade do timo de camundongos infectados com T. cruzi obtido de cultura pelas vias
oral, subcutanea e intravenosa. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados
pelas vias oral (I0), subcuténea (SC) e intravenosa (IV) com 5 x 10* parasitas em 50uL de RPMI e
comparacdes foram realizadas com 7 , 14 e 21 dias pos-infeccao (dpi). As células foram contadas
utilizando contador de células (Particle counter, Beckman). Os resultados séo representativos de seis
experimentos totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi). n: Co (controle) total =
14,10 (7 dpi) =4, (14 dpi) = 10 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) =4 e (14 dpi) = 8; IV (7 dpi) =4, (14 dpi) = 7
e (21 dpi) = 4. Andlise estatistica: Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. * P <0,05.
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ: LW23-12 e L-028/2016.

Os resultados observados evidenciam o impacto da infecgdo sobre o timo e
sugerem que a via de inoculagéo pode influenciar na estrutura e populacdo celular
predominante no 6rgdo. Sendo assim, nds avaliamos o numero absoluto (10°) de
linfocitos T maduros (CD4" e CD8"), considerando também as células imaturas
duplo-positivas (CD4"CD8") ou duplo-negativas (CD4 CD8") (Figura 7).
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Figura 7 Namero absoluto (10°% de linfécitos T CD4* ou CD8", duplo-positivo (CD4°CD8") ou duplo-
negativo (CD4°CD8’) no timo de camundongos infectados com T. cruzi obtido de cultura pelas vias
oral, subcutanea e intravenosa. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados
pelas diferentes vias de infeccdo (10, SC e IV) com 5 x 10* parasitas em 50uL de RPMI e
comparacdes foram realizadas co/m 7, 14 e 21 dias pos-infeccdo (dpi). Os dados expressam
marcacdes de linfécitos realizadas por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram
representativos de seis experimentos totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi).
A figura representa: A) “Gate” de andlise dos dados e “Dot plot” de separagéo das células no timo de
animal controle e infectado; B) Células T CD4" e CD8" e C) Células T CD4'CD8" (DP) e CD4'CD8
(DN). n: Co (controle) total = 12; 10 (7 dpi) =4, (14 dpi) = 10 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) =4 e (14 dpi) =
8; IV (7 e 21 dpi) = 4 e 7 (14 dpi) = 4. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comisséo
de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

A figura 7A mostra como as subpopulacdes de timdcitos foram definidas para
analises. Os resultados observados, evidenciam que ndo existem diferencas de
linfocitos T CD4" presentes no timo entres os grupos infectados com 7 e 14 dpi e o
Co. Porém, com 21dpi existe um aumento de linfécitos T CD4" na via 10,
destacando-se em relacédo ao grupo IV neste periodo. Aparentemente a presenca de
linfocitos T CD8™ nos grupos infectados aumentam no inicio da infeccdo (7dpi), mas
esse resultado fica mais evidente na via SC. O nimero de linfécitos T CD8" diminui
na via IV com 14 e 21dpi em relagdo ao que foi observado com 7dpi. Curiosamente,
observamos que na IO o nimero de linfocitos T CD8" diminui com 14dpi e aumenta
aos 21dpi (Figura 7B).

As células duplo-negativas (CD4'CD8") (DN) ndo mostraram diferencas entre
0S grupos. Em relagé&o ao grupo controle as vias SC e IV com 14dpi e 10 e IV com
21dpi apresentaram reducdo de células duplo-positivas (CD4'CD8") (DP). Além
disso, € notério que a via IV reduz a populacdo de células duplo-positivas
(CD4'CD8") ao longo da infecgdo, quando comparamos animais infectados com
7dpi com os demais pontos analisados (14dpi e 21dpi) (Figura 7C). Os resultados
apresentados foram sintetizados na tabela abaixo, tomando como referéncia o grupo
Co (Quadro 2).
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Quadro 2 - Subpopulac¢des de Timocitos em camundongos infectados pelas via oral
(10), subcutanea (SC) e intravenosa (1V)

Timécitos
Dpi T CD4" T CD8" T CD4 CD8’ T CD4°CDS8"
O|SC|[IV|IO|SC|IV|IO|SC|IV IO | SC | IV
AR R R
14 | - - T - -
21 | 1 11 - | - - W

Co= Controle; 10= Infeccao oral; SC=Infeccdo Subcuténea; IV= Infeccdo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
Dpi=Dias p6s-infecc¢éo

-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x |]|=Co >2x

Com esses resultados, sugerimos que atrofia timica observada com 14dpi,
nas vias SC e |V, esta relacionada principalmente com a perda de linfécitos T DP
(CD4"CD8"). Além disso, observamos que a via 10 n&o apresenta alteracio celular
expressiva no 0rgdo, mas induz o aumento T CD4 e a diminui¢do de células DP,

sugerindo um balanco celular no micro ambiente timico durante a infec¢ao.

4.4 Celularidade dos 6rgéos linfoides periféricos de camundongos infectados

com T. cruzi de cultura

Estudos anteriores publicados por De Meis e colaboradores mostram que a
infecgao por T. cruzi por via intraperitoneal (IP), promove atrofia do timo com escape
de células imaturas DP para periferia (105). Além disso, conforme citado
anteriormente, dados do grupo evidenciam que durante a infeccdo sdo observadas
alteracbes no padrdao de celularidade dos oOrgdos linfoides periféricos com
esplenomegalia, hipertrofia dos linfonodos subcutaneo (LSC), atrofia dos LM
(linfonodo mesentérico) e das PP (placas de Peyer) (122,127,129). Com isso,
avaliamos a influéncia da via de infeccdo na celularidade dos 6rgéos linfoides
periféricos como: baco, LSC, PP e LM.

Os resultados demostram que os 6rgaos linfoides periféricos apresentaram
celularidades diferentes de acordo com a via de infeccdo. Os animais infectados

pela via oral apresentaram esplenomegalia e hipertrofia dos linfonodos subcuténeos,
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conforme ja observado pelo nosso grupo (dados néo publicados). Ao compararmos
as diferentes vias, observamos que de fato o bago e os LSC aumentam na IO com
21 dpi em relacdo ao grupo controle e ao inicio da infeccdo (7 e 14dpi) (Figura 8A e
B).
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Figura 8 Celularidade do baco, linfonodos subcuténeos, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer
de camundongos infectados com T. cruzi obtido de cultura celular pelas vias oral, subcutanea e
intravenosa. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados pelas diferentes
vias de infeccéo (IO, SC e IV) com 5 x 10* parasitas em 50uL de RPMI e comparagBes foram
realizadas com 7, 14 e 21 dias pos-infeccao (dpi). A figura representa: A) Baco; B) Linfonodo
Subcutaneo (LSC); C) Linfonodo Mesentérico (LM) e D) Placas de Peyer (PP). As células foram
contadas utilizando contador de células (Particle counter, Beckman) e os resultados representativos
de seis experimentos totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi). n: Co (controle)
=14; 10 (7 dpi) =4 , (14 dpi) = 6 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) = 4 e (14 dpi) = 8; IV (7 dpi) = 4, (14 dpi) =
7 e (21 dpi) = 4. Analise estatistica: teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. * P <0,05.
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.
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Na infeccdo SC ndo observamos alteragdo no bago, porém houve hipertrofia
dos LSC com 7 e 14dpi, destacando-se dos demais grupos (controle e infectado). Os
LSC aumentaram significativamente na via SC, quando comparados a |10 e ao Co.
Nota-se que ao longo da infeccdo (7,14 e 21) os LSC aumentam nas vias 10 e IV
(Figura 8A e B).

Observamos que o0s grupos infectados possuem a celularidade dos LM
semelhante ao Co com 7dpi (IO, SC e IV) e com 21dpi (IO e IV), mas reduzida em
todos os grupos com 14dpi (Figura 8C).

Quanto as PP, os trés grupos infectados diminuiram a celularidade com 14dpi
em relacdo ao controle e observamos também que as vias SC e IV com 14dpi
possuem menos ceélulas do que grupo 10. Além disso, com 21dpi aparentemente o
as PP do grupo IV possuem mais células do que a 10, mostrando-se semelhante ao
Co e ao que foi observado na via com 7dpi. Curiosamente a via IV diminui a
celularidade das PP com 14 dpi, mas aumenta com 21dpi tornando-se semelhante
ao controle (Figura 8D).

Durante 0s nossos experimentos observamos também que o niumero de PP
foi reduzido em todos os grupos infectados em comparagéo ao grupo Co, variando
entre 8 e 10 no grupo Co e 4 e 6 nos animais infectados (Quadro 3). A andlise dos
dados deste trabalho limitou-se a apenas 4 PP por grupo.

Contudo, os resultados apresentados reforcam que a infeccdo dos animais
inoculados com T. cruzi de cultura promove alteracdo celular nos 6rgaos linfoides
periféricos. Além disso, esses 6rgaos podem aumentar ou diminuir dependendo da
porta de entrada do parasito, sugerindo a influéncia da via na celularidade dos

orgdos. Tais resultados foram representados no quadro abaixo.
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Quadro 3 Avaliacdo da celularidade dos orgéaos linfoides periféricos

Orgéos Celularidade
linfoides 7dpi 14dpi 21dpi

periféricos | €O Mo 'sc [ | 10 | SC | WV 10 IV
Baco - - - T - - i m "
LSC - : 7 - - 7 - " T
LM - = - - ! I ! - -
PP - - - - | 1l I | -

NedePP | 8a9 4e6

Co= Controle; 10= Infec¢éo oral; SC=Infeccdo Subcutanea; IV= Infecc&o intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
Dpi=Dias pos-infeccéo

-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x ||=Co >2x

4.5 Orgéos linfoides periféricos de camundongos infectados com T. cruzi de

cultura e com excreta de triatomineo com 14dpi

A partir dos resultados acima, que demostram expansdo ou retracdo dos
tecidos linfoides, decidimos avaliar se a dinamica na celularidade dos o6rgaos
analisados (baco, LSC, PP e LM) também se altera de acordo com a origem do
parasito. As analises foram realizadas com 14dpi, cuja parasitemia € patente
independentemente na via de infeccdo como observado nas figuras 4 e 5. Foram
comparados os 0rgdos dos animais infectados por vias IO e SC com T. cruzi obtidos
da excreta de triatomineo e obtidos de cultura.

Aparentemente a infeccdo com parasitos da excreta de triatomineo
(demostrada no grafico a esquerda) induz o aumento do baco quando comparados

ao grupo controle (Figura 9A).
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Figura 9 Comparacdo entre a celularidade do baco, linfonodos subcutdneos (LSC), linfonodos
mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos infectados com T. cruzi obtido da excreta
de triatomineo infectado (a direita) e de cultura celular (& esquerda) pelas vias oral e subcutanea.
Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados pelas vias oral (I0)
esubcutanea (SC) com 5 x 10 parasitas em 50L de meio de cultura RPMI e excreta de triatomineo.
As comparacbes foram realizadas com 14 dias pés-infeccdo (dpi) e o0s resultados foram
representativos de trés experimentos com T. cruzi de cultura e um com o0s parasitos de excreta. As
células foram contadas utilizando contador de células (Particle counter, Beckman). n = grupo
infectado com T. cruzi de excreta: Co (controle) = 3, IO = 4 e SC = 4 e grupo infectado com T. cruzi
de cultura: n= Co (controle) = 8, I0 = 10 e SC = 8. Analise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P
<0,05. Comiss&o de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Aparentemente, ndo existem diferencas no perfil de celularidade dos LSC e
LM nos grupos infectados com parasitos de cultura e de excreta. Porém, as
alteracdes encontradas nos LM e nas PP entre a via SC e o Co, foram mais
evidentes nos animais infectados com parasitos de cultura (Figura 9B e C). A
celularidade das PP mostrou-se alterada no grupo infectado com T. cruzi de cultura,
principalmente nas vias SC e IV em relacdo ao Co (Figura 9D). E animais infectados
com parasito da excreta de triatomineo ndo mostraram diferencas na celularidade
das PP independentemente do grupo infectado conforme observado na figura 9D.

