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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

A infeccdo oral pelo Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas,
€ a via de transmissdo com maior registro de casos no Brasil nos dias de hoje.
Outros paises da América Latina também reportaram surtos associados ao consumo
de alimentos contaminados. Esta via de infeccdo apresenta sintomas especificos
como edema de face e de membros inferiores e, em alguns casos, hemorragias e
risco de tromboembolismo. Mesmo assim, ainda existem poucos estudos que
abordam esta via de transmissao tanto ao nivel da sua patogénese quanto, mais
especificamente, ao nivel do sistema hemostatico e sua interacdo com 0 sistema
imune. Neste trabalho, camundongos BALB/c com idade entre 6+8 semanas foram
infectados por via oral com 5x10* tripomastigotas metaciclicos da cepa Tulahuén
derivados de excreta de insetos Triatoma infestans. Quando comparados com 0s
controles, os animais oralmente infectados apresentaram altas concentracdes
séricas de citocinas pro-inflamatorias (TNF, IFN-y e IL-6). As maiores concentracdes
e 0 aumento da parasitemia foram obtidos entre os 14-28 dias apds a infeccéo (dpi).
Os hemogramas demonstraram leucocitose e trombocitopenia nos animais
infectados, resultando em um aumento do sangramento aos 21 dpi. Alteraces
hematolégicas paralelas ao prolongamento do tempo de tromboplastina parcial
ativada, consumo de fator VIl e detec¢do do D-dimero, sugerem que a infeccéo pelo
T. cruzi apresenta sinais de coagulacdo intravascular disseminada. Notavelmente, o
bloqueio de IL-6R preveniu as anormalidades hematoldgicas, revelando o papel
critico de IL-6 no curso da infeccao oral. Além disso, analises hematoldgicas em
camundongos infectados pela via subcutanea indicaram que as perturbacées no
sistema hemostatico ndo sdo especificas da via de infeccdo oral. Estes resultados
demonstram, pela primeira vez, que a infeccdo pelo T. cruzi, resulta em alteracdes
no sistema hemostatico e mostram a relevancia do "crosstalk” entre inflamacéao e

coagulacado nesta doenca parasitéria.
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Oral transmission of Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is
presently the most important route of infection in Brazil. Other South American
countries have also reported outbreaks of acute Chagas disease associated with
food consumption. A conspicuous feature of this route of transmission is presenting
distinct symptoms such as facial and lower limbs edema, in some cases bleeding
manifestations and risk of thromboembolism are evident. Notwithstanding, studies
that address this route of infection are largely lacking regarding its pathogenesis and,
more specifically, the crosstalk between immune and hemostatic systems. Here,
BALB/c mice, aged 68 weeks, were orally infected with metacyclic trypomastigotes
of T. cruzi Tulahuén strain, obtained from excreta of Triatoma infestans. When
compared with control uninfected animals, orally infected mice presented higher pro-
inflammatory cytokine (TNF, IFN-y and IL-6) serum levels. The highest
concentrations and the parasitemia increase were obtained between 14-28 days
post-infection (dpi). Blood counts in the oral infected group revealed concomitant
leukocytosis and thrombocytopenia, resulting in increased bleeding at 21 dpi.
Hematological changes paralleled with prolonged activated partial thromboplastin
time, Factor VIII consumption and increased D-dimer levels, suggest that oral T. cruzi
infection relies on disseminated intravascular coagulation. Remarkably, blockade of
the IL-6 receptor blunted hematological abnormalities, revealing a critical role of IL-6
in the course of oral infection. Moreover, haematological analyses in mice
subcutaneously infected indicated that haemostatic disorders are not specific to the
oral infection route. These results unravel that acute T. cruzi infection results in
significant alterations in the hemostatic system and indicates the relevance of the

crosstalk between inflammation and hemostasis in this parasitic disease.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doencade Chagas
1.1.1. Epidemiologia e tratamento

A doenga de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana foi descoberta em
1909 por Carlos Chagas (1) e € causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi da familia Trypanosomatidae. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) esta doenca atinge cerca de 6 a 7 milh6es de pessoas, a maioria
em areas endémicas da Ameérica Latina devido a presenca de mais 140 espécies do
inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), dentre as quais destacam-se
Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus e
Rhodnius robustus (2—4). Somente no Brasil, estima-se que existam entre 1,9 a 4,6
milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi (3). A DC € uma doenca negligenciada e
estd frequentemente associada a populacdes de baixa renda vivendo em areas
rurais, perfil que esta sendo alterado devido a fluxos migratorios para zonas urbanas
e para outros paises (3,5). Sdo encontradas pessoas afetadas pela doenca fora das
areas endémicas tais como Europa (principalmente, Espanha, Italia, Franca, Reino
Unido e Suica, entre outros), América do Norte (Estados Unidos e Canada), Asia
(Japéo) e Austrélia (3,5,6) (Figura 1.1).

Estima-se que mais de 80% dos portadores da DC no mundo ndo possuam
acesso ao diagnostico e tratamento, resultando num agravamento da
morbimortalidade e custo social da doenca (3). O tratamento consiste na utilizacdo
de medicamentos antiparasitarios, como o nifurtimox e o benzonidazol, ambos
desenvolvidos hd mais de 45 anos, pela Bayer (1967) e pela Roche (1971)
respectivamente (7). Contudo, estas terapias apresentam diversos efeitos adversos
tais como dermopatia alérgica, erupcdes cutaneas, nauseas e vOmitos e ainda
longos periodos de tratamento (entre 60-90 dias) levando cerca de 15-20% dos
pacientes a desisténcia do tratamento (5,7). Vale ressaltar que ainda nao existe

vacina para a DC (5,6).
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Figura 1.1 Estimativa global dos portadores da doenca de Chagas baseada em dados
oficiais (2006-2010). Apesar de a América Latina ser a regido com maior endemicidade
devido a presenca do vetor, é possivel observar casos da enfermidade em outros paises

devido a fluxos migratorios. Adaptado de (5).

1.1.2. Agente etioldgico e seu ciclo biologico

O T. cruzi apresenta diversidade biologica, bioquimica e genética pelo que foi
proposta uma classificacdo em seis unidades de tipagem discreta (DTUS),
nomeadas de Tcl a TcVI, apdés uma genotipagem multilocus das cepas(8). O
parasito possui diferentes estagios evolutivos e dois hospedeiros: 0 inseto
triatomineo e os mamiferos (Figura 1.2). Na via classica de infec¢éo, o inseto libera
na sua excreta as formas infectivas e ndo proliferativas do parasito, as formas
tripomastigotas metaciclicas, apdés seu repasto sanguineo (6). No local da ferida e
da penetracdo das fezes, os tripomastigotas invadem as células, geralmente
macroéfagos, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais (9,10). Nessas células, os
parasitos escapam dos vacuolos parasitoforos e sofrem diferenciacdo para a forma
amastigota. Os amastigotas intracelulares sdo morfologicamente bem distintos dos
tripomastigotas, apresentando flagelo curto e internalizado. Esta forma do parasito é
proliferativa e multiplica-se por divisdo binaria no citoplasma da célula hospedeira.

Depois de varios ciclos de divisdo, 0s amastigotas diferenciam-se em
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tripomastigotas sanguineos e acabam por lizar a célula, disseminando-se pela
corrente sanguinea e infectando outros tecidos (10). Estando na circulacdo dos
individuos, o tripomastigota sanguineo esta sujeito a ser ingerido por um triatomineo
durante seu repasto. Uma vez no intestino médio do triatomineo, os tripomastigotas
ingeridos diferenciam-se na forma epimastigota que se replica. Por fim, o ciclo se
completa quando epimastigotas migram para a regiao posterior do reto do inseto,
onde ocorre a sua diferenciagdo em tripomastigota metaciclico, forma que é liberada
na excreta do triatomineo (11). Esses dejetos também podem ser ingeridos
juntamente com alimentos, assim como o triatomineo triturado constituindo a via de
transmissao oral (Figura 1.2 — 8), descrita com mais detalhes em “1.1.3 Vias de

transmissao”.

Figura 1.2 Ciclo biolégico do T. cruzi no triatomineo e no mamifero. (1) O inseto
hemato6fago alimenta-se de sangue humano ou de animal doméstico ou silvestre, contendo
as formas infectivas tripomastigotas sanguineas. Os tripomastigotas sanguineos ingeridos
diferenciam-se e replicam-se sob a forma epimastigota (2, 3) no estdmago e posteriormente
no intestino médio do triatomineo. (4) Na porcao final do intestino do inseto, as formas
epimastigotas se diferenciam em formas infectivas tripomastigotas metaciclicas que seré&o

liberadas juntamente com as fezes. (5) Ao se cogar, o individuo leva o parasito presente nas
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fezes do barbeiro até o local da picada, por onde o protozoario pode penetrar, invadindo
macroéfagos, fibroblastos e outras células locais. (6) No interior das células, a forma
tripomastigota sofre uma diferenciacdo reduzindo o comprimento de seu flagelo e se
tornando arredondado. Esta forma amastigota se multiplica. (7) ApG6s se multiplicar, as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos, rompem a célula hospedeira e
alcancam a circulagdo sanguinea, disseminando a infec¢do. (8) Alimentos contaminados
(carne mal cozinhada de animais silvestres, suco de frutos) com fezes de barbeiro
infectadas com o T. cruzi (8a e 8b) também podem iniciar uma infeccdo no homem pois o0s

parasitos sao capazes de infectar células da boca e do estbmago. Fonte: Adaptado de (11).

1.1.3. Vias de transmisséao

A DC em humanos apresenta vias de transmissao primarias (via vetorial classica,
via de transmissdo congénita, transfusional e oral) e secundarias, que ocorrem com
menos frequéncia, tais como transplante de 6rgaos, acidentes de laboratério ou em
ambiente hospitalar (12). Existem outras vias hipotéticas de transmissdo, a
transmissao sexual e por amamentacdo (caso especifico de infeccdo oral), alvo de

estudo nos ultimos anos (13).

Figura 1.3 Vias de transmissdo da doenca de Chagas. Via vetorial classica (1), via de
transmiss@o congénita (2), transfusional (3), oral (4), por transplante de érgéos (5) e por
acidentes de laboratorio (6). Adaptado de (11).



Em 2006, o Brasil foi o primeiro pais da Ameérica Latina a ganhar a certificacao
internacional de erradicacao da transmissao da DC pelo T. infestans, conferida pela
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) (14). Esta espécie era considerada
a principal transmissora no pais por ser domiciliada (15). As medidas de controle
adotadas, centradas no combate aos vetores domiciliados com inseticidas,
proporcionaram uma diminuicdo significativa de notificacdes de casos agudos no
pais. Contudo, ainda ocorrem casos de infec¢do por esta via, representando cerca
de 6,4% dos casos no Brasil entre 2000 a 2013 (16). Por este motivo, ocorreu uma
modificacdo consideravel na epidemiologia da doenca, no que diz respeito a sua
incidéncia e formas de transmisséo sendo que as vias alternativas de infeccdo vém
ganhando importéancia (17-19).

A transmissdo congénita ou vertical ocorre quando o parasito atravessa a
barreira placentaria e atinge a circulacéo fetal afetando entre 1-10% dos fetos (20).
O risco de transmissédo parece ser maior durante a fase aguda da DC, quando a
parasitemia da gestante é mais elevada, mas € possivel ocorrer transmissao para o
feto durante a fase cronica (6) e em qualquer momento da gestacdo sendo mais
preponderante no segundo e terceiro trimestres da gravidez (21). No Brasil, o
inquérito nacional demonstrou prevaléncia de 0,02% para esta forma de
transmissao, identificando que 60% dos casos confirmados de infec¢céo vertical eram
do Estado de Rio Grande do Sul (16).

Apesar do reconhecimento da transfusdo sanguinea como via de transmissao da
DC em 1952, somente em 1980 com a pandemia do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) € que foram implementados programas de controle nos bancos de
sangue dos paises da América Latina de forma a prevenir a transmissdo de varias
doencas, entre elas a DC (22). Uma das medidas obrigatorias no Brasil foi a selecéo
sorologica das amostras dos candidatos a doacdo além da necessidade de
responder a um gquestionario epidemiolégico de forma a avaliar a probabilidade do
individuo estar infectado pelo T. cruzi reduzindo o risco de infec¢do para 1:200.000
unidades de sangue (23). No caso de transplantes, o risco de transmissdo da DC
ocorre através de o6rgaos ou tecidos de um doador infectado para um receptor,
mesmo que o primeiro ndo apresente manifestacdes clinicas da doenca. O fato de o
receptor do transplante ter de fazer terapia imunossupressiva, facilita a transmissao
por esta via. O risco de transmissao varia de 6rgado para 6rgao sendo cerca de 10-

20% para rins e figado e superior a 75% do caso de transplante de coracéo (24).