Além disso, o numero de PP encontrado ndo alterou entre 0s grupos
infectados independentemente da origem do parasito (Quadro 4).

Esses resultados sugerem que a origem do parasito é importante neste
periodo da infeccao (14dpi), podendo influenciar no tamanho do baco, LM e PP dos
grupos infectados (IO e SC). Entretanto, mostra hipertrofia dos LSC na via SC,
independentemente da origem do parasito.

Os resultados obtidos das comparagdes entre os grupos Co e infectados com
tripomastigotas de origens distintas, descritos acima, foram ilustrados no quadro 4

para melhor compreensao dos dados.
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Quadro 4 Celularidade dos orgéaos linfoides periféricos de animais infectados com

cultura e excreta de triatomineo

Orgaos linfoides Celularidade — 14dpi
periféricos Co T. cruzi de cultura T. cruzi de excreta
10 SC 10 SC
Baco - 1 T 1 1
LSC = - M _ 1
LM - ! ! l l
PP - ! ! - -
N° de PP 8a9 4a6

Co= Controle; 10= Infec¢do oral; SC=Infeccéo Subcutanea; IV= Infeccdo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x |]|=Co >2x

4.6 Linfécitos T CD4", CD8" e linfocitos B (CD19%) em animais inoculados

parasitos de cultura

O perfil fenotipico das células presentes nos 6rgaos linfoides periféricos dos
grupos de 10, SC e IV também foi avaliado e os resultados mostram diferencas
relevantes quanto ao nimero de linfécitos T CD4" (Figura 10), CD8" (Figura 10B) e
linfocitos B (CD19") (Figura 10C).

Verificamos que os linfocitos T CD4" no bago diminuem inicialmente (7dpi) em
todas as vias de infecgdo, mas aumentam ao longo da fase aguda principalmente na
IO (Figura 10A). O grupo SC apresentou mais linfécitos T (CD4" e CD8") e linfécitos
B nos LSC do que a IO e IV com 7dpi, cuja presenca de T CD4" foi
significativamente menor que o controle (Figura 10A, B e C). Entretanto, a 10
mostrou aumento de linfécitos T CD4" e linfocitos B ao longo da infecgéo (7, 14 e
21dpi respectivamente) (Figura 10A e C).

Os grupos infectados também mostraram menos linfocitos T CD4" nos LM
com 7dpi, se comparados ao Co. No mesmo periodo, os linfécitos T CD8"
aumentam, porém, diminuem com 14dpi (Figura 10A e B). Para os linfocitos B néo

encontramos diferencas significativas no 6rgéo entre os grupos (Figura 10C).
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Figura 10 Numero absoluto (10°% de linfocitos T (CD4* ou CD8"), e B (CD19") em érgaos linfoides
periféricos como baco, linfonodos subcuténeos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de
Peyer (PP) de camundongos infectados com T. cruzi pelas vias oral, subcutanea e intravenosa.
Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados pelas vias vias oral (10),
subcutanea (SC) e intravenosa (IV) com 5 x 10* parasitas em 50uL de meio de cultura RPMI e as
comparacdes foram realizadas em 7, 14 e 21 dias poés-infeccdo (dpi). Os dados expressam
marcacoes realizadas por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos
de seis experimentos totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi). n: Co (controle)
=12; 10 (7 dpi) = 4, (14 dpi) =10 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) = 4 e (14 dpi) = 8; IV (7 dpi) = 4 e (21 dpi)
= 4. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comisséo de Etica no Uso de Animais —
Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Ainda conforme mostra a figura 10, nas PP, a via oral também apresenta
menos os linfocitos T CD4" com 7dpi do que o encontrado nos demais grupos,
destacando-se principalmente da via SC. Com 14dpi todos os grupos infectados
possuem semelhancgas quanto ao nimero de T CD4" neste 6rgdo, mas apresenta

diferencas significativas entre 7 e 14dpi na via oral (Figura 10A). Aparentemente 0s
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grupos infectados possuem, uma diminuicdo de linfécitos T CD8" com 7 e 21dpi
quando comparados a infeccdo com 14dpi (Figura 10B). Esse resultado foi
claramente observado quanto a presenca de linfécitos B nas PP (Figura 10C).

A presenca de linfocitos T/B nos o6rgdos linfoides periféricos de animais
infectados com parasitos de cultura pelas diferentes vias também foram
representadas nos quadros 5 (T CD4" ), 6 (T CD8" ) e 7 (B CD19") abaixo.

Quadro 5 Linfécitos T CD4" nos 6rgaos linfoides periféricos de camundongos

infectados por T. cruzi obtido de cultura

Orgédos T CD4*
linfoides 7dpi 14dpi 21dpi
periféricos (@] SC v IO | SC | IV 10 v
Baco l l ! - - - | M-
LSC a0 ! ! - J
LM A A kT .
PP . N 1l D - &0

Co= Controle; 10= Infec¢éo oral; SC=Infec¢do Subcuténea; IV= Infec¢éo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
Dpi=Dias pos-infecg¢ao

-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x ||=Co >2x

Quadro 6 Linfécitos T CD8" nos 6rgaos linfoides periféricos de camundongos

infectados por T. cruzi obtido de cultura

Orgéos T CD8"
linfoides 7dpi 14dpi 21dpi
periféricos 10 SC v (@] SC v 10 v
Baco i T i - - . T T
LSC - 1 - - - - ; ]
LM " " ) - - - - .
PP B - ;

Co= Controle; 10= Infeccéo oral; SC=Infec¢do Subcuténea; IV= Infec¢céo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
Dpi=Dias pos-infec¢éo

-=Co

1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x |]=Co >2x




Quadro 7 Linfécitos B (CD19%) nos 6rgéos linfoides periféricos de camundongos

infectados por T. cruzi obtido de cultura

Orgaos B CD19"
linfoides 7dpi 14dpi 21dpi
periféricos [ |0 [ SC | M | 10 | SC | M | 10 | IV
Bago S SR I LA 5
LSC i - A I R A A - H
LM - - - ! I ! - -
PP A A A T T - Hi

Co= Controle; 10= Infeccao oral; SC=Infeccdo Subcuténea; IV= Infeccdo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer
Dpi=Dias pos-infecg¢ao

-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x |]|=Co >2x

Nota-se entdo que a infeccéo por T. cruzi (obtido de cultura) pelas vias 10, SC
e IV induz a modulacdo na frequéncia das populac6es linfocitaria dos 6rgdos
analisados. E que essa frequéncia pode ocorrer de maneira distinta dependendo da
via de inoculacdo do parasito. Além disso, o tempo de infeccdo pode favorecer a

presenca ou auséncia desses linfocitos no 6rgao.

4.7 Linfécitos T CD4", CDS8" e linfécitos B (CD19%) em animais inoculados com

parasitos de cultura e excreta de triatomineo

Para avaliar se a origem do indculo influencia na frequéncia das populacdes
linfocitarias dos 6rgdos linfoides comparamos a presenca dos linfocitos T CD4"
(Figura 11), T CD8" (Figura 12) e B (Figura 13) dos 6rgdos dos animais infectados
com T. cruzi obtido de cultura com o grupo infectado com T. cruzi da excreta de
triatomineo em 14dpi.

Conforme demostrado na figura 11, a frequéncia de linfécitos T CD4" ndo se
altera (entre os grupos infectados e Co) no baco, independente da origem do
in6culo. Porém, aparentemente a IO nos animais infectados com parasitos da
excreta possui menos linfécitos T CD4" nos LSC do que os demais grupos neste
periodo. Os grupos infectados com parasitos de cultura mostraram menos T CD4"

(principalmente o grupo SC) do que Co nos LM.
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Figura 11 NGamero absoluto (10°% de linfécitos T CD4" presente em érgéos linfoides periféricos como
baco, linfonodos subcutaneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de
camundongos infectados com T. cruzi obtido de excreta de triatomineo infectado (a direita) e de
cultura celular (a esquerda) pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho BALB/c (6 semanas
de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infecgdo com 5 x 10* parasitas em 50puL de meio
de cultura RPMI e excreta de triatomineo pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC). As comparagoes
foram realizadas com 14 dias p0s-infeccao (dpi). Os dados expressam marcacdes realizadas por
citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de trés experimentos com
parasitos de cultura e um com os parasitos de excreta. n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta:
Co (controle) = 3, I0 = 4 e SC = 4 e Grupo infectado com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, 10
=10 e SC = 8. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Ainda observamos que as PP dos animais infectados com parasitos de cultura
reduziram a frequéncia de T CD4" nos grupos SC em relacdo ao Co. Porém, n&o foi
verificado alteracdes na presenca de linfécitos T CD4" nas PP dos animais
infectados com parasitos da excreta por via SC também em comparacdo ao Co
(Figura 11).

Além disso, observamos a presenca de linfocitos T CD8" e nossos resultados
mostram que no baco néo difere entre os grupos, porém nos LSC a diferenca entre o
namero de T CD8", entre o grupo 10 e SC fica mais evidente nos animais infectados
com parasitos da excreta. Aparentemente, os LM dos grupos infectados se diferem
do grupo Co, reduzindo as células T CD8", sendo esses resultados significativos no
grupo infectado com T. cruzi de cultura. Verificamos que no grupo infectado com T.
cruzi de triatomineo, a presenca de T CD8" nas PP € menor do que no grupo
controle. Diferentemente, as PP dos animais infectados com T. cruzi de cultura, ndo

apresentaram diferencas entre as vias de inoculagdo (Figura 12).
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Figura 12 NGmero absoluto (10°% de linfécitos T CD8" presente em érgéos linfoides periféricos como
baco, linfonodos subcutaneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de
camundongos infectados com T. cruzi obtido de excreta de triatomineo infectado (& direita) e de
cultura celular (a esquerda) pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho BALB/c (6 semanas
de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infecgdo com 5 x 10* parasitas em 50puL de meio
de cultura RPMI e excreta de triatomineo pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC). As comparagoes
foram realizadas com 14 dias p0s-infeccao (dpi). Os dados expressam marcacdes realizadas por
citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de trés experimentos com
parasitos de cultura e um com os parasitos de excreta. n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta:
Co (controle) = 3, I0 =4 e SC =4 e Grupo infectado com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, 10
=10 e SC = 8. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Quanto aos linfocitos B, os resultados observados na figura 13 mostram que
aparentemente apenas o baco do grupo IO infectado com parasito de triatomineo,
aumenta o namero desses linfocitos (linfocitos B).