A transmissdo oral é causada pela ingestdo de alimentos contaminados tais
como acgai, bacaba, babacu, cana-de-agucar e outros sucos e frutas, em decorréncia
do contato com a excreta do triatomineo contendo o T. cruzi ou com o proprio inseto
macerado acidentalmente junto aos alimentos; ingestdo de alimentos contaminados
com secrecbes das glandulas anais de marsupiais; ingestdo de carnes de caca
cruas ou mal cozidas de animais silvestres infectados, como por exemplo de gamba
e tatu, hospedeiros vertebrados do parasito (3,6,25).

A ingestéo destes alimentos leva a ocorréncia de surtos uma vez que acometem
individuos de uma mesma familia ou comunidade que compartiiharam a mesma
refeicdo. Estes surtos de transmisséo oral da DC tornaram-se frequentes sobretudo
na regido amazonica do Brasil e em outros paises da América Latina (3,6,25).

O primeiro caso de infeccao oral pelo T. cruzi descrito no Brasil ocorreu em 1965
numa escola na cidade de Teutonia no Rio Grande do Sul (26). O inquérito
epidemiologico apontou a ocorréncia de um surto de transmisséao oral da DC, uma
vez que foram diagnosticados concomitantemente 17 casos sérios de miocardite
aguda. Os pacientes ndo apresentavam sinais da porta de entrada, como danos
cutaneos ou nas mucosas e nao existiam triatomineos na escola que pudessem ter
infectado os individuos pela via vetorial. Foi identificada a presenca de Didelphis
spp. ha escola, sugerindo que a infeccdo ocorreu pela ingestdo de alimentos
contaminados pelas secrecdes das glandulas anais do animal.

Dados publicados em 2015 pelo MS mostram que a via oral € a forma de
transmissao mais frequente no Brasil, representando cerca de 70% dos individuos
infectados entre 2000 e 2013 (16). Dados do nosso grupo tendo por base numero de
notificacdes e confirmacdes do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacédo
(SINAN) no Estado do Para, mostraram que entre os anos de 2000-2016 foram
confirmados 2.030 casos de DC aguda com alta incidéncia nos meses de agosto a
dezembro, coincidindo com a safra do acai, alimento fundamental na dieta dos

paraenses e de subsisténcia da sua populacéo (27).
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Figura 1.4 Casos confirmados de doenca de Chagas aguda. Segundo ano de notificacdo
e forma de transmissao tendo por base o Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo
para Doenca de Chagas Aguda (SINAN). Brasil, 2000 a 2013. Adaptado de (16).

A DC assim como as restantes doencas negligenciadas, sempre estiveram
relacionadas as baixas condicbes socioecondmicas dos portadores. Contudo, 0s
surtos de infeccdo oral podem atingir individuos com condi¢cdes socioecondmicas
mais altas (28).

Além do Brasil, outros paises da América Latina tais como Argentina, Bolivia,
Colébmbia, Guiana Francesa, Equador e Venezuela, apresentam casos de
transmissao da doenca Chagas por via oral (3,25,29,30). Um dos maiores surtos de
infeccdo oral descritos na literatura ocorreu em uma escola em Caracas, na
Venezuela, afetando alunos, professores e trabalhadores da instituicdo de ensino.
Nesse surto foram confirmados 103 casos de infeccao oral através da ingestdo de
suco de goiaba contaminado (30).

No gue concerne as vias hipotéticas de transmissado, verificou-se em um estudo
longitudinal no Par4 com pacientes na fase aguda da DC e suas familias, que
amostras de sémen destes individuos contendo parasitos quando injetadas na
cavidade peritoneal ou colocadas na vagina de fémeas BALB/c, tinham capacidade
infectiva, sugerindo a transmisséo sexual. Passadas cinco semanas da infeccgao,
foram detectados ninhos de amastigotas no coragdo e musculos esqueléticos dos
animais e parasitos em diferenciagdo no limen do ducto deferente e na tuba uterina

dos animais (13).



Ainda existem debates sobre o risco de transmissao oral pela amamentacao.
Apesar de terem sido encontradas formas tripomastigotas no leite de camundongos
infectados experimentalmente e no leite de mées portadoras da DC na fase aguda
(existindo controvérsias sobre a contaminacdo do leite com sangue de mamilos
gretados e feridos), a infeccdo por esta via tanto em humanos como em modelos

experimentais ndo esta estabelecida (31).
1.1.4. Aspectos clinicos e patogénese

A DC apresenta duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase aguda da doenca é
caracterizada por um elevado numero de parasitos circulantes e nos tecidos
enquanto que a fase crbnica, contrariamente a fase aguda, possui uma baixa
parasitemia, sendo muito rara a sua detecgdo em exames diretos (6).

Na fase aguda, geralmente oligossintomatica, 0s pacientes apresentam
sintomas inespecificos tais como febre prolongada, mialgia, cefaleia, nauseas,
diarreia, linfadenomegalia e hepatoesplenomegalia (6). Este fato dificulta o
diagnostico da infeccdo nos estagios iniciais e limita a disponibilidade de estudos
com os pacientes nesta fase (32). No caso da infeccédo pela via vetorial classica,
possivel observar um chagoma de inoculagdo, edema com reacao inflamatéria local
da picada, que quando ocorre na palpebra é denominado de sinal de Romafa. Um
outro sintoma importante da fase aguda € a miocardite causada pelo parasitismo das
fibras cardiacas que levam a uma intensa resposta inflamatoria no coracdo. Os
sintomas da via de transmissdo oral sdo mais especificos compreendendo o edema
de face e membros inferiores e, em alguns casos, sangramento digestivo
(hematémese, hematoquezia ou melena) e, eventualmente, outros tipos de sinais
hemorragicos tais como epistaxe, petéquias, periodos menstruais mais intensos e
ainda, tromboembolismo (33-35).

Dependendo do surto e de fatores como tamanho do inéculo, cepa do T. cruzi,
"background" genético do hospedeiro, tempo de diagndstico entre outros, pacientes
infectados vao a oObito durante a fase aguda devido a complicacdes decorrentes de
miocardite, meningoencefalite e ainda hemorragias digestivas (36). A fase aguda da
infeccdo oral geralmente apresenta maior gravidade e mortalidade quando
comparada com a via classica da doenga (8-35% e <5-10% respectivamente) (6).

Segundo o Il Consenso Brasileiro em DC, o diagnostico da fase crbnica é
essencialmente soroldgico, uma vez que devido a parasitemia subpatente durante

esta fase, os métodos parasitolégicos apresentam baixa sensibilidade. Considera-se



individuo infectado na fase crénica aquele que apresenta anticorpos IgG contra T.
cruzi no soro detectados por meio de dois testes soroldgicos com principios distintos
ou com diferentes preparacdes antigénicas (3). Alguns pacientes ndo apresentam
manifestacbes clinicas, eletrocardiograficas ou radiolégicas significativas(6) e
permanecem nessa forma indefinidamente, sendo denominada de forma
indeterminada. Contudo, cerca de um terco dos portadores da DC infectados pela
via vetorial classica, desconhecendo-se até entdo o motivo, passados geralmente
entre 10-20 anos, evoluem para a fase crbnica determinada da doenca, com
comprometimento cardiaco, digestivo (sindrome megaeséfago e megacdlon) e/ou
neurolégico (6). A cardiomiopatia chagéasica cronica (CCC) € um dos sintomas mais
importantes da doenca e a principal causa de morte nos pacientes cronicos. Na
maioria dos casos, essa miocardite gera cardiomegalia, complicacbes
tromboembdlicas sistémicas e pulmonares e faléncia do 6rgdo (6,37). Individuos
crénicos imunocomprometidos, como por exemplo com coinfec¢cdo do HIV ou sob
tratamento com corticosteroides, podem apresentar uma reativacao da doencga (38).
No que refere a patogénese da DC, a maioria do conhecimento adquirido até a
atualidade advém de estudos com modelos experimentais, muitos deles utilizando a
via de infeccao intraperitoneal (IP), que ndo mimetiza nem a via natural de infeccao,
a via vetorial classica, nem a via mais frequente de transmiss&o no Brasil, a via oral.
Camundongos infectados pela via IP apresentam maior parasitemia e mortalidade
guando comparados com animais infectados pelas vias de mucosa com 0 mesmo
in6culo (39—-41). O nosso grupo demonstrou que a via de infec¢do pode influenciar
diretamente os tecidos alvo da infeccdo, além da resposta imune, infeccdo e
mortalidade do hospedeiro, podendo assim ser considerada um fator preponderante
na patogénese da DC (39,42). No primeiro estudo, camundongos BALB/c infectados
pela via oral (Ol) com a cepa Tulahuén (TcVI), apresentaram maior parasitemia,
maior mortalidade, danos hepaticos mais graves com maiores concentracfes séricas
de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e maior
secrecdo de citocinas proé-inflamatorias Thl (mais especificamente TNF e IFN-y)
responsaveis pela ativacdo da resposta inflamatoria local e sistémica, quando
comparados com 0s animais infectados por via intragastrica (IG). Os animais
infectados por IG, por sua vez, apresentaram uma miocardite mais grave e maiores
concentragdes da citocina Th2 reguladora IL-10 permitindo um controle da resposta
inflamatdria e de TGF-, um mediador fundamental no reparo tecidual (Figura 1.5 A,

B). Tanto IL-10 como TGF-B inibem a fun¢do microbicida dos macrofagos (43,44).
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No coracédo e no figado de animais infectados por IG ou Ol podem ser encontrados
neutrofilos, macrofagos e linfoécitos T CD4" e CD8" sendo que os macréfagos
constituem a principal fonte de TNF tecidual (41).

O blogueio de TNF nos animais oralmente infectados a partir dos 14 dpi reduziu
significativamente a mortalidade sem alterar a parasitemia, mostrando o importante
papel de TNF no curso da infeccdo oral (39). As citocinas Thl, como TNF, IL-6 e
IFN-y, s&@o cruciais na fase inicial da infeccdo, uma vez que apresentam um efeito
protetor na resposta imunoldgica contra este parasito, mas quando produzidas em
excesso podem contribuir para danos teciduais (39). Camundongos deficientes em
IL-6 e inoculados pela via subcutanea (SC) com 3000 tripomastigotas da cepa
Tulahuén apresentaram maior parasitemia e foram a 0Obito dias antes dos animais
selvagens demonstrando que uma deficiéncia em IL-6 aumenta a susceptibilidade a
infecg@o pelo T. cruzi (45). As citocinas Th17, como IL-17A, também tém um papel
importante em infecgbes por vias de mucosa, uma vez que estdo envolvidas na
formacédo da barreira gastrointestinal (46) e conforme esperado, animais Ol e Gl
apresentam concentracdes seéricas elevadas desta citocina (39).

Em outro trabalho com a via de inoculacdo oral, observou-se por
bioluminescéncia que, no inicio da infeccdo, a regido nasomaxilar € o principal local
de invasdao, interacao e replicacdo do T. cruzi (Figura 1.5 C). A partir deste local, o
parasito dissemina-se para outros Orgdos alvo, tais como coracdo, linfonodos
mandibulares, figado, baco, cérebro, o6rgdos sexuais masculinos, estdbmago,
eso6fago, entre outros, sendo possivel detectar o parasito por bioluminescéncia e por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) nestes 6rgaos
aos 7, 14 e 21 dpi (42).

10
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Figura 1.5 Parasitemia, andlise de citocinas e tecidos alvo durante a fase aguda da
infeccdo oral pelo T. cruzi. (A) Camundongos BALB/c foram infectados com 5x10* formas
tripomastigotas derivadas de cultura de T. cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (GI) ou pela
cavidade oral (Ol). A parasitemia (média e erro padrdo da média) foi quantificada durante a
fase aguda e expressa em Ln parasitos por mL. (B) Analise de citocinas em camundongos
Gl e Ol. Durante o curso da fase aguda da infeccdo, foram medidas as concentracbes
séricas das citocinas IFN-y, TNF, IL-17, IL-10, e TGF-B nos controles e nos animais
infectados por uma analise multiplex. Os resultados foram analisados estatisticamente
usando o teste de Kruskal-Wallis com comparacdo multipla de Dunn, *p = 0.05; **p = 0.01;
***p = 0.001. (C) Distribuicdo do parasito durante a infec¢do oral. Camundongos BALB/c
foram infectados pela via oral (Ol) com 1x10° formas tripomastigotas de T. cruzi
expressando luciferase (cepa Dm28c-luc). As imagens representativas de bioluminescéncia
foram adquiridas do mesmo animal (n=6) a 7 e 21 dpi, apds 15 min da injecéo intraperitoneal

com D-luciferina (150 mg/kg), usando o sistema IVIS® Lumina (Xenogen). Adaptado de (47).