Verificamos também que os LSC apresentam elevado numero de linfécitos B
na via SC nos dois grupos (infectado com T. cruzi de cultura e de excreta do
triatomineo), sendo significativamente maior do que o Co no grupo de cultura e na
via 10 do grupo de excreta.

Nos LM, a presenca de linfocitos B ndo difere entre os grupos quando
avaliado nos animais infectados com excreta de triatomineo. Porém, diminuem em
todas as vias, com relacdo ao Co, nos animais infectados com parasitos de cultura.
Além disso, as PP dos animais infectado com T. cruzi de triatomineo, apresentam
alteracdes entre o Co e a via 10. Observamos que aparentemente existe uma
diminuicdo de linfécitos B na via oral no 6rgéo (Figura 13).
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Figura 13 Numero absoluto (10°) de linfécitos B (CD19%) presente em érgéos linfoides periféricos
como baco, linfonodos subcutaneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de
camundongos infectados com T. cruzi obtido de excreta de triatomineo infectado (a direita) e de
cultura celular (a esquerda) pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho BALB/c (6 semanas
de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infecgdo com 5 x 10* parasitas em 50puL de meio
de cultura RPMI e excreta de triatomineo pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC). As comparagoes
foram realizadas com 14 dias pés-infeccdo (dpi). Os dados expressam marcacdes realizadas por
citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de trés experimentos com
parasitos de cultura e um com os parasitos de excreta. n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta:
Co (controle) = 3, I0 =4 e SC = 4 e Grupo infectado com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, 10
=10 e SC = 8. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Os resultados descritos anteriormente, nas figuras 11, 12 e 13 também sao
representados nos quadros 8 (linfocitos T CD4"), 9 (T CD8") e 10 (linfocito B CD19%).

Quadro 8 Linfécitos T CD4" presente nos 6rgéos linfoides periféricos de
camundongos infectados com T. cruzi obtido da excreta de triatomineo

e de cultura celular pelas vias oral (I10) e subcutanea (SC)

Orgéos linfoides T CD4"
periféricos T. cruzi de cultura T. cruzi de excreta
10 SC 10 SC
Baco - - 1 )
LSC - = ! -
LM ! ! . -
PP ! l l -

Co= Controle; 10= Infeccéo oral; SC=Infec¢do Subcuténea; IV= Infec¢éo intravenosa

LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer

-=Co 1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x ||=Co >2x

o1




Quadro 9 Linfécitos T CD8" presente nos 6rgaos linfoides periféricos de

camundongos infectados com T. cruzi obtido da excreta de triatomineo

e de cultura celular pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC)

Orgéaos linfoides T CD8
periféricos T. cruzi de cultura T. cruzi de excreta
10 SC [e) SC
Baco - - z -
LSC - 1 ) T
PP - ; | )

Co= Controle; 10= Infec¢éo oral; SC=Infec¢cdo Subcutanea; IV= Infeccéo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer

-=Co

Quadro 10 Linfécitos (B CD19") presente nos érgaos linfoides periféricos de

1=Co<1x 11 =Co<2x 111 =Co<3x |=Co>1x |]=Co >2x

camundongos infectados com T. cruzi obtido da excreta de triatomineo

e de cultura celular pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC)

Orgéos linfoides Linfécitos B (CD19%)
periféricos T. cruzi de cultura T. cruzi de excreta
10 SC 10 SC
Baco - - 0 -
LSC - 11 - 11
LM I I - -
PP - = 1 -

Co= Controle; 10= Infec¢do oral; SC=Infec¢do Subcuténea; IV= Infec¢éo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer

-=Co
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4.8 Perfil ativacio linfécitos T (CD4" e CD8") e linfécitos B (CD19") 6rgéos
linfoides periféricos

Neste trabalho, foi avaliado ainda o estado de ativacdo linfocitos T (CD4" e
CD8") e linfocitos B (CD19%), expressando CD44 CD62L" com perfil de células naive,
CD44"CD62L" perfil de células de memoria central ou CD44"CD62L" perfil de células
efetoras. Inicialmente analisamos o perfil de ativacdo dos Orgdos dos animais

infectados com parasitos de cultura.

4.8.1 Células com perfil naive (CD44 CD62L")

Os resultados representados na figura 14 mostram que no Bago nao existem
diferencas significativas entre os grupos, mas apresenta um discreto aumento de
células T CD4" naive nos grupos SC e IV com 7dpi, quando comparados a via IO e
ao Co. Entretanto, observamos que esses linfocitos parecem aumentar na 10 com
21 dpi principalmente em relacdo a via IV (Figura 14A). Ao avaliarmos T CD8" no
baco com 7 e 21 dpi, verificamos que todos 0S grupos possuem numeros mais
elevados que Co. E nota-se aumento de CD8" naive entre os grupos 10, SC e IV
respectivamente no 6rgao (Figura 13B). Os linfécitos B também parecem estar mais
presente nos grupos infectados com 7 dpi do que o Co. Porém destaca-se a via IV
com 21dpi em relacdo aos Co e 10 neste periodo (Figura 14C).

Nos LSC, a presenca de T (CD4" e CD8") e B naive com 7 dpi foi maior na
infecgdo SC do que nos grupos 10 e IV que diminuem inclusive em relagdo ao Co
neste periodo (a excecdo de T CD8" no grupo IV). Nota-se que o grupo 10 e IV
aumenta entre 7 e 14dpi células naive T CD4" e depois diminuem (Figura 14A,B e
Q).

Em nossos experimentos, os linfocitos T CD4" presentes nos LM reduzem
com 21dpi na via IV (Figura 14A). Observamos que os LM perdem linfocitos T CD8"
e B com 14 dpi, independentemente da via, mas diminui T CD8" e B na via 10 com
21 dpi (Figura 14B e C).

Claramente foi observada a diminuicdo de linfécitos T CD4" naive nas PP dos
grupos infectados, principalmente na via 10 com 7dpi. Interessantemente apenas a

via 10 torna-se semelhante ao Co ao longo da infec¢do (14 e 21dpi). Quanto aos
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linfocitos T CD8" observamos que o grupo IO também perde T CD8" com 7 dpi,
repbe aos 14dpi mas perde novamente com 21dpi (Figura 14A e B ). Os linfocitos B
das PP parecem reduzir com 7dpi nas trés vias em relagdo ao controle e ndo estao

presente com 21dpi nos grupos infectados (Figural4).

A) Linfécito T CD4" CD44 CD62L"

LSC
BACO
o~ 08 ~ 30
(=] (=]
g X 25 I CJce
=~ 0.6 ; Oio
3 3 20 Esc
L 04 L s [ 1\
-l |
3 S 10
G 02 3]
+ + 0_5
© o0 © o0 e -]
S R S IR IR IR
’\b A ‘.\,\b b@’ b?’ K \6 28 ,\b o 4'\5 P 0P 087 2B 8% 8
O V" 9,0’ & \0 1N O Vo ¢ et &
LM PP
— 2.0+ ok
2 o o =
— o 3
= 15 2 el
3 -
L 10 g 003
o £
™ =
8 s 0.024
o 0.5 [a]
s L 0011
o -|- 3 "
O 0.0 i © o004
o
016Q°,\bq‘.\,\bq »PQ @Q' on ,\&? q:\bQ, .@Q oo,\eﬁo,\bz & ,oQ ,sé ,qu.\es q:\s%”s?
Yo VoL Q \o Q\ &’ N o & X ETLTR

54



CcD8*CD62L*CD44™ (x10%)

B) Linfocito T CD8" CD44 CD62L"

BACO

CcD8*CD62L*CD44™ (x105)

LSC
. - w; 3.0 . Oco
- *
3.5 . o % 25—/ = Oio
| . Esc
N = 2.0 =
— a v
+U 1.5
a
@ 1.0
o
+e 0.57
o
T © 0.0 T
DDA >
0 & & beQ QQQbeQbQ
S ,\51 :\bQthQ be\hgz & \gz & o « P é 55’0 @4 Cad q:\c; ..\5‘:\
O Yoo Qg %o & ) PO
LM PP
1.5 * —~ 0.157
— ® —_—
5 I * I
1.07 3 o101
fa]
]
.
=
051 2 005
L
t 2
0.0- © .00 L
" n :
SO @Q us’ bPQ RICHRC R R e R
O .po«.pon’%q' '\’\’\hhh\,‘,\'\
o A O Voo Q@&
s Lz - + - +
C) Linfécito B CD19" CD44° CD62L
BACO LSC
-  35< - 8 |_|*
e 3 e g CJco
= 2 3 4 Oio
3 5 g ) Hsc
S s o W= = By
£ 15 K
I =l
g 12 g 0.4
o 8 8
% ot 0.2
2 4 Co
o T a t
O 0- O 0.0
]
,\Q.Q ,\&i\ ,\b‘Q &Q @Q pr q"\qu'bQ \bQ ¥ ,\Q,Q «bQ bQ bPQ @Q b§Q ,\&Eq’\g‘? \bQ
\o@\o%c;«\o% ¥ \09\0% 4' O
LM PP
& 18
& 259 2
e X 15
Eed '
= 2.0
3 g 1.2
Q 15 (&)
o +, 09
5 3
g 1.04 o 06
o o
o 0.5 @ 03
-
o t a T
O .04 O o0
o N {+]
(4 ,\t,Q ,\bQ ‘\bQ b‘sQ\sQ b;,Q "bQ'b"bQ \5‘2 ¢ ,\bQ ,\bQ\\ :\sQ @Q @Q\@Q \bQ '\qu:\bQ
O @%o-\'\o,ooe © o%c,. R Ay

55



Figura 14 NUmero absoluto (10°%) de linfécitos ativados de perfil naive (CD44'CD62L") nos fenétipos
CD4(A), CD8'(B) e CD19'(C) presente em o6rgdos linfoides periféricos como baco, linfonodos
subcutédneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos
infectados com T. cruzi pelas vias oral, subcutdnea e intravenosa. Camundongos macho BALB/c (6
semanas de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infec¢do (10, SC e IV) com 5 x 10*
parasitas em 50pL de meio de cultura RPMI e as comparagfes foram realizadas com 7, 14 e 21 dias
pos-infecgdo (dpi). Os dados expressam marcagdes realizadas por citometria de fluxo
(FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de seis experimentos totais independentes (1
com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi). n: Co (controle) = 8; 10 (7 dpi) = 4, (14 dpi) = 6 e (21 dpi) = 8;
SC (7 dpi) =4 e (14 dpi) = 8; IV (7 dpi) = 4 e (21 dpi) = 4.. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis.
* P <0,05. Comisséo de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

4.8.2 Células de perfil memoria central (CD44°CD62L") em 6rgéos linfoides

periféricos

As avaliacfes nos bacos dos grupos experimentais mostram diminuicdo de
linfocitos T CD4" e CD8" de memdria central em todas as vias de infec¢cdo com 7dpi
em relacdo ao controle. No entanto, a 10 apresenta um aumento de T (CD4" e CD8")
e B com 21 dpi quando comparados ao Co e a IV. Os resultados demonstram que
em todas as vias de infeccéo pelo T. cruzi (10, SC e IV) aumentam o nimero T CD4"
e CD8" e B de memoria central entre 14 e 21 dpi (Figura 15A,B e C).
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C) Linfocito B CD19" CD44'CD62L"
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Figura 15 NUmero absoluto (10° de linfécitos ativados de perfil de meméria central (CD44*CD62L")
nos fenétipos CD4"(A), CD8"(B) e CD19" (C) presente em 6rgdos linfoides periféricos como bago
linfonodos subcutaneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de
camundongos infectados com T. cruzi pelas vias oral (I0), subcutédnea (SC) e intravenosa (IV).
Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados pelas diferentes vias de
infeccdo (10, SC e IV) com 5 x 10 parasitas em 50uL de meio de cultura RPMI e as comparacdes
foram realizadas com 7,14 e 21 dias pés-infeccdo (dpi). Os dados expressam marcacgdes realizadas
por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de seis experimentos
totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi e 2 com 21dpi). n: Co (controle) = 8; IO (7 dpi) = 4,
(14 dpi) = 6 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) = 4 e (14 dpi) = 8; IV (7 dpi) = 4 e (21 dpi) = 4. Analise
estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comissdo de Etica no Uso de Animais —
Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016

Os LSC possuem o nimero aumentado de linfécitos T CD4" e B de memodria
central, na infecgdo SC em comparacéo com IO e IV com 7dpi, embora tenha menos
CD4", CD8" e B em todas as vias de infecgdo com relacdo ao Co (Figura 15A, B e
C). Na IV a presenca de linfécitos T CD4", CD8" e B de memoria central € menor
que o Co e 10 com 21 dpi. Além disso, nota-se que a IO aumenta T CD4",CD8" e B
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ao longo do curso da infeccédo (7, 14 21 dpi) e IV apenas CD4" entre 7 e 14dpi
(Figura 15A, B e C).