1.2. Aspectos gerais sobre hemostasia

A palavra hemostasia tem origem do grego hemo (sangue) + stasis (fazer parar)

e consiste no processo de manter o sangue dentro do vaso apdés uma injdria além de
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manter o sangue livre de coagulos em condi¢des fisiologicas (48). Isto é possivel
através da formacéo de coagulo, sua subsequente dissolucdo e por fim reparo do
tecido que sofreu o dano. A hemostasia € mantida por um balanco entre a ativacéo
da coagulacgédo e a fibrindlise e é dividida em dois estagios: primario e secundario.
Resumidamente, o estdgio primario envolve a vasoconstricdo, a ativacdo e
agregacao das plaquetas. Por sua vez, o estagio secundario envolve a ativacao dos
mecanismos de coagulacdo, formacdo do coagulo e sua subsequente dissolugéo e
fibrindlise (49).

1.2.1. Hemostasia primaria

A hemostasia primaria baseia-se na formacéo do tampao plaquetario no local do
dano vascular. E constituida fundamentalmente por quatro etapas: i) vasoconstricao;
i) adesdo plaquetaria; iii) ativacdo plaquetaria; iv) agregacao plaquetaria (50). A
primeira etapa do estagio primario consiste na constricdo do vaso que sofreu um
dano que ira reduzir o fluxo sanguineo no local, evitando perdas de sangue. A matriz
extracelular (ECM), composta majoritariamente por colageno e elastina, torna-se
altamente trombogénica promovendo a adeséo e agregacédo de plaquetas (51). Uma
das moléculas responsaveis pela adesdo das plaquetas ao colageno é a
glicoproteina fator von Willebrand (VWF) produzida pelas células endoteliais e pelos
megacariécitos. Contudo, essa adeséo € influenciada pelo “shear stress”, isto €, pela
forca tangencial do sangue circulando na superficie endotelial. Quando este estresse
€ baixo, a ligacdo ao colageno ocorre através dos receptores integrina a2p81 (GPla-
lla) e GPVI das plaquetas. Quando € alto, via ligacdo do receptor GPIb-IX-V das
plaguetas ao VWF (50). A medida que aderem & parede do vaso e ao colageno, as
plaguetas mudam dramaticamente a sua forma de disco achatado para a forma de
esferas, sofrendo uma dilatacdo e centralizacdo das organelas com surgimento de

pseuddpodes aumentando a sua superficie de contato (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Plaguetas humanas observadas em microscopia eletrénica de varredura. A
morfologia de disco achatado das plaquetas em repouso quando circulam normalmente pelo
sangue pode ser vista; parcialmente ativadas com alteracdes morfolégicas e formacao de
pseuddpodes e totalmente ativadas formando agregados (da esquerda para a direita) (52).

O processo de ativacdo é mediado por uma complexa interagcdo entre o
citoesqueleto, efetores intracelulares e influxo de Ca®" que promove a formacdo
desses pseuddpodes(53). Como é possivel observar na Figura 1.7, durante esta
mudanca morfologica, as plaquetas liberam agonistas para estimular a agregacao de
mais plaguetas, tais como o0 a adenosina difosfato (ADP) e serotonina dos seus
granulos densos, e ativam a via da cicloxigenase-1 (COX-1) que desencadeia a
sintese das prostaglandinas. A enzima tromboxano-sintetase age sobre a
prostaglandina, realizando assim a sintese do tromboxano A2 (TXA2). O TXA2 age

como um potente agregador de plaguetas e vasoconstritor (54).

13



) Agregacao

Liberagao de ADP
dos granulos
densos Fibrinogénio VWE*

a3

Liberagao de
proteinas para
adesdo dos

granulos-a Geragao de
trombina em
superficie

Protrombina

Formacgéao . . procoagulante
: TxA2 Ativacao
Célula endotelial Célula endotelial
— GPIb-IX-V
ap VI VWE*
Colagénio - ~ -~
Adeséao

Figura 1.7 Esquema simplificado de etapas da hemostasia priméaria. Representacéo da
adesdo das plaquetas, ativagdo e agregacdo em resposta ao dano no vaso sanguineo e
exposicao do subendotélio. Asteriscos representam intera¢cdes que ocorrem com alto “shear
stress”. Adaptado de (55).

As plaquetas uma vez ativadas expdem a sua superficie fosfatidilserina
carregada negativamente. Esses fosfolipideos formam a superficie ideal para a
ativacao dos fatores da cascata de coagulacéo e geracédo de trombina, o fator mais
potente de agregacdo plaquetaria. A trombina aciona todos 0s mecanismos

anteriormente mencionados aumentando ainda mais a ativacao plaquetaria (50).

1.2.2. Hemostasia secundaria

Apés a etapa de hemostasia primaria, € necessaria a estabilizagdo do tampéo
plaquetario para interromper qualquer possivel sangramento. Esse processo
consiste em uma série de reacdes bioquimicas envolvendo proteinas denominadas
de fatores de coagulacdo. Essas interagcbes complexas culminam na conversédo de
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uma proteina solavel, o fibrinogénio, em uma proteina insolavel, a fibrina, que forma
a estrutura do coagulo. O modelo in vivo para a hemostasia secundaria enfatiza a
interacdo dos fatores da coagulacdo com superficies celulares especificas e sera
explicado de seguida.

1.2.2.1. Hemostasia secundaria in vivo: modelo baseado em superficies

celulares

O modelo de ativagdo em superficies celulares (Figura 1.8), amplamente
utilizado na atualidade (56), é dividido em trés fases: i) iniciagdo; ii) amplificacéo; iii)
propagacéo (57) ou estabilizacéo (58). Os intervenientes nestas fases sao fatores de
coagulacao, varias pro-enzimas que sao convertidas a enzimas ativas através de
outros fatores de coagulacdo e seus cofatores. A primeira fase inicia-se quando
ocorre um dano na vasculatura e as células subendoteliais como fibroblastos e
células do musculo liso ficam expostas a corrente sanguinea. Estas células
expressam a sua superficie o Fator Tecidual (TF), o cofator do Fator VII (FVII). ApGs
ligacdo do TF ao FVII ocorre uma clivagem proteolitica e o FVII é convertido em FVII
ativado (FVIla). A atividade do FVlla é dependente do TF, isto €, sem a sua ligacao,
o FVlla apresenta baixa atividade uma vez que apresenta um residuo de metionina
[156] que 0 mantém na sua conformacao de zimogénio (59). O complexo TF/FVlla é
responsavel pela conversdo do Fator IX (FIX) e Fator X (FX) em FIXa e em FXa.
Nesta fase sdo geradas baixas concentracdes de fatores de coagulacdo ativados.
Posteriormente, na superficie das plaquetas ativadas, ocorre a formacdo do
complexo protrombinase, constituido pelo FXa associado ao cofator Fator V ativado
(FVa) que culminara na conversao da protrombina a trombina (57) e liberacdo do
peptideo fragmento 1+2 da protrombina (Fi+2). Na fase de amplificacdo, como o
nome indica, a concentracdo dos fatores de coagulacdo aumenta substancialmente.
Uma vez que a trombina formada na fase de iniciacdo ndo € suficiente para a
formacdo de um coagulo estavel, existem varios "feedbacks" positivos responsaveis
pela ligacdo da trombina as plaquetas que aderiram ao local do dano que irdo
contribuir para a sua ativacdo. Essa trombina ativa o FV e o Fator VIII (FVIII) que
serve como cofator do complexo protrombinase e acelera a ativagao da protrombina
pelo FXa e do FXa pelo FIXa, respetivamente (57). Ao contrario da fase de iniciacao,
gue ocorre a superficie de células que expressam o TF, a ultima fase do modelo de

ativacdo em superficies celulares, a fase de propagacdo, ocorre em superficies
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contendo fosfolipideos procoagulantes, como as plaquetas ativadas. Nesta fase, 0s
fatores de coagulagéo ligam-se as membranas procoagulantes das plaquetas para
formacéo dos coagulos de fibrina. O Fator XI (FXI) converte FIX em FIXa que depois
se associa ao FVIII que foi clivado pela trombina. A trombina é também responsavel
pela ativacao do Fator XllII (FXIIl) que faz o "cross-linking" dos polimeros de fibrina
com ligagbes covalentes conferindo dessa forma estabilidade e elasticidade ao
tampédo de plaquetas. A trombina ainda ativa o TAFI (inibidor da fibrindlise ativado

pela trombina) que protege o codgulo do processo de fibrindlise (57).

Subendotélio

Endotélio (
Subendotélio

Figura 1.8 Cascata de coagulagdo modelo de ativagdo em superficies celulares. Apos

dano endotelial, o fator tecidual (TF) é exposto na corrente sanguinea e liga-se ao fator VI
(FVI), tornando-se fator VII ativado (FVIla). O complexo fator tecidual: fator VII ativado
(TF:FVlla) formado, permite a consequente ativagdo do fator X (FX) a fator X ativado (FXa)
e da protrombina. Ao mesmo tempo, pequenas quantidades geradas de trombina
(representada na figura por Flla) (fase de iniciagdo) alimentam o “feedback” ativando o fator
FXI (FXla) e fator IX (FIXa) na superficie das plaquetas. O FIXa vai ativar o FX e em
simultaneo, a trombina ir4 ativar o fator VIII (FVIII) (cofator do FIX) e fator V (FV) (cofator do
FX) iniciando a fase de amplificagdo o que aumenta drasticamente a atividade catalitica dos
FIX e FX. Por dltimo, a formacdo da trombina culminard na deposicdo da fibrina. Em
paralelo, os polifosfatos (Poli P) liberados pelos granulos densos das plaquetas ativadas

podem estimular adicionalmente a ativa¢éo dos fatores FXII, FV e FXI. Adaptado de (57).
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1.2.2.2. Ativacdo da hemostasia secundéria in vitro

E possivel avaliar laboratorialmente a coagulacdo sanguinea. Contudo, é
necessario o entendimento do primeiro modelo de coagulacdo proposto em 1964, o
modelo classico da cascata de coagulacdo. Este modelo é composto por trés vias: a
via intrinseca e a via extrinseca que convergem na via comum (Figura 1.9). A
denominagdo de via intrinseca esta relacionada ao fato dos seus constituintes
estarem presentes no sangue enquanto que no caso da via extrinseca, € necessario
um fator externo ao sangue, o TF, que provem do tecido extravascular (57).

Na via intrinseca, a ativacdo do FXIlI ocorre quando o sangue entra em contato
com uma superficie contendo cargas elétricas negativas. Tal processo é
denominado "ativacdo por contato" e requer ainda a presenca de outros
componentes do plasma, a pré-calicreina (uma serinoprotease) e cininogénio de alto
peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O FXlla ativa o FXI que, por sua vez,
ativa o FIXa. O FIXa, na presenca de FVllla e de ions calcio (complexo tenase),
ativa o FX da coagulacao (elemento da via comum) que juntamente com o FVa e
célcio, desencadeia a geracdo de trombina e, subsequentemente, formacdo de
fibrina (60).

Na via extrinseca, o FVII plasméatico é ativado na presenca de seu cofator, o TF,
formando o complexo FVIla/TF, responsavel pela ativacao do FX.

Na via comum, a protrombina é ativada pelo FXa (tanto pela via intrinseca como
pela via extrinseca) formando-se a trombina. A trombina converte fibrinogénio em
fibrina, mas também ativa o FXIII, responsavel pela polimerizacdo (“cross-linking”) da
fibrina (60).
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Figura 1.9 Modelo classico da cascata de coagulacéo.

Os disturbios da via intrinseca e extrinseca podem ser avaliados clinicamente,
através da medicdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e do tempo
de protrombina (PT), respectivamente (61). No primeiro teste, o plasma citratado é
incubado com um reagente contendo fosfolipidios e um ativador plasmatico, por
exemplo, silica, caulim, acido elagico, que ira ativar o FXIl da via intrinseca. Apés a
adicdo de célcio, faz-se a medicao do tempo de formacao do coagulo. Quanto maior
for esse tempo, maior serd o tempo necessario para converter a protrombina em
trombina e gerar a fibrina (Figura 1.10). Em relacdo ao PT, procede-se a adi¢do de
um excesso de TF e célcio ao plasma citratado e mede-se o tempo de coagulacao
do plasma (Figura 1.10). O PT estara aumentado em casos de deficiéncia de FVII,
FX, FV, protrombina e fibrinogénio, em individuos que fazem uso de anticoagulantes
ou apresentem doencas hepéticas e deficiéncia de vitamina K, pois a protrombina e

os FVII e FX sdo dependentes desta vitamina (62).
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Figura 1.10 Mecanismo de coagulacdo medido laboratorialmente através dos tempos

de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e de protrombina (PT).