Nos LM dos grupos infectados tem menos linfocitos T (CD4" e CD8") de
memoria central que o controle, e ndo apresenta CD8" com 7 dpi (Figura 15A, B e
C). Aparentemente, com 21 dpi a via 10 possui a presenca de T CD4" e B
semelhante ao controle (Figura 15A, B e C).

Quanto as PP, os grupos infectados ndo demonstraram T CD4" e T CD8" de
memoria central com 7dpi, B estd bem reduzido entre os eles neste periodo.
Observa-se que a via IO tem os numeros de células T (CD4" e CD8") e B de
mem©éria central aumentado com 21 dpi, diferentemente do que foi visto na IV
(Figura 15A, B e C).

4.8.3 Células com perfil efetor (CD44"CD62L") em 6rgéos linfoides periféricos

Os bacos de animais infectados pelas vias 10, SC e IV com 7 dpi tem menos
células CD4" com perfil efetor que o Co. Observamos que as vias 1O e IV aumentam
os linfécitos T CD4" com 21dpi em comparagdo ao inicio da infeccdo (7dpi). Os
linfocitos T CD8™ também aumentam no grupo 1V com 21dpi em relagéo ao Co e ao
grupo com 7dpi. Quanto aos linfocitos B, encontramos também um aumento na IV
21 dpi, em relacdo ao controle. Os LSC tem nameros de linfocitos T CD4" efetor
menores nas vias 10 e IV do que a via SC, sendo a 10 menor significativamente que
0 grupo SC e ao Co em 7dpi. Quanto aos linfocitos T CD8" em todos 0s grupos
infectados, observa-se uma intensa diminuicdo com 7dpi, destacando-se a via IO e
IV. Nota-se que as células T CD8" na via SC aumentam durante a fase aguda em
relacdo ao controle e a 7dpi. Assim como foi observado com T CD8", os linfocitos B
mostram-se mais presente na infeccdo SC do que nos demais grupos,
principalmente 10 e IV. Aparentemente, a expressdo de linfocitos B, T CD4" e CD8"

efetores com 21dpi é semelhante entre os grupos (Figura 16A, B e C).
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C) Linfocito B CD19" CD44'CD62L"
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Figura 16 NUmero absoluto (106) de linfécitos ativados de perfil efetor (CD44"CD62L") nos fendtipos
CD4"(A), CD8'(B) e CD19°(C) presente em orgéos linfoides periféricos como baco, linfonodos
subcuténeos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos
infectados com T. cruzi pelas vias oral, subcutanea e intravenosa. Camundongos macho BALB/c (6
semanas de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infec¢do (IO, SC e IV) com 5 x 10*
parasitas em 50uL de RPMI e as comparacgdes foram realizadas com 7, 14 e 21 dias pds-infeccao
(dpi). Os dados expressam marcacdes realizadas por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os
resultados foram representativos de seis experimentos totais independentes (1 com 7dpi, 3 com 14dpi
e 2 com 21dpi). n: Co (controle) = 8; IO (7 dpi) =4, (14 dpi) =6 e (21 dpi) = 8; SC (7 dpi) =4 e (14
dpi) = 8; IV (7 dpi) = 4 e (21 dpi) = 4. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comissao
de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.

Nos LM néo observamos diferencas entre os grupos quanto aos linfécitos T
CD4" e B mas, T CD8" efetor na via SC com 7dpi estd menos presente do que SC
com 14dpi e o grupo Co. A presenca de células T (CD4" e CD8") e B diminuem com
7dpi em todos 0s grupos porém aumentam apos 14 e 21 dpi, tornando-se

semelhante ao Co (Figura 16A, B e C). E embora seja notério menos T CD4" efetor
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nas PP do grupo IO com 7dpi do que os demais grupos, a diminuicdo destaca-se em
relacdo ao Co. Os linfocitos T CD8" e B também reduziram nos grupos infectados
com 7dpi e 21. Entretanto, linfocitos T CD8" com perfil efetor aumentam
significativamente na IV com 14dpi em relacdo a quantidade observada inicialmente
(7dpi) (Figura 16A, B e C).

A fim de contribuir para o entendimento melhor dos resultados apresentados
nas figuras 14, 15 e 16, os dados foram ilustrados no quadro 11 (linfécitos com perfil

naive) , 12 ((linfocitos com perfil de memaria central) e (linfécitos com perfil efetor).
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Quadro 11 Linfocitos ativados de perfil naive (CD44 CD62L") nos fend6tipos T CD4", T CD8"e B (CD19")

Orgaos ] Perfil nai\+/e )
linfoides T CD4 T CD8 B (CD19")
periféricos 7 dpi 14 dpi 21 dpi 7dpi 14 dpi 21 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi
IO [ SC|IV|IO|SC[IV|IIO|IVM|IO|SC|IV|IO|SC|IM|IO|IV|IO|SC|IV|IO|SC]|IV]|IO|IV
Baco - - = [t | o1 | - L] [ | -] - 1
LSC By W 1 WU m " U " U 1
LM [} T vEe | U R R ey
PP Wi W [ U W W Wl u o I 2 2 2 A I

Quadro 12 Linfocitos ativados de perfil memaria central (CD44°CD62L") nos fenétipos T CD4", T CD8"e B (CD19%)

Orgaos ] Perfil memc')ria} central ]
linfoides T CD4 T CD8 B (CD19")
periféricos 7 dpi 14 dpi 21 dpi 7dpi 14 dpi 21 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi
IO |SC|IV IO |SC|[IV |IO|IVM|[IO|SC[IV|IO|SC|IV|IO|IV|IO|SC|[IV |IO|SC|IV |IO|IV
Baco - - S I (S 5 O I I R T
LSC WLy W WL - U Il I - ! W W 4 W] - [
LM W WL I l l 1 - I ) ) 1 U e LI
PP i - ! - - - - R R N - - Ly
Quadro 13 Linfocitos ativados de perfil efetor (CD44'CD62L") nos fendtipos T CD4", T CD8"e B (CD19%)
Orgaos ] Perfil efe+tor ]
linfoides T CD4 T CD8 B (CD19")
periféricos 7 dpi 14 dpi 21 dpi 7dpi 14 dpi 21 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi
IO | SC[IV|IIO|SC|IV|IO|IV|IO|SC|IV|IO|SC|IV|IO[IV|IO|SC[IV|IO|SC|[IV]|IO|IV
Baco T : : S O 0 O - | - B
LsSC U u il 1 T 1t f
LM I U U !
PP i ! I I I I . WITH

Co= Controle; 10= Infec¢do oral; SC=Infeccdo Subcuténea; IV= Infec¢éo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer; Dpi=Dias pos-infeccéo
M=Co<lx PP =Co<2x ™M =Co<3x =Co>1x | | =Co>2x

-=Co
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4.9 Comparacdo entre estado de ativacdo dos linfécitos T (CD4" e CD8") e
linfocitos B (CD19") presente nos 6rgéos linfoides periféricos de animais
infectados com parasito de triatomineo (IO e SC) e de cultura celular (1V).

4.9.1 Células com perfil naive (CD44 CD62L")

Os resultados da Figura 17 evidenciam que dependendo do parasito utilizado
(de cultura ou excreta) somente a via SC pode modular a presenca de células T
CD4" naive nas PP (Figura 17A). Ndo observamos diferencas quanto aos linfocitos T
CD8" naive, mas sugerimos que a origem do parasito é importante para a presenca
das células B no baco dos animais infectado por 10 cujo inéculo foi com parasitos de
excreta de triatomineo (Figura 17B e C respectivamente). Embora néo seja
observada diferenca nas PP, os linfécitos B naive nos LM diminuem
significativamente nos grupos infectados com parasitos de cultura, principalmente
nas vias SC (Figura 17C).

A) Linfocitos T CD4" CD44 CD62L"

Baco

Co
Co

D 10 - Inf. T. cruzide cultura
84 [ sC-Inf. Tcruzide cultura

10-1Inf. T. cruzi de triatomineo
D SC-Inf. T. cruzi de triatomineo

CD4+CD62L+CD44- (x10°)
o
'y
CD4+CD62L+CD44- (x10°)
&
|
|
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B) Linfécito T CD8" CD44 CD62L"
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Figura 17 Numero absoluto (10°%) de linfocitos T (CD4" e CD8") e B (CD19") ativados de perfil naive
(CD44'CD62L") presente em 6rgéos linfoides periféricos como baco, linfonodos subcutaneos (LSC),
linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos infectados com T. cruzi de
origem distintas pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade)
foram infectados pelas diferentes vias de infecgdo com 5 x 10* parasitas em 50uL de meio de cultura
RPMI (a esquerda) e excreta de triatomineo pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC) (a direita). As
comparacdes foram realizadas com 14 dias pés-infeccdo (dpi). Os dados expressam marcacdes
realizadas por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de trés
experimentos com parasitos de cultura e um com os parasitos de excreta. As figuras representam: A)
linfécitos T CD4", B) CD8" e C) linfocitos B (CD19%). n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta: Co
(controle) = 3, 10 =4 e SC = 4 e Grupo infectado com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, IO =
10 e SC = 8. Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12 e L-028/2016.
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4.9.2 Células com perfil de memoria central (CD4'CD62L")

A presencga de células de memaria central nos 6rgaos linfoides periféricos
parece ser semelhantes as células naive influenciando, principalmente, os linfécitos
T CD4" de memodria central nas PP do grupo SC infectado com T. cruzi de
triatomineo. Os resultados ndo diferem entre as vias em relacdo aos linfoécitos T
CD8" independentemente da origem do indculo, conforme observado na figura
anterior. A origem do parasito também parece ser importante nos LM, apresentando
menos linfocitos B com perfil de memdria central nos animais infectados com
parasitos de cultura quando comparados ao grupo Co, diferentemente do que foi

visto com parasitos provenientes da excreta do triatomineo (Figura 18).
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Figura 18 NUmero absoluto (10°% de linfécitos T (CD4" e CD8") e B (CD19") ativados de perfil de
memoria central (CD44°CD62L") presente em o6rgdos linfoides periféricos como linfonodos
subcutaneos (LSC), linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos
infectados com T. cruzi de origem distintas pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho
BALB/c (6 semanas de idade) foram infectados pelas diferentes vias de infeccdo foram infectados
pelas diferentes vias de infeccdo com 5 x 10" parasitas em 50pL de meio de cultura RPMI (a
esquerda) e excreta de triatomineo pelas vias oral (I0) e subcutanea (SC) (a direita). As comparac¢des
foram realizadas com 14 dias pds-infeccao (dpi). Os dados expressam marcacgdes realizadas por
citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e os resultados foram representativos de trés experimentos com
parasitos de cultura e um com os parasitos de excreta. As figuras representam: A) linfécitos T CD4",
B) CD8" e C) linfécitos B (CD19"). n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta: Co (controle) = 3, 10
=4 e SC = 4 e Grupo infectado com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, IO = 10 e SC = 8.
Andlise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comiss&do de Etica no Uso de Animais —
Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12.

4.9.3 Células com perfil efetor (CD4"'CD62L")

Ao analisarmos a presenca de linfécitos T CD4" com perfil efetor no baco,
verificamos que aparentemente a infeccdo com parasitos de triatomineo induz o
aumento desses linfocitos nas vias IO e SC com relagédo ao grupo Co. Verificamos
também que este grupo (animais infectados com parasitos de triatomineos)
apresenta diferencas significativas entre as vias |0 e SC nos LSC. Além disso,
sugerimos que essas células estdo menos presentes nos LM e PP do grupo SC em
relacdo ao Co o que nédo foi observado no grupo infectado com parasitos de

triatomineos (Figura 19A).
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Figura 19 Numero absoluto (10°%) de linfécitos T (CD4" e CD8") e B (CD19") ativados de perfil efetor
(CD44"CD62L) presente em o6rgéos linfoides periféricos como baco, linfonodos subcutaneos (LSC),
linfonodos mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) de camundongos infectados com T. cruzi de
origem distintas pelas vias oral e subcutanea. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de idade)
foram infectados pelas diferentes vias de infeccdo foram infectados pelas diferentes vias de infec¢éo
com 5 x 10* parasitas em 50puL de meio de cultura RPMI (a esquerda) e excreta de triatomineo pelas
vias oral (I0) e subcutanea (SC) (a direita). As comparacdes foram realizadas com 14 dias pds-
infeccdo (dpi). Os dados expressam marcacdes realizadas por citometria de fluxo (FACSCantlOI®) e
os resultados foram representativos de trés experimentos com parasitos de cultura e um com
parasitos de excreta. As figuras representam: A) linfocitos T CD4", B) CD8" e C) linfécitos B (CD19").
n = Grupo infectado com T. cruzi de excreta: Co (controle) = 3, 10 =4 e SC = 4 e Grupo infectado
com T. cruzi de cultura: n= Co (controle) = 8, IO = 10 e SC = 8. Analise estatistica: teste de Kruskal-
Wallis. * P <0,05. Comisséo de Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ : LW-23/12.

A presenca de linfocitos T CD8" e B ndo se altera entre as vias no baco, tanto
no grupo infectado com T. cruzi da excreta quanto da cultura, mas a via SC possui
diferencas significativas entre o grupo IO em animais infectados com parasitos de
triatomineo no LSC. Os LM que demonstram menos linfécitos T CD8" nos grupos
infectados, seja com relacdo a via 10 (parasitos de cultura) ou SC (parasitos de
triatomineos) (Figura 19B). Diferentemente, as PP apresentam mais T CD8" nos
grupos infectados em relagdo ao Co, em animais infectados com parasitos de
cultura, do que o observado no grupo infectado com parasitos de triatomineos. Estes
apresentam menos linfécitos T CD8" do que o Co (Figura 19B).

Quanto aos linfocitos B, é notoria a diminuicdo de células nos LM das vias 10
e SC no grupo da cultura, assim como a observado nas PP do grupo IO dos animais
infectados com T. cruzi da excreta (Figura 19C).

Os resultados do perfil de ativacdo entre linfécitos presentes nos 6rgaos
linfoides de animais infectados com parasitos de cultura e de excreta foram
representados nos quadros 14 (linfécitos com perfil naive), 15 (linfécitos com perfil

de memodria central) e 16 (linfocitos com perfil efetor).
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Quadro 14 Linfécitos ativados de perfil naive (CD44 CD62L") em animais infectados com parasitos de origens distintas

Orgaos Perfil naive
linfoides T CD4" T CD8’ B (CD19")
periféricos T. cruzi de cultura | T. cruzi Excreta | T. cruzi de cultura | T. cruzi Excreta | T. cruzi de cultura T. cruzi Excreta
10 SC [\ 10 SC \Y/ 10 SC [\ 10 SC [\ 10 SC \Y/ 10 SC v
Baco - - - - - - - - - - - - - - - 1 - -
LSC o AR (0 O R 0 S I 0 A S (0 IO N AN O
LM ! T I I ) AN A A A A A O O I
PP : (0 I IS 5 NI IR 0 NI SO 0 O A () I N

Quadro 15 Linfécitos ativados de perfil de memaria central (CD44°CD62L") em animais infectados com parasitos de origens distintas

A Perfil meméria central
Orgéos
linfoides T CD4" T CD8" B (CD19")
periféricos T. cruzi de cultura T. cruzi Excreta T. cruzi de cultura T. cruzi Excreta T. cruzi de cultura T. cruzi Excreta
10 SC [\ 10 SC I\ 10 SC [\ 10 SC 1\ 10 SC [\ 10 SC Y
Bago - - - - - - - - - 0 - - - - - 1 - -
LsC - S 020 R I 5 N O S P A 0 A MO O O
LM - - - ! ! ! i 0 i - - - ! 4 ! - - -
PP T B O O - [y - - L= - S N - -] - - 1

Quadro 16 Linfécitos ativados de perfil efetor (CD44°CD62L°) em animais infectados com parasitos de origens distintas

Orgdios ] Perfil efe;cor )
linfoides T CD4 T CD8 B (CD19")
periféricos T.cruzide cultura | T. cruzi Excreta | T.cruzide cultura | T. cruzi Excreta | T.cruzi de cultura | T. cruzi Excreta
10 SC I\ 10 SC I\ 10 SC [\ 10 SC [\ 10 SC [\ 10 SC I\
Baco - - - - - - - - - - - - - - - 1 - -
LSC - - S 5 1 - - 1 - - 1 - - i - - I .
LM l ! 1 - - - ! - - l ! ! l l ! - - -
PP } l } ! - ! - - - ! ! ! - - - ! - !

Co= Controle; 10= Infec¢éo oral; SC=Infeccdo Subcutanea; IV= Infeccéo intravenosa
LSC= linfonodo subcutaneo; LM=linfonodo mesentérico; PP=Placas de Peyer;

-=Co
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4.10 Analise de citocinas séricas

Considerando a importancia das citocinas no desenvolvimento na resposta
imune do hospedeiro, avaliamos ainda, a presenca de citocinas como IL-10, TNF e
IFN-y no soro dos animais infectados pelas diferentes vias. A infeccao foi realizada
através da 10, SC e IV com parasitos obtidos de cultura, em trés momentos
diferentes (3, 7 e 21dpi) da fase aguda. O experimento foi realizado com intuito de
avaliar a influéncia da porta de entrada do parasito na expressao das citocinas
circulantes.

Os resultados mostraram que ao longo da infeccdo hd um aumento na
producdo de citocinas pro- inflamatérias (TNF e IFN-y) em todas as vias,
concomitante com o aumento da parasitemia. Além disso, podemos observar que a

producao de IL-10 ocorre logo no inicio da infeccao.
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Figura 20 Relacdo entre citocinas presentes no soro de camundongos infectados com T. cruzi pelas
vias oral, subcutédnea e intravenosa e parasitemia. Camundongos macho BALB/c (6 semanas de
idade) foram infectados pelas vias oral (10), subcutanea (SC) e intravenosa ( IV) com 5 x 104
parasitas em 50uL de RPMI e as comparagdes foram realizadas com 3, 7 e 21 dias pés-infeccao
(dpi). A concentracdo das citocinas séricas IL-10, TNF e IFN-y foram quantificadas por CBA e
representadas em pg de citocinas/mL. n: Co (controle) =6; 10 =4 (3e 7 dpi) e 21dpi=3;SC=4(3
e 7dpi); IV =4 (3,7 e 21 dpi) = 4. Analise estatistica: teste de Kruskal-Wallis. * P <0,05. Comisséo de
Etica no Uso de Animais — Ceua/FIOCRUZ: LW-23/12.
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5 DISCUSSAO

A doenca de Chagas, causada por T. cruzi, pode se apresentar sob diferentes
aspectos clinicos no paciente. Durante a fase aguda, a sintomatologia pode variar de
pacientes assintomaticos a graves com mortalidade variavel na via intravenosa,
entre 5-10% na via classica vetorial e 8-35% na via oral (43). Seguida a fase aguda,
0S pacientes evoluem para uma fase crbnica assintomatica ou desenvolvem
quadros de alteracbes cardiacas, digestivas e/ou do sistema nervoso (14,43). No
entanto, ainda néo foi elucidado o mecanismo de resposta que leva as distintas
manifestacbes da doenca. Acredita-se que alguns fatores interfiram na resposta,
como por exemplo, a genética do hospedeiro, 0 acesso ao tratamento ou
caracteristicas do parasito como as diferentes DTUs (do inglés “discrete typing
units”). Nesse Ultimo, as diferentes cepas de T. cruzi foram classificadas em seis
grupos (Tcl a TcVI), através de suas semelhancas genéticas e identificadas por
marcadores moleculares ou imunoldgicos comuns (14,134,135). Além da cepa do
parasito, foi descrito em modelos experimentais que o tamanho do inéculo e a porta
de entrada parecem contribuir para a ativacdo da resposta imune e para evolugéo
doenca (14,132).

Embora desconhecida a estimativa de inoculo na natureza, postula-se que em
surtos de infeccdo oral ocorra a ingesta de grande quantidade de parasitos na
infeccdo (14). Por outro lado, o tamanho do inoculo em modelos experimentais pode
ser definido, e, acredita-se que seja maior do que o observado na natureza. Um
estudo anterior realizou a analise quantitativa das dejecdes de oito espécies de
triatomineos infectados e os dados revelaram que sdo liberadas em média 100
formas infectantes do parasito (tripomastigotas metaciclicos) nas fezes do inseto a
cada dejecao (14,136).

Neste trabalho, realizamos teste de diferentes concentracdes de T. cruzi na
infeccdo de camundongos pelas vias 10, SC e IV com 10, 10* e 5 X 10*. Nossos
dados revelaram que evolugdo da parasitemia esta, em parte, relacionada com a via
de infeccdo e a carga parasitaria inoculada. A via SC apresentou maior numero de
parasitos circulantes e elevada taxa de mortalidade, seguido das vias IV e 10,

respectivamente. Além disso, em média 20% a 60% dos animais positivaram no
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grupo 10, independentemente do numero de parasitas inoculados, enquanto 100%
dos animais infectados pelas vias SC e IV estavam positivos.