1.2.3. Reguladores fisiologicos da coagulacao

O processo de coagulacdo sanguinea € extremamente complexo e
potencialmente danoso e por isso, altamente regulado em cada via de ativacéo.
Existem trés proteinas inibitérias principais que atuam como anticoagulantes
naturais: inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a antitrombina (AT) e o sistema da

proteina C.

1.2.3.1. Inibidor da via do fator tecidual

O TFPI é o inibidor primario do inicio do processo de coagulacdo e a sua
expressdo modula a gravidade de vérias doencas. Esta proteina € secretada pelo
endotélio e tem a capacidade de inibir o complexo TF-FVlla e o fator Xa. N&o
existem casos de pacientes com deficiéncia em TFPI o que parece indicar que uma

deficiencia homozigética deste regulador é uma condigéo letal (63). Camundongos
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"knockout" para TFPI tém um fendtipo letal com ativacdo descontrolada da
coagulacdo e com consumo exacerbado dos fatores citados anteriormente (64).

1.2.3.2. Antitrombina

A AT é o inibidor primario da trombina e também exerce um papel inibitério sobre
os fatores FXla, FXa e FIXa. A AT neutraliza a trombina formando um complexo
estequiométrico denominado de trombina-antitrombina (TAT). As concentracfes de
TAT refletem a geracdo de trombina e por esse motivo, a quantificacdo deste
complexo é utilizada como marcador de ativacdo de coagulacdo intravascular e
também no diagndstico de eventos tromboembdlicos (65).

O efeito da heparina como anticoagulante € o resultado da aceleracdo do efeito
da AT através de uma mudanca conformacional no seu centro reativo o que a torna
uma inibidora de coagulacdo muito mais eficiente (em concentracbes Otimas de
heparina, a atividade da AT pode aumentar 2000 a 4000 vezes). Concentracbes

baixas de AT estédo relacionadas com um risco aumentado de trombose (66).

1.2.3.3. Sistema da proteina C

A proteina C € uma glicoproteina plasmatica dependente de vitamina K com
capacidade anticoagulante, proé-fibrinolitica e anti-inflamatéria, responsavel pela
regulacdo da fase de propagacdo, ativada pela trombina ligada a proteina de
membrana endotelial, trombomodulina. Ap6s a sua ativacdo e conversao em
proteina C ativada (APC) ela atua, juntamente com os seus cofatores, a proteina S e
fosfolipideos, na degradacdo dos fatores FVa e FVllla (66). Uma molécula de
trombina tem a capacidade de ativar varias moléculas de proteina C, levando a um
efeito de amplificacdo na clivagem dos fatores FVa e FVllla. A proteina S é uma
glicoproteina dependente de vitamina K, cofator da APC e é sintetizada pelos
hepatdcitos e pelas células endoteliais (58). A baixa expressdo de APC, proteina S
ou mutacdes que provoquem resisténcia a APC (FV Leiden) estdo associadas a

riscos elevados de trombose (66).
1.2.4. Fibrindlise

A degradacdo de um coagulo é denominada de fibrindlise e pode ocorrer na

superficie do trombo contendo fibrina ou em células que expressam receptores
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profibrinoliticos (67). Apds a recuperacdo do dano no vaso sanguineo, o trombo
necessita ser lisado através de uma enzima denominada plasmina. A plasmina é
gerada através da conversdo do zimogénio plasminogénio que se encontra na
superficie do coagulo ou na superficie de células pelas serina proteases tPA
(ativador do plasminogénio tecidual) e uroquinase (uPA) (67). Desta protedlise
resultam produtos de degradacdo da fibrina (FDP), como o fibrinopéptido B e o D-
dimero que resultam da clivagem pela plasmina no sitio do fragmento D. O D-dimero
reflete a atividade da plasmina e é utilizado amplamente como marcador de
coagulacdo intravascular disseminada (DIC) (68), embolia pulmonar, trombose
venosa profunda(69) e trombose associada ao cancer (70).

O tPA é produzido e liberado pelas células endoteliais enquanto que a uPA é
sintetizada por mondcitos, macrofagos e pelo epitélio urinario (67). Ambas as
enzimas tém tempos de vida extremamente curtos (4 a 8 min) devido as altas
concentragbes dos seus inibidores, tais como o inibidor do ativador do
plasminogénio (Tipo 1) (PAI-1). A plasmina por sua vez também possui uma enzima
inibidora denominada de az-antiplasmina (a2-AP). O risco de uma potencial trombose
vascular depende, portanto, de um balanco entre a ativacdo do plasminogénio e a
atividade da plasmina e de todos os inibidores mencionados anteriormente na
circulacdo. A Figura 1.11 representa um esquema simplificado dos intervenientes no

processo de fibrindlise.

Ativadores de
plasminogénio

plasminogénio

Inibidores dos
I— ativadores de
—

Plasminogénio Plasmina

I— a,-antiplasmina

Produtos de
Fibrina N E— degradacao da
fibrina soluveis

Figura 1.11 Esquema simplificado do sistema fibrinolitico e seus intervenientes.
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ApOs ativacdo do plasminogénio pelos seus ativadores (tPA e uPA), a plasmina é
gerada. Os ativadores de plasminogénio por sua vez, sdo regulados pelo PA-1. A

atividade enzimatica da plasmina € inibida pela a2-antiplasmin (a2-AP) (66).

1.3. "Cross-talk” entre inflamagé&o e coagulagéo

InfecgBes graves causam, normalmente, alteracdes no equilibrio hemostatico.
Diferentes estudos demonstram que as citocinas pro-inflamatorias sao intervenientes
nesse desequilibrio uma vez que influenciam tanto as vias procoagulantes como as
vias anticoagulantes. O TF, desencadeador da coagulacdo, é super-expresso em
condicbes de inflamag&o aguda majoritariamente em mondcitos e células endoteliais
(71,72). As citocinas que tém a capacidade de aumentar a expressao do TF séo
TNF, IL-1B, IL-6, IFN-y e a quimiocina CCL2 (71,73).

Em um trabalho abordando endotoxemia, 0s autores injetaram pequenas
guantidades de lipopolissacarideo (LPS) (4 ng/kg) em individuos saudaveis e
coletaram o seu sangue entre 0,5- 24 h apds a o estimulo. Foi verificado um
aumento progressivo com pico entre as 3 e 4 h de cerca de 125 vezes da expresséo
MRNA TF/mondcito. Apos 24 h, os valores retomaram o nivel basal de expressao.
Vale ressaltar que as concentragdbes de TAT e Fi., acompanharam a cinética do TF
corroborando a ativacdo da coagulacéo (74). Por sua vez, a administracdo de TNF
recombinante (50 pyg/m? de &rea superficie corporal) em humanos sadios induziu a
ativacdo do fator X apos 45 min, seguida de uma ativacdo progressiva de
protrombina reflexo das altas quantidades de fragmento F1., durante 6-12 h (75). Do
mesmo modo, uma injecdo de IL-6 recombinante (150 ug/individuo) em pacientes
com cancer renal levou a um aumento significativo das concentracdes de TAT e Fi4,
no plasma (76). O bloqueio de IL-6 com um anticorpo monoclonal (30 mg/individuo)
em um modelo primata ndo humano de sepse, preveniu a indu¢do da coagulacéo
causada pelo LPS uma vez que diminuiu significativamente as concentracées do
Fi+2e TAT (77). Inesperadamente, o0 mesmo tratamento em humanos néo reduziu as
concentracfes desses marcadores nem do mRNA do TF (78). A IL-6 esta também
envolvida na trombogenicidade das plaquetas, uma vez que apés adicdo desta
citocina (15 pg/mL) em amostras de sangue total de individuos saudaveis, as
plaquetas ficaram em um estado de ativacdo exacerbado, com alteracdes
morfologicas formando pseuddpodes e agregados visualizados através de

microscopia eletrbnica de varredura (79). Contrariamente, citocinas anti-inflamatérias
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tais como TGF-B, IL-4, IL-10 e IL-13 diminuiram a expressdo de TF induzida por
varios estimulos incluindo LPS, TNF, IL-1, CCL2 e proteina C reativa (80-82).

Para além da interferéncia na ativacdo da cascata de coagulacdo, as citocinas
pré-inflamatérias também alteram 0s mecanismos anticoagulantes, como por
exemplo na via reguladora da APC. A disponibilidade desta proteina reguladora é de
suma importancia de forma a prevenir a formacdo excessiva de fibrina. Quando
primatas ndo humanos receberam injecéo letal de Escherichia coli (4x10*° unidades
de formacao de colonias de E. coli/ kg) e posteriormente uma infusdo de APC, foi
possivel prevenir o estado de hipercoagulabilidade e morte dos individuos. Todos os
primatas ndo humanos que receberam a injecdo de APC, tiveram concentracdes
superiores de fibrinogénio quando comparados com 0 grupo que nao recebeu o
tratamento, maior nimero de plaquetas e menor quantidade de Fj:,. Nenhum dos
individuos apresentou evidéncias de complicagcdes hemorragicas (83). Ja o bloqueio
desta proteina com um anticorpo monoclonal teve o efeito inverso conforme
esperado, exacerbou a letalidade a E coli sendo que as concentragfes subletais
(10% da concentracao letal) passaram a ser letais (83).

As plaquetas além de mediadoras da trombose, também intervém diretamente na
resposta imune. Elas sdo capazes de induzir respostas de fase aguda, uma vez que,
apos estimulo, ocorre o splicing do pré-mRNA de IL-1p3, tradugdo do mRNA em pro-
IL-18 e processamento da caspase-1, resultando na liberacdo da IL-1p funcional
pelas mesmas (84). Em modelo murinho de malaria cerebral, foi observada no inicio
da infeccao, a ativacdo das plaquetas e liberacédo de IL-1B, envolvida na produgéo
de proteina C reativa, proteinas do complemento, entre outras (85). Além disso, as
plaquetas também possuem receptores do tipo Toll (TLR), incluindo TLR1, TLR2,
TLR4, TLR6, TLR8, e TLR9. A sinalizacdo através desses receptores, leva a
ativacdo de plaquetas e tem um papel importante na trombose (86). As plaguetas
também estdo envolvidas na resposta imune adaptativa, nomeadamente ao nivel do
“trafficking” de linfécitos T, sua ativacdo e diferenciacdo. Um exemplo disso € a
expressdo de CD154 (CD40L) pelas plaquetas, molécula fundamental para ativacéao
de células dendriticas e aumento da expressao de moléculas co-estimulatérias e de
adesao, que aumentardo a apresentacao de antigenos (86).

Por dltimo, a inflamag&o também parece ter uma interagdo com a fibrinélise. Em
um estudo de 120 pacientes com tuberculose ativa, foi obtida uma forte correlagéo
entre a producdo de IFN-y e ativacdo da fibrinGlise, medida pela concentragdo de

FDP. Esses valores baixaram conforme os pacientes foram tratados (87). Infusao de
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TNF recombinante em individuos saudaveis inibiu a producdo de plasmina assim

como observado em humanos com endotoxemia (88).

1.4. Disturbios hemostaticos em doencas infecciosas

Modificacdes em diversos parametros relacionados com hemostasia primaria ou
secundéria podem apontar para uma manifestacao patoldgica, seja ela inflamatoria,
infecciosa ou ambas. Um desses inimeros casos € a infeccdo pelo virus da dengue
em humanos. Esta infeccdo pode apresentar uma forma moderada da doenca ou
uma forma mais grave, dengue hemorragica/sindrome do choque da dengue (89).
Pacientes com dengue hemorragica apresentam baixa quantidade de plaquetas no
sangue (trombocitopenia), prolongamento do aPTT e aumento de tPA na fase aguda
da doenca (89). Estes dados indicam a ativacdo da cascata de coagulacdo e da
fibrindlise (90). Na infeccdo pelo virus Ebola, também séo relatadas hemorragias em
18% dos casos (91), trombocitopenia (45%), aumento do hematdcrito (15%) e ainda
granulocitose (42%) (92). Resultados obtidos em modelo experimental de Ebola com
primatas ndo humanos, demonstraram expressdo aumentada de TF nos mondcitos
e macrofagos desses animais assim como maior quantidade de mRNA do TF nas
suas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (93). Pacientes com
infeccdes bacterianas, como é o caso da leptospirose, também podem apresentar
disturbios hemostaticos tais como trombocitopenia, anemia e leucocitose (94). Em
um estudo longitudinal com 52 pacientes infectados pela Leptospira, todos os
pacientes apresentaram prolongamento do PT, aumento do TAT, Fi.+, e D-dimero,
concentragfes reduzidas de proteinas anticoagulantes tais como AT e proteina C e
atividade aumentada de PAI-1. Estes parametros encontravam-se mais alterados
nos pacientes que foram a Obito. Além disso, cerca de 60% dos pacientes
apresentaram hemorragias (95).