Interessantemente, experimentos do nosso grupo realizado por Barreto-de-
Albuquergue e colaboradores, publicado em 2015 (34), mostraram um percentual
elevado (em média 90%) de animais com parasitemia patente inoculados por via oral
(34). Nesse estudo, foram utilizados tripomastigotas da cepa Tulahuén recém
obtidos de T. infestans. Curiosamente, observamos que animais infectados com
parasitas derivados de cultura apresentaram um percentual de infectividade menor
em contraste com os dados descritos por Barreto-de-Albuquerque (34). Com isso,
foram realizadas sucessiveis passagens do parasito em T. infestans a fim de
obtermos melhores resultados no percentual de infectividade dos animais. Animais
infectados com parasitas de excreta apresentaram resultados mais proximos (80%)
aos observados anteriormente.

De acordo com Hoft (1996) a infeccdo de mucosa com tripomastigotas
metaciclicas (obtido de triatomineo infectado) é mais eficiente do que os resultados
de infeccdo com tripomastigota sanguineos demonstrando 100% de animais
infectados por via oral (137). Estudos anteriores também demonstraram que a
inoculacao do parasito por vias sistémicas (IP, SC e 1V) apresentam cerca de 67% a
100% dos animais positivos, enquanto que as vias de mucosa (oral, intragastrica,
intraretal, genital e conjutival) apresentam de 17% a 67% dos animais com
parasitemia patente (25,132). Além disso, os animais infectados pelas vias
sistémicas apresentam parasitemia e mortalidade maiores do que os infectados
pelas vias de mucosa. Nesse sentido, Camandaroba e colaboradores demonstraram
em 2002 que camundongos Swiss infectados com a cepa Colombiana pela via
intraperitoneal apresentaram parasitemia e taxa de mortalidade maior do que
animais infectados por via intragastrica (26). Além disso, Caradonna e Pereiraperrin
em 2009 demonstraram que camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com cepa
Tulahuén do T. cruzi inoculados através das vias subcutdnea e intranasal,
apresentam parasitemia e mortalidade elevada na via subcutédnea e parasitismo
maior no cérebro de animais infectados por via intranasal. (132,138).

Os resultados apresentados em nosso trabalho corroboram com esses dados
pois, demonstramos que as vias sistémicas SC e IV induziram elevado percentual de
positividade, alta parasitemia e taxa de mortalidade, quando comparado com a via

de mucosa oral.
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Experimentos realizados pelo nosso grupo utilizando camundongos BALB/C
infectados com cepa Tulahuén de T. cruzi, mostraram que animais infectados por via
oral possuem elevada parasitemia e taxa de mortalidade, em comparacado com a via
intragastrica, porém, menor do que foi observado na via intraperitoneal (34). Os
dados observados pelo grupo, se assemelham ao resultado apresentado pelo 10
infectado com parasitos proveniente de Triatoma infestans neste trabalho, cuja
parasitemia foi elevada e semelhante as vias SC e |V, principalmente com 14dpi.
Com isso sugerimos que a via de infeccéo e a origem do parasito também contribuir
para a evolucdo da parasitemia.

No6s observamos também que o grupo IO apresentou parasitemia patente
(periodo pré-patente) em momentos mais tardios da infec¢cdo, quando comparados
com do que as vias SC e IV.

Um estudo realizado em camundongos suicos inoculados com cepa
Colombiana de T. cruzi pelas vias intragastrica e intraperitoneal (IP) mostrou que o
periodo pré-patente entre estas vias sdo distintos. De acordo com estes resultados,
a via IP apresenta parasitemia patente mais alta e mais rapida do que via
intragastrica (26). Entretanto, as comparacdes entre as vias de infeccdo SC e
intranasal realizadas por Caradonna e Pereiraperrin utilizando cepa Tulahuén de T.
cruzi inoculados em camundongos C57BL/6, ndo mostram diferencas (138).
Corroborando com esses dados, foi demonstrado que a parasitemia de
camundongos BALB/c infectados pelas vias oral, intragastrica e intraperitoneal
apresentam periodo pré-patente menor na via IP, e semelhante nas vias
intragastrica e oral (34). Com esses dados sugerimos que entre vias de mucosa, 0
periodo pré-patente pode ser semelhante, mas conforme observado no nosso
estudo, a via de inoculacdo também pode influenciar na determinacdo do periodo de
parasitemia patente e na quantidade de parasitos circulantes. Esses dados estédo de
acordo com a andlise de pacientes sintomaticos em fase aguda que demonstraram
uma variacdo no periodo de incubacdo do parasita de acordo com a via de
transmissdo: 4- 15 dias para infecgbes vetoriais, 30- 40 dias via transfuséo de
sangue e 3- 22 para infecc¢ao oral (7,42).

Além disso, outros fatores como o eluato parecem contribuir para o
surgimento da parasitemia, conforme demostrado por Barbosa (2010). Nesse
estudo, foi utilizando camundongos (imunodeficientes da linhagem

isogénica scid) infectados pelas vias IP, IG e IO com T. cruzi (cepa Y) e foi detectado
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um periodo pré-patente distinto que pode ser influenciado entre o veiculo utilizado
como polpa de agai ou plasma sanguineo (139).

Devemos considerar também o tamanho do indculo utilizado. Camundongos
C57BL/6 infectados por via IP com a cepa Colombiana do T. cruzi mostraram que
tamanho do indculo € importante para determinar o periodo pré patente e para a
modulacdo da resposta imune. Nesse trabalho, animais infectados com indculo
maior (30.000 parasitos) apresentaram parasitemia elevada, alta taxa mortalidade,
maior numero de infiltrados inflamatdrio e parasitismo no coracéo, diferentemente do
que foi observado com indculos menores (300 e 3000) (140). Sendo assim,
indicamos que existem diversos fatores que podem influenciar no inicio da

parasitemia patente de animais infectados com T. cruzi.

Considerando que a via de inoculacdo estd associada ao controle do
parasitismo e da mortalidade dos animais, pode-se postular que a porta de entrada
do parasito também estaria interferindo na resposta imune do hospedeiro. De acordo
com que ja foi observada anteriormente a elevada taxa de mortalidade observada
nos animais infectados por via oral pode estar associada coma a producdo TNF. O
estudo mostra que animais infectados por via oral possuem alta producdo de TNF e
taxa de mortalidade mais elevada do que os infectados pela via intragastrica.
Acredita-se que também que presenca do TNF produzido por macréfagos possa
estar relacionado com a resposta contra o parasito e danos nos tecidos cardiaco, no
baco e figado (25,34,122,131).

A infeccdo aguda do T. cruzi é complexa e leva a uma forte ativacdo do
sistema imune, promovendo alteragbes distintas nos tecidos linfoides como atrofia
do timo, linfonodos mesentéricos e das placas de Peyer, além de hipertrofia dos
linfonodos subcutaneos e esplenomegalia (122,129). Sendo assim, avaliamos a
influéncia da via de inoculacédo do parasito no timo e em 6rgaos linfoides periféricos
como baco, linfonodos subcutaneo e mesentério e placas de Peyer.

O timo é um orgao linfoide central responsavel pela maturacdo e
diferenciacéo de linfocitos T e alvo de doengas infecciosas como infecgdo por T.
cruzi conforme ja demonstrado em trabalhos anteriores (112,115). A infeccéo
intraperitoneal (IP) promove na fase aguda atrofia timica, com intensa deple¢éo de
linfécitos T imaturos DN, DP, CD4 e CD8. Essa deplecédo é observada ao longo da

fase da infeccdo e torna-se mais intensa com o0 pico de parasitemia (114,115).
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Corroborando com esses dados, nossos resultados demostram que a infeccdo 10
reduz o ndmero de linfécitos T CD8" no timo com 14dpi. Porém, a infeccdo IV
promove maior deplegdo no nimero linfocitos T CD4" e células DP em momentos
mais tardios da infeccéo (14 e 21dpi), assim como SC com 14dpi.

A atrofia do timo pode estar relacionada com um aumento na capacidade
migratéria dos timocitos para periferia, intensa apoptose e diminuicdo da capacidade
proliferativa dessas células (114,123,124,126). Conforme revisto por De Meis (2009)
0 aumento de proteinas de matriz extracelular como: fibronectina, laminina, colageno
tipo 4 , aumento de quimiocinas como CXCL12, além da expressao de Galectina-3,
dentro do microambiente timico podem favorecer a migracdo anormal de timocitos
para a periferia (122,124). Dentre os fatores do hospedeiro que estimulam a
apoptose de timdcitos estdo a galectina-3, ATP extracelular e horménio
glicocorticoide (114,115,125,142,143). Além disso, sabe-se que a deplecdo de
timécitos DP ndo tem o envolvimento de Fas e perforina, mas, pode estar associada
com a interacdo de moléculas do T. cruzi como a trans-sialidade (122,141).

Quanto aos orgaos linfoides periféricos, dados publicados anteriormente
mostram que a IP promove esplenomegalia e hipertrofia de LSC (122). Além disso,
ja foi observado que animais inoculados por via SC também apresentam o aumento
dos LSC em diferentes modelos (BALB/c e C57BL/6) (127).

Em nossos resultados animais infectados com parasitos de cultura
apresentaram um discreto aumento do baco do grupo IV com 7 dpi, porém, a
esplenomegalia torna-se mais evidente na via 10 ao longo da infec¢ao (21dpi),
quando comparados aos grupos Co e IV. Além disso, comparando a celularidade do
baco de animais infectados com tripomastigotas de fezes de triatomineo e cultura
com 14 dpi, o primeiro grupo apresentou tendéncia a uma esplenomegalia nas
diferentes vias nesse momento. Por outro lado, o grupo infectado com T. cruzi de
cultura ndo apresentou aumento significativo no baco.

Verificamos também que a hipertrofia dos LSC torna-se mais importante no
indbculo SC em momentos mais precoces da infeccdo. Porém observamos que
infeccdo pode aumentar os LSC em outras vias como IO e em menor grau na 1V,
conforme ja observado pelo nosso grupo (dados néo publicados). A comparacgéao de
celularidade dos LSC de animais infectados com tripomastigotas de fezes de
triatomineos e cultura, demonstravam que as trés vias de infecgdo apresentaram o

mesmo comportamento de expanséo dos LSC.
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A esplenomegalia e hipertrofia de LSC em animais infectados por via IP
ocorre com ativacdo de linfécitos T/B, da capacidade proliferativa, elevada producéo
de IL-2 nos linfonodos e diminuicdo de IL-2 no baco (122). Além disso, ensaio de
linfécitos T in vitro demostrou aumento na producdo de IFN-y, IL-4 e IL-10 nesses
tecidos infectados por via IP em relacdo ao controle (122). A infeccdo também
promove AICD nos esplendcitos e células dos LSC, induzindo a morte de linfocitos T
CD4", T CD8", através de Fas (receptor de morte da familia do TNF) e TNFR1 (P55)
(122,128,144).

De acordo com a literatura, os linfécitos T sdo importantes no
desenvolvimento da resposta imune e no controle da parasitemia, inclusive pela
capacidade de producéo de citocinas pro infamatorias como IFN-y que é essencial
para ativacdo de APC como macrofagos e células dendriticas (71,87).

Nossos dados apresentam o aumento de linfécitos T CD4" no bacgo do grupo
IO com 21dpi e de e T CD8" nas trés vias de infeccdo com 7 dpi, destacando-se a
via IV nesse periodo e a 10 com 21dpi. Nos LSC, a presenca de linfocitos T CD4" do
grupo SC com 7dpi foi maior do que as via IV e a IO, porém esses linfocitos
aumentam ao longo da infeccdo. Quanto aos linfocitos T CD8", observamos que
estes linfocitos estdo mais presentes na via SC com 7dpi, do que os demais
grupos. Quando comparamos animais infectados com parasitos de origem diferente,
ndo observamos diferencas de linfocitos T CD4" e T CD8" no baco entre os grupos
porém, nos LSC do grupo infectado com parasito de triatomineo, existe uma
tendéncia a diminuicdo de linfocitos T CD4" no grupo 10 e um aumento significativo
de T CD8" na via SC em relacéo a |O.

Os linfécitos T CD4" e CD8" secretam IFN-y capaz de ativar macrofagos que
exercem uma funcdo microbicida contra o parasito pelo a producdo de NO. Além
disso, as APC sdo importantes na geracao de linfécitos efetores que sao essenciais
na eliminagcdo do parasito, liberando citocinas responsaveis pela sua propria
diferenciacdo em células com perfil Th-1 e Th-2. Sabe-se que a infec¢do pelo T cruzi
leva a proliferacéo intensa de linfécitos T CD8" e diminuic&o da carga parasitaria nos
tecidos onde esses linfocitos sdo recrutados. Contudo, a inibicdo da proliferacdo de
linfocitos T CD8" por outras populagdes como T CD4'CD25" (Treg) pela producéo
de TGF-B pode favorecer a presenca dos parasitos nos tecidos. Além disso, a
presenca de linfocitos T CD4" é essencial para a ativacdo de linfocitos B e
consequentemente a producao de linfocitos antigenos especifico (87,145,146).
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Quanto ao perfil de ativacdo, observamos que no Bago ndo existem
diferencas significativas de linfécitos T CD4" naive entre 0s grupos, mas apresenta
um discreto aumento desses linfécitos nos grupos SC e IV com 7dpi, quando
comparados a via IO e ao Co. Nota-se aumento na IO com 21 dpi principalmente em
relacdo a via IV. Com 7 e 21 dpi todos os grupos infectados aumentaram T CD8"
naive no 6rgdo. Observa-se que o bago possui diminuicdo de linfocitos T CD4" e
CD8" de memoria central em todas as vias de infeccdo com 7dpi em relagdo ao
controle. No entanto, a 10 apresenta um aumento de T (CD4" e CD8") de memoria
central com 21 dpi quando comparados ao Co e a IV. Todas as vias de infec¢ao por
T. cruzi (10, SC e IV) aumentam o nimero T CD4" e CD8" de memoria central entre
14 e 21 dpi. Com 7dpi o baco dos grupos infectados tem menos linfécitos T CD4"
com perfil efetor, que o Co. Observamos que as vias IO e IV aumentam os linfécitos
T CD4" efetor com 21dpi em comparacdo ao inicio da infeccéo (7dpi). Os linfocitos T
CD8" também aumentam no grupo IV com 21dpi em relagdo ao Co e ao grupo com
7dpi.

Observamos também que ndo ha diferencas entre os grupos infectado e Co
quanto a presenca de linfécitos T (CD4" e CD8") naive no baco de acordo com a
origem do parasito. O baco também ndo apresentou diferenca entre 0s grupos
quando avaliamos linfécitos T CD4" de memobria central. Entretanto, animais
infectados com parasitos de triatomineo parecem aumentar linfocitos T CD4" efetor
na lO.

Nos LSC, a presenca de linfécito T (CD4" e CD8") naive com 7 dpi foi maior
na infeccdo SC do que nos grupos 10 e IV que diminuem inclusive em relacdo ao Co
neste periodo (a excecdo de T CD8" no grupo IV). Nota-se que o grupo 10 e IV
aumenta entre 7 e 14dpi linfocito naive T CD4" e depois diminuem. Os LSC
possuem o nimero aumentado de linfécitos T CD4" de memoria central, na infecgdo
SC em comparacdo com IO e IV com 7dpi, embora tenha menos CD4", CD8" em
todas as vias de infeccdo com relacdo ao Co. Na IV a presenca de linfécitos T CD4"
e CD8" de memoria central € menor que o Co e IO com 21 dpi. Além disso, nota-se
que a 10 aumenta T CD4" e CD8" ao longo do tempo (7, 14 21 dpi) e IV apenas
CD4" entre 7 e 14dpi. Os LSC tem nimeros de linfocitos T CD4" efetor menores nas
vias IO e IV do que a via SC, sendo a IO menor significativamente que o grupo SC e

ao Co. Quanto aos linfécitos T CD8" em todos os grupos infectados, observa-se uma
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intensa diminuicdo com 7dpi, destacando-se a via 10 e IV. Nota-se que as células T
CD8" na via SC aumentam durante a fase aguda em relagdo ao controle e a 7dpi.
Aparentemente a expressdo de linfécitos T CD4" e CD8" efetor com 21dpi séo
semelhantes entre 0s grupos.

Ao compararmos 0s animais infectados com parasitos de cultura, observamos
que a 10 apresenta uma tendéncia a diminui¢do de linfécitos T CD4" naive nos LSC.
Foi demonstrado que linfocitos T CD4" e CD8" de memoria central também parecem
diminuir na 10 no 6rgdo. A via SC apresentou um aumento de linfocitos T CD4" e
CD8" efetor em relagdo ao Coe avialV e a lO.

Dados anteriores mostram que a infeccdo por T. cruzi através da via
intraperitoneal, interfere na presenca de linfécitos T naive, de memoria central e
efetora nos LSC e nos LM. Experimentos in vivo mostram que LSC de animais
infectados por via IP apresentam aumento de linfécitos T naive (CD62L"" CD44"")
e ativados (CD62L°"CD44"9") em relacdo ao controle e aos LM (129).

Individuos humanos em fase crbnica mostram que tanto pacientes que
apresentam a forma indeterminada da doenca de Chagas, quanto aos que
apresentam a forma cardiaca da doenca possuem aumento de linfécitos T CD4" e
CD8" em apoptose. De acordo com esse estudo, o soro de pacientes com
cardiopatia, submetido ao estimulo com antigenos de T. cruzi, possuem aumento de
células efetoras (T CD4'CD62L) circulantes. De acordo com o autor essas células
podem estar envolvidas na resposta imune exacerbada, provocando miocardite e
morte induzida por ativagao (55).

Embora nossos dados sejam avaliados em quatro 6rgados linfoides de
camundongos infectados por 10, SC e IV, nGs observamos que em todas as vias 0s
linfocitos T efetores (CD4'CD44'CD62L) e B efetores aumentam ao longo da
infeccdo. Sugerimos que esse fenbmeno pode estar presente também durante a
fase cronica dos animais conforme observado em pacientes crénicos. Além disso, ja
foi visto que a maioria de linfocitos T CD4" e CD8" no miocéardio de pacientes com
Chagas n&o apresentam CD62L cujas células ativadas sdo a maioria T CD8" (147).

A presenca de linfécitos B é importante para o controle da infeccdo, uma vez
gque camundongos deficientes de células B apresentam alta taxa de mortalidade,
atraso na parasitemia e dificuldade de remover parasitos do sangue
(51,123,146,148).
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Nossos dados apresentam o aumento de linfécitos B no bacgo principalmente
na via IO com 21dpi. Os LSC apresentam elevado numero de linfocitos B na via SC
com 7dpi em relacéo aos grupos IO e IV, mas também aumenta na via IO com 21dpi
guando comparado ao V.

Analises do bago de camundongos C57BL/6 infectados por T. cruzi por via IP
mostram que presenca de células B € importante na producdo de INF-ye IL12,
proliferacédo de linfocitos T (CD4" e CD8") e no processo de ativacdo dessas células
durante a fase aguda (145). Sabe-se que a interacdo de receptores Toll 9 presente
nas células do hospedeiro com o DNA do parasito induz a proliferacao de linfocitos B
no baco e nos LSC, contribuindo para resisténcia do hospedeiro (122). Entretanto,
existem evidencias de que a maioria dos linfécitos B presente no inicio da infeccao
ndo sdo parasito especifico, sendo a ativacdo desses linfécitos independente de T
(149). Além disso, os linfécitos B 1gG* também podem morrer por AICD através de
expressao de Fas/FasL (122).

Os linfécitos B naive no baco parecem estar mais presente nos grupos
infectados com 7 dpi do que o Co. Porém destaca-se a via IV com 21dpi em relacao
aos Co e |0 neste periodo. Nos LSC, a presenca de B naive com 7 dpi foi maior na
infeccdo SC do que nos grupos 10 e IV que diminuem inclusive em relacdo ao Co
neste periodo. O baco do grupo IO apresenta um aumento de linfécitos B de
memoéria central com 21 dpi quando comparados ao Co e a IV. Os resultados
demonstram que em todas as vias de infeccdo por T. cruzi (10, SC e IV) h4d o
aumento de linfocitos B de memoria central entre 14 e 21 dpi no 6rgao. Nos LSC , os
linfécitos B de memdria central na via SC com 7dpi se destaca do grupo 10, porém a
via IO aumenta ao longo do tempo e em relagdo ao grupo IV com 21dpi. Quanto aos
linfécitos B efetor no baco, encontramos um aumento na IV 21 dpi, em relacdo ao
controle. Nos LSC, os linfocitos B efetores mostram-se mais presente na infeccao
SC do que nos demais grupos, principalmente IO e IV. A presenca de linfocitos B
efetor nos LSC com 14dpi nas vias 10 e SC estdo mais elevadas que o grupo Co.

Quanto a presenca de linfécitos B naive, memaria central e efetores, animais
infectado com parasitos de excreta de triatomineo por 10 apresentam um discreto de
linfécitos B no baco. Nao observamos diferencas no perfil de linfécitos B naive,
memoria central e efetores apresentados pelos grupos infectados com parasitos de

origens diferentes.
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Noés avaliamos também os linfonodos mesentéricos (LM) e as placas de Peyer
(PP) presentes na superficie do intestino, considerando que estes 0rgdos sao
responsaveis pela resposta de mucosa. Apds a entrada do antigeno através do
sistema gastrointestinal, observa-se a participacdo de células do epitélio gastrico,
como células M, conduzindo esses antigenos até o interior das placas de Peyer para
que sejam capturados por células dendriticas. Essas por sua vez, ativam linfécitos T
presente no 6rgdo ou migram para os LM através de vasos linfaticos, a fim de
apresentar os antigenos aos linfécitos presentes nos linfonodos mesentéricos
(85,130,150).

Em nossos resultados foi identificada atrofia dos LM nas vias de infecgcao
avaliadas com 14dpi e quando comparamos a infeccdo com 14dpi utilizando
parasitos de origens distintas, observamos a reducéo de celularidade nas PP e dos
LM, principalmente nos animais infectados com parasitos com cultura em relagéo
aos animais Co. A infeccéo utilizando parasitos provenientes de cultura corroboram
com o que j& foi visto pelo grupo, evidenciando a atrofia dos LM em todas as vias
com 14dpi e das PP principalmente nas vias SC e IV.