Em relacdo as infeccbes parasitarias, a infeccdo pelo Plasmodium falciparum
causador da malaria tem como sintomas desorientacdo, sonoléncia, convulsées (no
caso da maléria cerebral), dificuldades respiratérias, disfuncdo hepéatica e alteracdes
hemostaticas com uma anemia grave e, por vezes, sangramentos anormais (96).
Nos casos mais graves e com maior mortalidade alguns pacientes (varia entre
menos de 10% a 25%) apresentam coagulagéo intravascular disseminada (DIC) com

qguadro de trombocitopenia, consumo de fatores de coagulagdo e disturbios na
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sintese dos mesmos (96). Na Tabela 1.1 sdo representados 0s mecanismos

patofisiol6gicos de coagulopatia em maléria causada pela espécie P. falciparum.

Tabela 1.1 Mecanismos patofisioldgicos de coagulopatia em malaria

Trombocitopenia

Ativacéo da coagulacéo

Desregulacéo da fibrinélise

Citocinas

Ativacao das células endoteliais

Diminuicdo do tempo de vida das plaguetas por
consumo ou destruicdo imune, aumento do seu
“uptake” pelo bago ou diminuicdo da sua producéao
pela medula (96—-98)

Aumento da expressdo de TF; diminuicdo das
concentracdes plasméticas de AT e aumento das
concentracdes de TAT (97)

Gravidade da doenca esta frequentemente
associada ao grau das alteracdes de coagulacdo e
em alguns estudos, ambos estédo correlacionados

com a parasitemia (96)

Altas concentracdes de PAI-1 e baixas de tPA,;
gquantidades elevadas de FDP (97)

Concentracbes séricas de TNF e IL-6 elevadas

antes do tratamento com antimalarico (96,97)

Identificacdo por imunohistoquimica de molécula
de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de
adesdo vascular-1 (VCAM-1), E-selectina, factor
inibitério de migracdo de macrofagos (MIF), 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), receptor de uPA e
TF no endotélio; aumento das concentragbes
plasmaticas de thrombomodulina e VWF e das
formas sollveis de moléculas de adesao sICAM-1,
sVCAM-1 e sE-selectina (96,97)

Caes naturalmente infectados com Leishmaniose canina podem exibir

manifestacbes hemorragicas tais como epistaxe e hematdria. Em um trabalho com

amostras de 33 caes naturalmente infectados, foram encontradas deficiéncias na

25



agregacdo plaquetaria em todos o0s grupos, oligossintomaticos (Grupo ),
sintoméaticos (Grupo Il) e fortemente sintoméaticos (Grupo Ill). Foi também observada
trombocitopenia no grupo Il e prolongamentos de aPTT nos Grupos Il e lll. Desta
forma, concluiu-se que as alteracfes na hemostasia primaria e secundaria estavam
diretamente relacionadas com o comprometimento clinico dos animais (99).

Pacientes infectados com o helminto Schistosoma mansoni podem apresentar
complicacdes clinicas associadas a alteracdes do sistema de coagulacdo e da
fibrindlise, tais como episddios de hemorragia digestiva, dano hepético e hipertenséo
portal (100). Dados de um estudo com 55 pacientes de Pernambuco revelaram uma
diminuicdo de 50% do numero de plaquetas e concentragBes significantemente
menores de FVII, proteina C e PAI-1 (um terco das concentragcbes do grupo
controle) quando comparados com os controles. Além disso, a quantidade de D-
dimero medida foi 2,2 vezes maior que a dos individuos saudaveis (100).

Estes achados demonstram que doencas causadas por agentes infecciosos
podem originar coagulopatias e consequentemente aumentar a morbidade destas

doencas.

1.5. Alteracdes hematoldgicas descritas em doenca de Chagas

Existem poucos trabalhos sobre hemostasia em DC, principalmente acerca da
hemostasia secundaria. Em relacdo aos hemogramas, € relatado um decréscimo no
namero de plaquetas tanto em humanos na fase aguda da doenca (34,101) quanto
em modelos experimentais (101-104). Essa trombocitopenia foi mais intensa em
camundongos infectados pela via intraperitoneal com cepa Y (DTU II) do que com
cepa CL (DTU VI) e reversivel quando os valores de parasitemia baixavam (54). Em
estudos de transmissdo vertical com ratos Wistar, ocorreram alteracdes
hematolégicas durante a fase aguda da DC (102). Dentre essas alteracbes
destacam-se  anemia, leucocitose  pronunciada, linfopenia,  neutrofilia,
trombocitopenia e hipoglicemia. Outro trabalho sugeriu um mecanismo para
trombocitopenia envolvendo a enzima transialidase do parasito que depleta o acido
sidlico das plaguetas induzindo uma remocéo acelerada das plaquetas o que resulta
na trombocitopenia (102). Estas altera¢cdes ao nivel das plaguetas sdo transientes e

sao prevenidas quando ocorre o tratamento com uma droga tripanocida (105).
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No que se refere ao estudo da coagulacdo, ndo existe nenhum trabalho em
modelo experimental nem com pacientes na fase aguda. Os poucos trabalhos da
literatura existentes abordam a fase crénica da DC (106-109). Herrera e seus
colaboradores nos seus primeiros estudos (106,107) observaram que pacientes
cronicos com poucas ou nenhumas limitacBes de atividade fisica, apresentavam
aumentos significativos de marcadores de trombose tais como F1+2, ATM, FDP e D-
dimero sugerindo a existéncia de um estado pré-trombético nesses pacientes. Mais
tarde, o mesmo grupo verificou que pacientes crénicos assintomaticos
apresentavam um estado inflamatério (com alta producéo de IL-6) e um estado pré-
trombdtico (maiores concentragbes de PAI-1, Fi., D-dimero e fibrinogénio). Um
outro estudo abordando hemostasia secundaria, comparou pacientes com
insuficiéncia cardiaca (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo <45%) nao
portadores da DC com pacientes com CCC (105). Os primeiros apresentaram
concentracgdes significativamente mais altas de fibrinogénio (343,2 mg/dl =+ 69,63 vs
315,0 mg/dl £ 70,41; p =0.02). Aléem disso, parametros da tromboelastografia
também estavam significativamente mais elevados nos pacientes com insuficiéncia
cardiaca. Deste modo, os autores afirmam que ndo existem evidéncias de um
estado pro-trombdtico nos pacientes portadores da DC quando comparados com

individuos cardiopatas néo portadores da DC (105).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, a transmisséo oral pelo T. cruzi representa a via preponderante de
infeccdo no Brasil e em outros paises da América Latina. Interessantemente, esta
rota de infeccdo apresenta, durante a fase aguda, sintomas distintos das vias de
transmissao vetorial, congénita e transfusional, tais como edema de face e membros
superiores e inferiores e, em alguns casos, manifestacfes hemorragicas e risco de

tromboembolismo.

O modelo experimental de infeccdo oral com a aplicacao do indculo do parasito
diretamente na cavidade oral dos animais se mostra mais proximo do que ocorre na
natureza e se encontra bem estabelecido pelo grupo. Nesse modelo foi demonstrada
a presenca de concentracdes elevadas de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF
e IFN-y no soro dos camundongos infectados pela via oral. Essas citocinas Thl
estdo envolvidas num intenso "crosstalk” com o sistema hematolégico uma vez que
durante a inflamac&o aguda, ocorre ativacdo da cascata de coagulacdo e alteracdes
nas vias anticoagulantes e de fibrindlise. Nao obstante, existem poucos estudos que
abordem esta via de infeccdo e mais especificamente, a interacdo entre o sistema
imunologico e hemostéatico na DC. Até ao momento, nao existe nenhum trabalho que

descreva esta interface durante a fase aguda da DC.

Desse modo, este estudo visa esclarecer se existem ou ndo disturbios
hematoldgicos durante a infeccéo oral e a relacdo das citocinas inflamatdérias com a
hemostasia no contexto DC para compreensdo da sua participacdo na patogénese

da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar alteracbes na hemostasia primaria e secundaria na fase aguda da DC
em modelo murino de transmissao oral e os mediadores inflamatérios envolvidos

NesSse pProcesso.

3.2. Objetivos especificos

i) Quantificar a presenca de tripomastigotas sanguineos em animais infectados pelo

T. cruzi por via oral durante a fase aguda;
i) Determinar o perfil de citocinas Thl, Th2 e Th17 apds infeccéo oral pelo T. cruzi;

iii) Analisar hemograma e avaliar a funcdo hemostatica das plaquetas dos

camundongos infectados pelo T. cruzi pela via oral;

iv) Estudar tempos de coagulacdo do plasma sanguineo e o perfil de expressao de

fatores de coagulacéo apos a infeccao oral;

v) Bloquear as vias de sinalizacdo de TNF e IL-6 e verificar os seus efeitos nos
testes hematoldgicos e suas consequéncias biolégicas em animais infectados pelo

T. cruzi por via oral,

vi) Avaliar as alteracdes hematoldgicas dos animais infectados em outra via de

inoculacéo (subcutanea) e comparar com via de infeccéo oral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e infeccao

Para a infeccao oral foram utilizados camundongos BALB/c machos com idade
entre 6 a 8 semanas. Os animais foram obtidos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos da Fundacéo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). O projeto foi realizado
sob licenca pela Comisséo de Etica de Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA) (L-
028/16). Para obtencédo das formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi (cepa
Tulahuén), foram infectados triatomineos (T. infestans) e coletadas as suas fezes
apos alimentacdo com sangue de camundongo (a cada 20 dias). As formas
tripomastigotas metaciclicas presentes na excreta foram contadas em camara de
Neubauer e posteriormente centrifugadas. Os animais foram oralmente infectados
com um in6culo de 5x10* formas tripomastigotas metaciclicas - volume final 50 L
de excreta. Antes da infec¢do, os animais foram mantidos sem agua e comida por
cerca 4 h e cerca de 15 min depois do inoculo. No caso da infeccdo pela via
subcutanea (SC), os animais foram inoculados na regido dorsal com 5x10*
tripomastigotas em 50 uL de meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, EUA) com 10%
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil).

4.2. Parasitemia e sobrevivéncia

A quantificagdo das formas tripomastigotas sanguineas foi feita isolando 5 uL de
sangue da porcéao distal da cauda de camundongos infectados e contando as formas
presentes em 50 campos entre lamina e laminula (18x18mm) utilizando o
microscopio Optico de campo claro (aumento 400x). O numero de parasitos/mL de
sangue foi calculado através do método de Pizzi-Brener e usando as seguintes

formulas:

f — <Alaminula> % 200

Acampo

Sendo f=Fator f, Aaminua = area da laminula e Acampo= area do campo

Parasitos/mL = (Sn_O) X f
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Sendo n o nimero de parasitos contados em 50 campos com um aumento de 400x.

A sobrevivéncia dos camundongos infectados foi determinada através da
observacéao diaria dos animais durante o periodo de infecgéo.

4.3. “Cytometric bead array” (CBA)

Para realizagcdo do CBA foram coletadas amostras de plasma citrado de
camundongos controle e infectados. As amostras foram armazenadas a -70°C até o
momento da analise. As concentra¢cfes de citocinas foram obtidas por citometria de
fluxo no citdbmetro FACSCanto Il utilizando o kit CBA Thl, Th2 e Th17 (BD, EUA) e 0
“software” “FCAP Array” (versédo 3.0) (BD, EUA) de acordo com as orientacdes do

fabricante.
4.4. Hemogramas e analises bioquimicas

As amostras de sangue total para exames hematolégicos foram coletadas por
puncédo cardiaca de camundongos infectados e colocadas em microtubos com
anticoagulante K2EDTA e invertidas 5 a 8 vezes logo apds a coleta do sangue,
evitando assim a formacdo de microcoagulos. As amostras foram entdo entregues
na Rede de Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz. A contagem foi feita utilizando um

analisador hematoldgico automatico Poch 100- iV DIFF (Sysmex, Kobe, Japao).

Para a realizacdo de andlises bioguimicas, mais especificamente, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina, fosfatase
alcalina e proteinas totais, 500 pL de sangue foram colocados em microtubos com
gel separador e apds coagulacdo da amostra (cerca de 10 min), procedeu-se a

centrifugacgéo (15009 por 10 min) e coleta do soro.

4.5. Quantificacao dos fatores de coagulacédo

As concentracbes dos Fatores V, VI, VIII e D-dimero no soro foram
determinadas com a utilizacdo de kits de ELISA especificos (Elabscience

Biotechnology, China) de acordo com as especificagdes do fabricante.
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4.6. Tempos de coagulacdo aPTT e PT

aPTT e TP foram medidos em um coaguldmetro STart® 4 stago (Diagnostica
Stago, EUA). No caso do aPTT, 50 pL de plasma murino citrado foram incubados
em cubetas apropriadas e colocados no coaguldémetro durante 2 min a 37°C. Depois,
adicionaram-se 50 yL do reagente aPTT pré-aquecido (STA® PTT; Diagnostica
Stago, Franca) e incubou-se por 2 min. De forma a comecar a reagao, foram
adicionados 50 pLde CaCl; (25 mM). No caso do PT, 50 yL de plasma foram
incubados durante 2 min a 37°C sendo adicionados posteriormente 100 uL do
reagente PT (NEO plastine CI plus; Diagnostica Stago, EUA). O tempo de formagéao
do coagulo foi analisado em triplicata.

4.7. Ensaio de sangramento da cauda

Os camundongos foram anestesiados com xilazina intramuscular (16 mg/kg)
(Syntec, Brasil) seguida de quetamina (100 mg/kg) (Syntec, Brasil). Apds 15 min
depois foram cortados 2 mm da sua cauda e esta foi imediatamente imersa em 40
mL de agua destilada pré-aquecida a 37°C. As amostras foram homogeneizadas e a
absorbancia a 540 nm foi determinada de forma a estimar o conteudo de
hemoglobina. Nao foi permitido que nenhum animal sangrasse mais do que 30 min.
A perda de sangue foi determinada como funcédo da concentracdo de hemoglobina

presente na agua (absorbancia a 540 nm).

4.8. Tratamento in vivo com anticorpos contra IL-6R e TNF

Camundongos dos grupos controle e infectados pela via oral foram tratados
intraperitonealmente com anticorpos monoclonais contra o receptor da interleucina-6
(IL-6R) (8mg/kg Tocilizumabe, Actemra®, Roche, Suica) ou uma proteina quimérica
contra TNF (0,83 mg/kg Etanercept Enbrel®, Wyeth Pharmaceuticals, EUA). Ambos
os tratamentos comecaram no 14 dpi. No caso do anticorpo contra IL-6R foram
aplicadas doses subsequentes a cada 48h, assim como no grupo controle de isotipo
(8mg/kg Chrompure IgG Jackson Immunoresearch Labs, EUA). Em relacdo a
proteina contra TNF, foi feito somente outro tratamento aos 18 dpi. Os grupos
controle receberam o mesmo volume de solugdo salina (100 pL) e na mesma

frequéncia de tratamento dos camundongos infectados.
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49. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 6, aplicando-se,
primeiramente, os testes de D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk para verificar se os
resultados seguiam uma distribuicdo Gaussiana. Foi aplicado um teste paramétrico
(one-way ANOVA com teste de comparacdo mdultipla de Tukey’s) quando os dados
seguiam esta distribuicdo. Caso as amostras se desviassem da distribuicdo
Gaussiana, foi aplicado um teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis com teste de
comparacdo mdltipla de Dunn’s). Valores P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Foram consideradas as seguintes hipéteses nula e

alternativa:

comparacao de animais néo infectados (NI) com grupo infectado pela via oral (Ol):
Ho, OI=NI; Hy, OI#NI.
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5. RESULTADOS

51. A producgéo de citocinas pro-inflamatérias ocorreu

concomitantemente ao aumento da parasitemia ap0s a infec¢éo oral

Com o objetivo de caracterizar o estabelecimento da infeccdo pelo T. cruzi pela
via oral, foram quantificadas as formas tripomastigotas sanguineas nos animais
infectados. Os parasitos circulantes foram detectados aos 10 dpi correspondendo ao
periodo pré-patente da infeccao e atingiram os seus valores mais altos entre os 21-
28 dpi (Figura 5.1). Ap6s os 28 dpi, a parasitemia decresceu até ndo serem
detectados mais parasitos, entre os 48-52 dpi dando inicio a fase cronica da
infeccdo. No decorrer da cinética ndo foram observados Obitos nos camundongos

oralmente infectados.
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Figura 5.1 Curva de parasitemia durante a fase aguda da infec¢cdo oral pelo T. cruzi.
Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10* tripomastigotas
metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. A parasitemia (média e erro padréo da
média) foi medida durante a fase aguda. Os parasitos foram contados em microscépio
Optico de campo claro e a parasitemia calculada pelo método de Pizzi-Brener. n: 7 dpi=21,
10 e 14 dpi=15, 18 dpi=18, 21 dpi=11, 23 dpi=6, 28 dpi=8; 36, 40, 42, 46, 48 e 53 dpi=4.

Posteriormente, avaliou-se se a infeccdo causava alteragdes transientes nas
concentracbes séricas de citocinas Thl, Th2 e Thl7. Como era esperado, 0S
animais oralmente infectados (Ol) apresentaram concentracbes elevadas de
citocinas pro-inflamatérias (Th1), no decorrer na infeccdo, quando comparados com
0s animais néo infectados, NI (Figura 5.2 A-C). Os resultados mais elevados foram

obtidos concomitantemente ao pico de parasitemia. No inicio da infec¢éo, entre os 3-
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7 dpi, ndo foram observadas diferengas significativas nas concentragbes destas
citocinas, o que coincide com o periodo em que a parasitemia nao foi detectada. Em
relacdo as citocinas anti-inflamatérias, IL-10 e IL-4 (Th2) ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparadas com os controles assim como IL-17
(Th17) (Figura 5.2 D-F).
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Figura 5.2 Quantificagcdo de citocinas durante a fase aguda da infeccdo oral pelo T.
cruzi. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10*
tripomastigotas metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. Durante a fase aguda da
infeccdo, foram coletados os soros dos animais NI e Ol e posteriormente quantificadas as
citocinas Thl, Th2 e Th1l7 através do método CBA. Os valores representam a mediana com
a amplitude interquartil para cada grupo/dias apés infeccdo (dpi) e sdo representativos de
dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados estatisticamente usando
o teste de Kruskal-Wallis com comparacdo multipla de Dunn. * 0,0001<p<0,05, # p<0,0001.
Diferengas significativas ndo representadas no grafico: TNF: 3,7 dpi # 21, 24 dpi; IFN-y: 3,7
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dpi # 14, 21, 24 dpi; IL-6: 3 dpi # 14 dpi e 7 dpi # 14, 21 dpi. n: NI=16; 3 e 28 dpi=9; 7, 14 e
21 dpi=14; 24 dpi=15.

5.2. A infeccédo oral pelo T. cruzi causa trombocitopenia e aumento de

sangramento nos camundongos

Foram analisados os hemogramas e parametros bioquimicos dos grupos NI e Ol
aos 7, 14, 21 e 28 dpi. Conforme demonstrado na Tabela 5.1, os animais Ol
apresentaram um numero de plaquetas significativamente mais baixo do que os NI
aos 14 e 21 dpi (775,4 + 62,54 x 10° e 840,8 + 83,74 x 10%L, respectivamente).
N&do foram observadas alteracbes significativas ao nivel dos eritrdcitos,
hemoglobina, hematdcrito e volume corpuscular médio. Além disso, os animais Ol

apresentaram leucocitose aos 21 e 28 dpi (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Hemogramas dos animais nao infectados (NI) e infectados oralmente (Ol)
aos 7, 14, 21 e 28 dpi

NI 7 14 21 28
Leucocitos  66+0,86  9,1+0,41 7,30,60 16+2,1* 18+1,4*
10% pL
Eritrocitos 9 8+0,27 11+0,20 9,5+0,21 9,1+0,27 10+0,46
10% pL
HMG 14+0,33 16+0,35 14+0,41 13+0,45 13+0,49
g/dL
VCM 52+0,97 52+0,42 49+0,47 530,35 49+0,69
flL
HMT 51+0,58 58+1,1 47+1,3 48+1,6 49+1,6

Plaquetas ~ 1195#81, 1313+101,
Os hemogramas foram obtidos utilizando um analisador hematolégico Poch 100- iV DIFF.

775,4+62,54* 840,8+83,74* 1282+17,44

Os valores representam a média e erro padrdo da média para cada grupo/dpi e sdo
representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados
estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparacéo multipla de Dunn (* # NI
e 0,0001<p<0,05. Diferencas significativas ndo representadas na tabela: Leucdcitos: 7, 14
dpi # 21, 28 dpi; Eritrécitos: 7 dpi # 21 dpi; HMG: 7 dpi # 21, 28 dpi; VCM: 14 dpi # 21, 28
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dpi; HMT: 7 dpi # 14, 21 dpi. n=5). HMG, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio;
HMT, hematocrito.

Uma vez que foi observado um decréscimo na contagem de plaquetas,
procedeu-se a um ensaio que visa avaliar a sua fungdo in vivo. O teste de
sangramento consiste no corte da cauda do camundongo, de forma a lesar apenas
pequenos vasos e verificar aspetos da hemostasia primaria. Na Figura 5.3 é possivel
observar que os animais Ol sangraram significativamente mais aos 21 dpi quando
comparados com os NI, ou seja, demoraram mais a formar o tampéo plaquetério.
Aos 28 dpi, o sangramento diminuiu, coincidindo com contagem de plaquetas no
hemograma semelhante a dos animais NI (Tabela 5.1).
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Figura 5.3 Ensaio de sangramento da cauda efetuado aos animais Nl e Ol 7, 14, 21 e 28
dpi. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10*
tripomastigotas metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. Foi medida absorbancia a
540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentracdo de hemoglobina. Os valores
representam a mediana com a amplitude interquartii para cada grupo/dpi e séo
representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados
estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparacdo mdaltipla de Dunn (*
0,0001<p<0,05, # p<0,0001).

O figado é um dos 6rgaos alvo para o parasito e responsavel pela sintese da

maioria dos fatores de coagulacdo. N&o se verificaram alteracdes significativas dos
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marcadores de dano hepético como ALT, bilirrubina, fosfatase alcalina e proteinas
totais (Figura 5.4 A, C-E) com excecao da AST que teve um aumento significativo
aos 21 dpi com a mediana abaixo do limite de referéncia para Mus musculus (110)
(Figura 5.4).
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Figura 5.4 Quantificacdo de parametros bioquimicos relacionados a dano hepético.
Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10” tripomastigotas
metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. Os soros dos animais obtidos apés

puncdo cardiaca foram analisados utilizando o equipamento Vitros 250. Os valores
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representam a mediana com a amplitude interquartii para cada grupo/dpi e séo
representativos de um experimento. A linha tracejada (- - -) corresponde ao valor maximo de
referéncia (110). Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste de
Kruskal-Wallis com comparacdo multipla de Dunn (* 0,0001<p<0,05). ALT, alanina
aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase.

5.3. Camundongos Ol apresentam sinais de coagulacdo intravascular

disseminada

A coagulacdo intravascular disseminada (DIC) envolve geracdo anormal e
excessiva de trombina e fibrina no sangue circulante. Durante o processo, ocorre
uma diminuicdo do numero de plaquetas e um perfil elevado de citocinas pré-
inflamatorias, fenbmenos observados no nosso modelo experimental de infeccao
oral. De forma a testar a hipotese da ocorréncia desta coagulopatia, foram coletados
plasmas de animais Ol e foram determinados os tempos de coagulacdo aPTT e PT
uma vez que em DIC, devido ao consumo de fatores de coagulacdo, os tempos de
coagulacao sofrem um aumento assim como os produtos de degradacéo da fibrina,
como € o caso do D-dimero. Como é possivel observar na Figura 5.5, a infeccéo
pelo T. cruzi resultou em um aumento do aPTT aos 21 dpi contudo néo afetou o PT.
Este fenbmeno € compativel com um desarranjo na via intrinseca da cascata de

coagulacado, uma vez que o aPTT avalia a atividade funcional desta via.
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Figura 5.5 Quantificacdo de aPTT e PT apo6s infeccéo oral pelo T. cruzi. Camundongos
machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10* tripomastigotas metaciclicos
derivados de excreta de T. infestans. Foram adicionados as amostras de plasma o0s

reagentes do ensaio aPTT e PT conforme descrito na secgao de “Material e métodos” e os
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tempos de coagulacdo foram posteriormente medidos em um coagulémetro. Os valores
representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dia apos infeccao e
sdo representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados
estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparagdo multipla de Dunn (*
0,0001<p<0,05).