Sabe-se que existe atrofia linfonodos mesentéricos (LM) e das PP em modelo
na infecgéo IP e SC (122,127,129,130). A atrofia desses tecidos ocorre devido a
deplecéo de linfécitos T/B, apoptose mediada AICD (caspase 8) e por deprivacéo de
fatores (IL-2, IL-4 via caspase 9) (123,127). A morte por deprivacao de fatores ocorre
por liberacdo anormal do citocromo ¢ para o citoplasma devido ao colapso no
potencial de membrana mitocondrial, ativacdo de caspase 9 no complexo
apoptosoma (APAF+ citocromo c+ caspase-9 e ATP) que levam a ativagéo de outras
caspases efetoras como a caspase 3. Além disso, ja foi descrito que nos LM ocorre
aumento de IFN-y que pode induzir o aumento da expressao de Fas/FasL induzindo
a morte dos linfocitos (122,127,129). Vale ressaltar que as PP s&o pouco estudadas
na infeccdo, e que a literatura mostra atrofia desse tecido na infeccéo intraperitoneal
(122,130). Com esses resultados sugerimos que a resposta imune regional pode
ser modulada em diferente intensidade dependendo da porta de entrada do parasito.

Nos LM também observamos mais T CD4" na via 10 com 21dpi, porém, T
CD8" foi encontrado nas trés vias (I0, SC e IV) com 7dpi. As PP, apresentaram
perda linfocitos T CD8 com 7 e 21 dpi em todas as vias de infec¢céo, destacando-se
14dpi cuja presenca desses linfécitos foi igual ao Co. Quando comparamos animais

infectados com parasitos de origem diferente, observamos o comprometimento dos
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linfocitos T CD4" diminuindo nos LM dos animais infectados pelas trés vias com
parasitos de cultura. Nota-se diminuicdo dos linfécitos T CD8" em todas as vias,
independente da origem do parasito.

Os linfocitos T CD4" naive presentes nos LM reduzem com 21dpi na via IV.
Observamos que o 6rgéo perdem linfocitos T CD8" com 14 dpi, em todas as vias de
infecgdo, mas diminui T CD8" na via 10 com 21 dpi. Nota-se que nos LM dos grupos
infectados tem menos linfocitos T CD4" de memdria central que o controle, e ndo
apresenta CD8" com 7 dpi. Com 21 dpi a via IO possui a presenca de T CD8"
semelhante ao controle. Quanto aos linfocitos T CD4" efetor observados nos LM,
ndo identificamos diferencgas entre os grupos. Os linfécitos T CD8" efetor na via SC
com 7dpi estd menos presente do que o observado com 14dpi e o grupo Co. A
presenca de células T (CD4" e CD8") nos LM diminuem com 7dpi em todos os
grupos porém, aumentam apos 14 e 21 dpi, tornando-se semelhante ao Co.

Nas PP, claramente foi observada a diminuic&o de linfocitos T CD4" naive nas
PP dos grupos infectados, principalmente na via 10 com 7dpi. Interessantemente
apenas a via IO torna-se semelhante ao Co ao longo da infeccdo (14 e 21dpi).
Quanto aos linfocitos T CD8" observamos que o grupo 10 também perde T CD8"
com 7 dpi, repbe aos 14dpi mas perde novamente com 21dpi. Os grupos infectados
ndo demonstraram T CD4" e T CD8" de memoria central com 7dpi. Observa-se que
a via 10 tem os numeros de células T (CD4" e CD8") de meméria central aumentado
com 21 dpi, diferentemente do que foi visto na IV. E embora seja notério menos T
CD4" efetor nas PP do grupo 10 com 7dpi do que os demais grupos, a diminui¢éo
destaca-se em relagdo ao Co. Os linfocitos T CD8" também reduziram nos grupos
infectados com 7dpi e 21. Entretanto, linfocitos T CD8" com perfil efetor aumentam
significativamente na IV com 14dpi em relacdo a quantidade observada inicialmente
(7dpi).

De acordo com o que foi visto anteriormente, animais infectados por via IP
apresentam deplecéo de linfécitos T de naive ou ativado nos LM. Neste experimento
camundongos BALB/c infectados tripomastigotas apresentam deple¢éo de linfécitos
T CD4" e CD8" nos LM (129). Nos LM, os linfécitos B ndo apresentam diferencas
entre os grupos. Nas PP observamos a perda linfocitos B com 7 e 21 dpi em todas
as vias de infeccdo, destacando-se 14 dpi cuja presenca desses linfécitos foi igual

ao Co.

92



Quando comparamos animais infectados com parasitos de origem diferente,
observamos que os linfécitos B diminuem nos LM dos animais infectados pelas trés
vias com parasitos de cultura, porém, altera entre os grupos infectados com T. cruzi
de triatomineo. Os linfocitos B também diminuem nas PP do grupo IV infectado com
parasitos provenientes de triatomineo.

Observamos que o estado de ativagcdo nos LM demonstram diminuicdo de
linfécitos B naive com 14 dpi, independentemente da via e diminui B na via 10 com
21 dpi. Os LM dos grupos infectados apresentam menos linfocitos B de memoaria
central com 7dpi, do que o controle. Além disso, nos LM ndo observamos diferencas
na presenca de linfocitos B perfil efetor entre os grupos. Nota-se que os linfocitos B
diminuem com 7dpi em todos os grupos mas, aumenta apés 14 e 21 dpi, tornando-
se semelhante ao Co. Os linfocitos B também reduziram nos grupos infectados com
7dpie 21.

Os linfécitos B naive das PP parecem reduzir com 7dpi nas trés vias em
relacdo ao controle e ndo estdo presente com 21dpi nos grupos infectados. As PP,
também mostram menos linfécitos B que os grupos infectados com 7dpi. Observa-se
gue a via 10 tem os numeros de linfocitos B de memoéria central aumentado com 21
dpi, diferentemente do que foi visto na IV. Os linfocitos B efetores das PP também
reduziram nos grupos infectados com 7dpi e 21.

E notdrio que os linfocitos T/B efetores, de meméria central ou naive podem
apresentar variacdes em relacdo ao controle e as vias de inoculacdo do parasito.
Sabe-se que a presenca de linfocitos B contribui para geracdo de células de
memoéria central e efetora durante a fase aguda da infeccdo. Nossos resultados
evidenciam que além da porta de entrada do T. cruzi, a origem do inéculo pode
influenciar a permanéncia dos linfocitos nos tecidos. E notério que a frequéncia de
linfécitos T/B efetores, de memdéria central ou naive podem apresentar variagcdes em
relacdo ao controle e as vias de inoculagéo do parasito. Com isso, sugerimos que a
modulacdo dos linfocitos pode interferir no processo de ativacdo das células,
prejudicando a geracéo de células de memaria ou efetora e ainda induzir a morte de
linfécitos naive prejudicando a resposta imune no érgéao.

Aléem da celularidade total dos oOrgaos, quantificagdo das populacbes
linfocitarias (T CD4", CD8" e B) e perfil de ativacdo dessas células, avaliamos outro

parametro relevante que é a expressdo de citocinas durante a infeccéo,
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considerando que sado moléculas essenciais na resposta do hospedeiro contra o
parasito influencia o desenvolvimento e a progressdo da doenca (49,56,60).

Sabe-se que durante a infec¢do aguda, animais inoculados por via IP e IG
aumentam a resposta Thl e Th2 (IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) nos tecidos (62,122).
Por conta disso, ao avaliamos a presenca de citocinas circulantes nas diferentes
vias em animais infectados com parasitos de cultura.

Em nossos resultados observamos que a medida que aumenta a parasitemia
aumenta a producéao de citocinas pro-inflamatorias como TNF e IFN- y. Entretanto, a
presenca de IL-10 mostra-se semelhante em todas as vias. O aumento € maior nas
vias IV e SC, sugerindo que a resposta imune com perfil Thl ocorre em momentos
iniciais da fase aguda nessas duas vias de infeccao sistémica em animais infectados
com T. cruzi de cultura. A presenca de INF-y nas infec¢cdes SC e IV podem interferir
na atividade microbicida de macrofagos com producdo de espécies reativas de
oxigénio, além de estimular a resposta imune antigeno especifica, considerando que
a presenca de IFN- y estimula a apresentacdo de antigenos por células dendriticas e
consequentemente a ativacdo de linfocitos T e producdo de anticorpos antigeno
especificos (52,87,151).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

v' Avia de infeccao altera a evolucéo da parasitemia dos camundongos e
a concentracdo de parasitos inoculados interfere no periodo pré-

patente de forma mais expressiva na via |O;

v' A resposta imune regional pode se apresentar de forma distinta de
acordo via de infeccao e a origem do parasito;

v' Ocorre atrofia do timo na via SC e IV, porém de maneira mais

expressiva em animais infectados pela via IV;

v' A infeccdo com parasitos obtidos de cultura promove esplenomegalia

mais importante na IO em relacédo ao IV e Co;

v Independentemente da via de infeccdo ocorre hipertrofia dos LSC,
sendo evidente na via SC com 7 e 14dpi, e nas vias IO e SC com
21dpi;

v' O padrao de celularidade das PP pode ser comprometido de acordo
com a via de infeccdo, sendo o numero de células total no 6rgéo
reduzido na via 1O;

v' Conforme a origem do parasito ha alteracédo nos LM e nas PP;

v" A modulacdo das subpopulacdes linfocitarias dos 6rgdos analisados

varia dependendo da porta de entrada, do tempo de infeccdo e da

origem do parasito.
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v A expressao de citocinas no soro dos animais infectados ocorre em
momentos diferentes dependendo da via de inoculagéo, resultando na

presenca de o IFN—y inicialmente nas vias sistémicas SC e IV.

Contudo, os resultados apresentados neste trabalho evidenciam a influéncia a
porta de entrada do parasito na modulacdo da resposta imune regional durante a
infeccdo do T. cruzi. E consideramos a importancia de estudos mais aprofundados
gue possam relacionar a via de infec¢éo, a origem do parasito e a resposta imune do

hospedeiro com as patologias encontradas na doenca de Chagas.
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7/ PERSPECTIVAS

Avaliar a presenca de outras citocinas que podem influenciar na dinamica dos
orgaos linfoides como IL-2, IL-4, IL17 e TGF-B. Além de avaliar a presenca de 1L-12,
considerando que essa citocina poderia explicar a presenca IFN-y conforme a via de
infeccéo.

Analisar o comportamento do curso da infeccdo utilizando diferentes
alimentos para infecgdo oral, como por exemplo: o acai, com 0 objetivo cada vez
mais mimetizar o que ocorre na natureza. Esse estudo seria importante, uma vez
que ja existem trabalhos que mostram parasitemia distinta entres 0s grupos.

Avaliar os 6rgaos linfoides em diferentes dias de parasitemia utilizando formas
tripomastigotas oriundas de triatomineo.

Dar continuidade a andlise dos coracdes dos animais infectados nesse
estudo.

Analisar CD69, marcador de ativacdo recente, no sentido de contribuir para
elucidar os resultados aqui apresentado.

Estudar a presenca de células duplo-positivas nos érgaos linfoides periféricos

para tentar entender a diminui¢éo dessas células no timo.
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