Foram medidas também as concentra¢cfes dos fatores de coagulagéo, FV, FVII e
FVIIl (Figura 5.6). Verificou-se um aumento expressivo do FV aos 21 dpi e uma
diminuicdo significativa do FVII no mesmo dia, quando comparados com o0s NI
(Figura 5.6 A e B). Interessantemente, a quantificacdo de FVIII (Figura 5.6 C) aos 14
dpi sofreu uma queda significativa, com valores abaixo do limite de detecg&o do kit
para os animais Ol. Também se observaram alteragbes na concentracdo do D-
dimero, marcador da geracdo e degradacao de fibrina, sendo possivel detectar este
produto aos 14 e 21 dpi (Tabela 5.2).
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Figura 5.6 AlteracBes nas concentracfes séricas dos fatores de coagulacdo durante a
fase aguda da infeccdo oral pelo T. cruzi. (A) FV ; (B) FVII ; (C) FVIIl. Camundongos
machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10* tripomastigotas metaciclicos
derivados de excreta de T. infestans. Os soros dos animais foram obtidos ap0s puncao
cardiaca e utilizados para quantificacdo dos fatores de coagulagdo por ELISA. Os valores
representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dia apos infeccdo e
sdo representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados
estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparacdo mdultipla de Dunn (*

0,0001<p<0,05, # p<0,0001).
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Tabela 5.2 Quantificagdo do produto de degradacdo da fibrina D-dimero no soro
durante a fase aguda da infeccéo oral pelo T. cruzi

Grupo Animais com D-dimero (>0 ng/mL)
NI 0/6
7 dpi 0/5
14 dpi 3/6
21 dpi 2/6

Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x10* tripomastigotas
metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. O soro dos animais NI e Ol foi utilizado
para quantificacdo do D-dimero através de um ELISA. A média e erro padrdo da média nos
animais com valores detectaveis de D-dimero foram 25,7+7,6 e 45,1+11,0 ng/mL para 14 e
21 dpi, respectivamente.

5.4. Acitocina IL-6 é responsavel pelas alteracdes hematologicas durante
a infeccao oral pelo T. cruzi

Como demonstrado anteriormente, os camundongos Ol secretaram mais
citocinas pro-inflamatérias do que os animais NI, principalmente entre os dias 14-24
dpi (Figura 5.2). Dessa forma pretendeu-se testar a hipotese de que o bloqueio de
uma dessas citocinas reverteria as alteracdes hematoldgicas descritas devido ao
intenso "crosstalk” entre sistema imune e sistema hemostatico. Foram bloqueadas
as vias de sinalizacao das citocinas TNF e IL-6 utilizando para o efeito uma proteina
guimérica para bloqueio de TNF soltvel, Enbrel®, e um anticorpo monoclonal contra
o receptor de IL-6, Tocilizumabe/Actemra®. Ambos os tratamentos tiveram inicio aos
14 dpi (Figura 5.7 A). O tratamento com Enbrel® néo afetou a parasitemia conforme
ja tinha sido demonstrado pelo nosso grupo (Figura 5.7 B). Camundongos Ol
tratados com Enbrel® (OI+E) ndo apresentaram alteracbes no ensaio de

sangramento, aPTT e PT em relacédo aos Ol nao tratados (OI+V) (Figura 5.7 C- E).
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Figura 5.7 Tratamento com anticorpo contra TNF e alteraces hematoldgicas. (A)
Desenho experimental. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com
5x10* tripomastigotas metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. O tratamento com
Enbrel® teve inicio aos 14 dpi e foi efetuado novamente aos 18 dpi. (B) Parasitemia (média

e erro padréo da média) foi medida até aos 28 dpi. (C) Sangramento. A absorbancia foi
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medida a 540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentragédo de hemoglobina. (D)
aPTT e (E) PT. (D,E) Valores representam a média e erro padrdo da média para cada
grupo/ dpi e sédo representativos de dois experimentos independentes. NI+V: Animais ndo
infectados tratados com veiculo. Ol+V: Animais oralmente infectados tratados com veiculo.
NI+E: Grupo néo infectado e tratado com Enbrel®. OI+E: Grupo oralmente infectados e
tratados com Enbrel®. Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste
ANOVA com comparacado multipla de Tukey (* 0,0001<p<0,05).

Notavelmente, o bloqueio do IL-6R teve resultados distintos. Observou-se que 0s
animais tratados com o anticorpo contra IL-6R (OI+T) tiveram valores
significativamente mais baixos de sangramento e de aPTT quando comparados com
os OI+V e néo tiveram diferencas em relacdo aos camundongos NI tratados com
veiculo ou com Tocilizumabe (NI+V e NI+T) (Figura 5.8). Estes resultados sugerem
gue o bloqueio de IL-6R é capaz de atenuar as altera¢cdes no sistema hemostético
causadas pela infeccéo pelo T. cruzi enquanto que o bloqueio de TNF ndo consegue

reproduzir o mesmo efeito.
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Figura 5.8 Tratamento com anticorpo contra IL-6R e alteracdes hematoldgicas. (A)

Desenho experimental. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com
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5x10* tripomastigotas metaciclicos derivados de excreta de T. infestans. O tratamento com
Tocilizumabe ou com IgG teve inicio aos 14 dpi e foi efetuado a cada 48h. (B) Sangramento.
A absorbéncia foi medida a 540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentracdo de
hemoglobina. (C) aPTT e (D) PT. (B, C e D) Valores representam a média e erro padrdo da
média para cada grupo/dia apés infeccdo (dpi) e sdo representativos de dois experimentos
independentes. NI+V: Animais ndo infectados tratados com veiculo. OI+V: Animais
oralmente infectados tratados com veiculo. Ol+isotipo: Animais oralmente infectados
tratados com IgG. NI+T: Grupo ndo infectado e tratado com anticorpo contra IL-6R. OI+T:
Grupo oralmente infectados e tratados com anticorpo contra IL-6R. Os resultados foram
analisados estatisticamente usando o teste ANOVA com comparacdo multipla de Tukey (*
0,0001<p<0,05; # p<0,0001).

55. A infeccdo pela via subcutdnea também causa alteracdes

hemostaticas

Observou-se que a infeccéo oral promove alteracbes hemostaticas dependentes
da via de sinalizacdo de IL-6. Contudo, pretendeu-se verificar se essas mudancas
estariam relacionadas a via de transmissdo oral ou a presenca do parasito na
corrente sanguinea. Por esse motivo, camundongos foram infectados com o mesmo
inbculo (5x10* tripomastigotas) por uma via de inoculacdo parenteral, mais

especificamente pela via SC.

Estes resultados demonstraram que os distdrbios hematolégicos ndo sao
especificos da via de inoculagcdo oral uma vez que 0s animais SC também
apresentaram aumento significativo de aPTT, mas ndo de sangramento e PT (Figura
5.9). Diferentemente dos camundongos OI, as alteracbes nos animais SC
comecaram aos 14 dpi, previamente as alteracdes dos animais Ol (21 dpi). N&o
foram analisados pontos posteriores a 14 dpi, uma vez que todos 0s animais

morreram entre 15 e 16 dpi.
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Figura 5.9 Ensaios hemostaticos ap6s infec¢cdo subcutadnea pelo T. cruzi. (A)
Sangramento da cauda. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via
subcutanea com 5x10* tripomastigotas derivados de cultura. Foi medida absorbancia a 540
nm de forma a estimar a perda de sangue/concentracdo de hemoglobina. (B) aPTT (C) PT.
Os valores representam a média e erro padrdo da média para cada grupo/dia apos infec¢éo
(dpi). Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste ANOVA com

comparagdo multipla de Tukey (* 0,0001<p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No Brasil, a incidéncia da transmissdo oral da DC tem aumentado nos ultimos
anos, sendo a via preponderante no pais (representando aproximadamente 70% dos
casos) (3,16,17,27). Durante a fase aguda alguns pacientes apresentam sintomas
tais como edema de face e de membros inferiores, sinais hemorréagicos (epistaxe,
periodos menstruais mais intensos, petéquias) e ainda, risco de tromboembolismo
(3,34-36,111). Casos criticos que resultam em 0Obito dos pacientes estdo na maioria
das vezes relacionados a miocardite aguda e a manifestagces hemorragicas

digestivas graves (3).

Apesar de nédo existirem dados com pacientes na fase aguda da DC, foi
demonstrado que a infeccédo oral pelo T. cruzi em modelo experimental gera uma
resposta imune sistémica com elevadas concentracdes séricas de citocinas Thl, de
carater pro-inflamatorio, essenciais para o controle do parasitismo (39,112). Essas
mesmas citocinas, estdo envolvidas em um intenso “crosstalk” com o sistema
hemostatico, amplamente descrito na literatura (53,71,76,77,88,113-115). Desta
forma, é de grande interesse estudar a interacdo entre o sistema imunologico e o
sistema hemostatico no modelo infeccdo oral aguda para melhor compreender a

patogénese da doenca.

Neste trabalho, observou-se que os animais Ol secretaram concentracfes mais
altas de TNF, IL-6 e IFN-y do que os camundongos NI, mostrando que a infeccéo
oral desencadeia uma potente resposta pro-inflamatoria sistémica. Estes achados
sdo consistentes com estudos prévios onde foi mostrado que a cepa Tulahuén induz
producdo de TNF e IFN-y em camundongos BALB/c e C57BL/6 inoculados pela via
subcutanea (116) ou pela via oral (39). As quantidades elevadas de TNF também
estdo envolvidas no choque téxico observado em camundongos deficientes para IL-
10 infectados intraperitonealmente com 50 tripomastigotas sanguineos desta mesma
cepa (43) assim como nos danos cardiacos, hepaticos e esplénicos (39,117). Os
pacientes portadores da DC na fase crénica também apresentam concentracdes
mais elevadas de IL-6 e TNF-a quando comparados com individuos saudaveis
(108,118,119). Interessantemente, as citocinas proé-inflamatorias exercem efeito
sobre as vias de coagulagéo e de fibrindlise. O TF é fortemente induzido e expresso
na superficie de células endoteliais e mondcitos apds estimulos inflamatorios (72).

As citocinas com capacidade para induzir esta expressao sao TNF, IL-1pB, IL-6, IFN-y
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e a quimiocina CCL2 (71)(73). Quando individuos saudaveis foram sujeitos a
injecOes de doses baixas de LPS em um estudo de sepse, observou-se um aumento
do mRNA do TF de 125 vezes no sangue total (120). Nesse sentido, seria
interessante quantificar o MRNA do TF neste modelo de infec¢éo oral assim como o
TF circulante.

Ademais, o bloqueio de IL-6 com um anticorpo monoclonal em um modelo
experimental de primatas ndo humanos, preveniu a ativagdo da coagulacdo uma vez
gue ocorreu uma diminuicéo significativa do Fi:+, € do TAT (77). Contrariamente ao
gue era esperado, 0 mesmo tratamento em humanos saudaveis injetados com LPS
ndo originou resultados semelhantes, dado que o mMRNA do TF n&o sofreu
alteracbes nem as concentracdes plasmaticas de Fi.,, TAT e D-dimero (78). A IL-6
também esta relacionada a trombogenicidade das plagquetas uma vez que apés a
adicdo desta citocina a amostras de sangue de individuos sadios, ocorreu um
espalhamento e agregacdo das mesmas indicando um estado de ativacéo
exacerbada (77). Seria de extrema relevancia neste trabalho, proceder a uma
analise da funcionalidade das plaquetas nos animais infectados, verificar o seu
estado de ativacdo, quer através de analises morfologicas ou por ensaios de

ativacao/agregacao plaquetaria.

Também ja foi demonstrado que a infeccdo pelo T. cruzi causa anemia,
trombocitopenia e leucocitose na fase aguda da doenca (1,3,34,121). Em modelo
experimental, camundongos inoculados pelas vias intraperitoneal ou subcutanea
com diferentes cepas, também tiveram um decréscimo significativo no nimero de
plaquetas durante a fase aguda da infec¢éo (105,122). Os mecanismos moleculares
envolvidos ainda ndo sdo completamente conhecidos e estabelecidos, mas uma das
hipéteses é uma supressédo da hematopoese na medula 6ssea (105). Outros autores
defendem que a trombocitopenia se deve a um remocado acelerada das plaquetas
depois da deplecdo do seu acido sialico pela transialidase do parasito (104). Em
uma revisdo de 31 trabalhos publicados acerca de mudangcas hematologicas em
modelos experimentais de infeccdo pelo T. cruzi, 50% dos estudos reportaram
anemia (123). A anemia pode estar associada a perda de sangue, supressao da
hematopoese ou patologias da medula 6ssea (123). Apesar de nao terem sido
observadas alteracbes significativas nos hemogramas dos animais infectados
guando comparados com 0s controles, as concentragdes mais baixas de eritrécitos e

hemoglobina foram obtidas em 21 dpi, coincidindo com o maior sangramento. Varias
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hipoteses podem justificar esta diferenga: i) na revisdo foram analisados trabalhos
com diferentes espécies de animais e de cepas; ii) indculos distintos ; iii) nenhum
dos trabalhos da revisdo abordou a via de inoculacdo oral (123). Esta via ja& mostrou
ter bastante diferenca em relacdo a resposta imune, infectividade, parasitemia e
mortalidade quando comparada com vias sistémicas (IP) ou outras vias de mucosa
(IG) (119). Adicionalmente, numeros elevados de leucécitos também foram
observados no nosso estudo aos 21 e 28 dpi. Alteragcbes no numero de leucocitos
sdo frequentes em infeccbes virais, bacterianas ou por protozoarios (124). Este
resultado também j& foi descrito tanto em pacientes na fase aguda da DC como em
modelos experimentais (102,104,123,125,126). Na revisao anteriormente citada,
68.2% dos estudos considerados referiram leucocitose nos animais, entretanto o
trabalho n&o analisou diferencas nas contagens de plaquetas (123). Aos 21 dpi, 0
namero de plaquetas quantificado foi significativamente mais baixo nos animais Ol
guando comparado com os NI e além disso, observou-se um comprometimento da
fungcédo plaquetéaria pelo ensaio de sangramento de cauda. A trombocitopenia em
humanos com plaquetas funcionais raramente resulta em sintomas hemorragicos
com a excecdo de algumas hemorragias que apresentam risco de vida (127,128).
Em contraste, camundongos com trombocitopenia grave e inflamacao apresentam
hemorragias espontaneas em diferentes orgaos (129). Futuramente, pretendem-se
analisar histologicamente os pulmdes e outros 6rgdos dos animais OIl, a fim de

verificar a existéncia de hemorragias nesses 0rgaos.

Além das alteracdes de sangramento, também foram observadas alteracdes de
coagulacado, através do aumento do aPTT. Os resultados deste ensaio indicam
anomalias na via intrinseca da coagulacdo, mais especificamente, nos fatores
necessarios para a formacdo do ativador intrinseco da protrombina, ou seja, nos
fatores VIII, IX, XI e XII. Corroborando este resultado, foi observada uma diminuicao
significativa do FVIII aos 14 dpi e foi possivel detectar neste ponto e em 21 dpi, o
marcador de ativacdo da cascata e degradacdo da fibrina, o D-dimero. Todas as
alteracbes acima mencionadas, caracterizam a sindrome clinica da DIC. Esta
sindrome corresponde a um desarranjo da hemostasia relacionada a uma
inflamacao sistémica, sendo composta por trombose e hemorragia simultaneamente,
devido a liberacdo desregulada de trombina na circulacdo. Isso leva a formacéo de
microcoagulos disseminados na circulacdo, podendo ocasionar isquemia tecidual e

dano aos orgaos (130). Com efeito, 0 nosso grupo mostrou previamente a formacao
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de massas trombdéticas no figado dos camundongos Ol (39). Perante este quadro,
numa tentativa de recuperar a hemostasia, ocorre uma ativacdo exacerbada do
sistema fibrinolitico com producéo de plasmina, degradacao da fibrina e liberacdo do
D-dimero e outros fragmentos resultando em hemorragias (71). Pacientes com DIC
apresentam maiores quantidades de IL-6, sendo o aumento proporcional a
gravidade da doenca (114). Também foi observada uma alta concentracdo desta
citocina nos nossos animais Ol. Contudo, quanto é do nosso conhecimento, nao
existem relatos de DIC em DC. As manifestacdes da DIC incluem hemorragias
gastrointestinais (130) e de fato, ocorreram 0Obitos por este tipo de hemorragias no
surto de Navegantes, no Estado de Santa Catarina (3,17) e em um surto no Estado
do Paré& (36) ainda que a sua causa esteja mais associada a presenca de infiltrado

inflamatdrio contendo amastigotas nesses tecidos (114).

Com a finalidade de prevenir toda esta desregulacdo do sistema hemostatico,
testou-se a hipotese de que o bloqueio da sinalizacdo de IL-6 ou de TNF protegeria
ou minimizaria os disturbios hematologicos observados na fase aguda da infeccéo
oral pelo T. cruzi. No caso do bloqueio de IL-6R, observou-se uma reducéo
significativa no tempo de coagulacédo, aPTT e no sangramento sendo que em ambos
0S ensaios, os valores referentes aos animais Ol ndo diferiram dos NI. Uma vez que
o tratamento comecou aos 14 dpi, momento em que a resposta imune adaptativa ja
foi iniciada, o blogueio n&o interferiu no controle do parasitismo nos primeiros
momentos da infec¢do onde a IL-6 e outras citocinas pré-inflamatérias tém um papel
fundamental (39,112).

No entanto, o mesmo nado foi verificado relativamente ao tratamento com
anticorpo contra TNF, sugerindo que o TNF ndo esta a afetar diretamente os
disturbios hemostaticos decorrentes da DC experimental, diferentemente do que é
observado na endotoxemia experimental (77,115). Quando analisada a bula do
Enbrel® (131), é listada nas reac¢des incomuns (0,1% e 1% dos pacientes que
utilizam o medicamento) uma diminuicdo das plaquetas e nas reacdes raras (0,01%
e 0,1% dos pacientes que utilizam o medicamento), anemia, trombocitopenia e
leucopenia. Nao foram efetuados hemogramas dos animais tratados com o anticorpo
monoclonal mas aparentemente estas reacfes ndo ocorreram nos animais uma vez
gue os controles tratados com veiculo e controles tratados com Enbrel® nao
apresentaram diferencas significativas (Figura 5.7). Em relacdo ao

Tocilizumabe/Actemra®, € descrito que o tratamento causa redug¢do no numero de
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plaquetas (132). Esse fendmeno néo foi verificado uma vez que nao se realizaram
0os hemogramas dos animais tratados. Ainda assim, 0s animais controle tratados
com o anticorpo monoclonal contra IL-6R, n&o apresentaram diferencas
significativas dos animais controle tratados com veiculo. Pelo que, caso tenha
ocorrido a reducdo no numero de plaquetas, esta ndo influenciou o ensaio de

sangramento nem os tempos de coagulacao.

Com base nestes achados, podemos concluir que o bloqueio de IL-6R, durante a
fase aguda da infeccéo oral, foi capaz atenuar as alteracbes hemostéticas (Figura
6.1A). Este tratamento trouxe também beneficios em modelos experimentais de
outras patologias, tais como nefropatia diabética e desordens cognitivas
perioperatorias (133,134).

Vale ressaltar que n&o foram estudadas as vantagens e desvantagens da
intervencdo com o anticorpo monoclonal a longo prazo, mais precisamente, na fase

cronica da infecgéo.

Além disso, foi demonstrado que camundongos SC também apresentam
disturbios hematoldgicos, com prolongamento do aPTT aos 14 dpi anteriormente
animais OIl, com aumento significativo aos 21 dpi. Possivelmente, a maior
parasitemia, concentragfes de citocinas pro-inflamatorias mais altas aos 14 dpi e
maior taxa de mortalidade no modelo SC possam explicar esta diferenca. Desta
forma, ressalta-se que a presenca do parasito na corrente sanguinea induz
modificacdes no sistema hemostatico, ndo sendo este fendmeno caracteristico da
via de transmisséo oral. Varias hipéteses podem ser conjecturadas para explicar os
sintomas diferenciados (tais como sinais hemorragicos) nos pacientes infectados
pela via oral: “background” genético do hospedeiro e acesso ao tratamento,
considerando que a maioria dos surtos de infec¢do oral ocorrem no estado do Par3;
a variabilidade genética do parasito, isto €, diferentes DTUs podendo estar
correlacionadas com alteragcdes hematolégicas mais graves e inéculo, ainda que
seja extremamente dificil estimar a concentracdo de parasitos ingeridos na

ocorréncia de um surto.

Em suma, este trabalho mostra pela primeira vez que durante a fase aguda da
DC ocorre um distarbio hemostatico ligado a inflamacé&o sistémica principalmente a
IL-6, com: (i) diminuicdo do niumero de plaquetas, ndo estando esclarecido o motivo,

se por desregulacdo da megacariopese, remocao e/ou consumo exacerbado, ou
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todos os fenbmenos em conjunto; (ii) decréscimo nas concentragdes de FVIII aos 14
dpi mostrando um consumo deste fator; (iii) deteccdo de D-dimero indicando um
maior “turnover” da fibrina. Estas alteragcbes resultaram em aumentos no
sangramento dos animais e no tempo de coagulacdo aPTT sinais de coagulacéo
intravascular disseminada, uma coagulopatia de consumo associada a hemorragias
e trombos paralelamente (Figura 6.1B). Por ultimo, chama-se a atencdo para a
necessidade de vigilancia e avaliagdo do sistema hematoldgico dos pacientes
agudos infectados mesmo ndo sabendo se estes resultados sao transferiveis a

humanos.

A

< . Camundongo infectado
Camundongo nao Camundongo infectado oralmente pelo T. cruzi

infectado oralmente pelo T. cruzi + Anti-IL-6R

N N
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o . e | R '
P D-dimerg ! -~ !
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Figura 6.1 Infeccdo oral pelo T. cruzi resulta em anormalidades hematoldgicas ligadas
a uma inflamac&do sistémica. (A) Camundongos oralmente infectados apresentam
trombocitopenia, deple¢do do FVIII e valores aumentados de D-dimero relacionados com a
inflamacéo sistémica. O bloqueio de IL-6R foi capaz de restaurar a hemostasia nos animais
tratados. (B) Hipotese do trabalho: A infeccdo aguda pelo T. cruzi leva a um aumento da
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias em modelo experimental e hipoteticamente, em
humanos. A IL-6 est4 associada ao decréscimo de plaquetas, possivelmente devido a
distarbios na megacariopoiese, “clearance” de plaquetas e/ou consumo; redugdo da
concentracdo sérica de FVIII e quantidades altas de D-dimero devido ao “turnover’
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exacerbado da fibrina. No conjunto, estes processos levam ao aumento do sangramento e
do aPTT, sinais de coagulacdo intravascular disseminada que tem como sintomas
hemorragias e microtrombos, que ja foram previamente reportados na DC aguda
(3,34,39,111).

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho demonstrou, pela primeira vez, que a infeccéo oral pelo T.
cruzi promoveu um desequilibrio hemostatico relacionado a inflamacgéao sistémica. O
grupo Ol apresentou um decréscimo no numero de plaquetas, aumento de
sangramento e aumento do tempo de coagulacdo aPTT, em paralelo com a alta
parasitemia. O bloqueio da via de sinalizacdo de IL-6 preveniu estas modificacdes,
contrariamente ao uso do anticorpo contra TNF.

Camundongos infectados pela via SC também apresentaram prolongamento do
tempo de coagulagdo, em momentos anteriores aos animais Ol, ndo sendo este
fendmeno especifico da via de transmissao oral.

Como perspectiva pretende-se fazer uma avaliacdo dos megacariocitos em
varios orgdos (medula, baco, figado e pulmao) e da sua contribuicdo para a
trombocitopenia observada de forma a entender se a infeccéo oral pelo T. cruzi esta
associada a anormalidades na megacariopoese. Além disso, pretende-se verificar
até que grau os resultados obtidos no nosso modelo experimental mimetizam a DC
aguda por transmissdo oral em humanos analisando mediadores inflamatorios e
parametros hematoldgicos nas amostras dos portadores da enfermidade, projeto em

colaboracédo com grupos do norte do pais.
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Oral transmission of Trypancsoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is
presently the most important route of infection in Brazilian Amazon. Other South
American countries have also reporied outbreaks of acute Chagas disease associated
with food consumption. A conspicuous feature of this route of transmission is presenting
symptoms such as facial and lower limbs edema, in some cases bleeding manifestations
and risk of thromboembolism are evident. Notwithstanding, studies that address this
route of infection are largely lacking regarding its pathogenesis and, more specifically,
the crosstalk between immune and hemostatic systems. Here, BALB/c mice were
orally infected with metacyclic trypomastigotes of 7. cruzi Tulahuén strain and used
to evaluate the cytokine response, primary and secondary hemostasis during acute
T. cruzi infection. When compared with control uninfected animals, orally infected mice
presented higher pro-inflammatory cytokine (TNF-a, IFN-y, and IL-6) serum levels. The
highest concentrations were obtained concomitantly to the increase of parasitemia,
between 14 and 28 days post-infection (dpi). Blood counts in the oral infected
group revealed concomitant leukocytosis and thrombocytopenia, the latter resulting in
increased bleeding at 21 dpi. Hematological changes paralleled with prolonged activated
partial thromboplastin time, Factor VIl consumption and increased D-dimer levels,
suggest that oral T cruzi infection relies on disseminated intravascular coagulation.
Remarkably, blockade of the IL-6 receptor blunted hematological abnormalities, revealing
a critical role of IL-6 in the course of oral infection. These results unravel that acute T. cruzi
oral infection results in significant alterations in the hemostatic system and indicates the
relevance of the crosstalk between inflammation and hemostasis in this parasitic disease.

Key ds: Chagas di oral
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INTRODUCTION

The hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi is the causative
agent of Chagas disease or American trypanosomiasis which is
transmitted primarily through contact with feces of triatomine
insects after biting (1). Transmission can also occur through
blood transfusion (2), organ transplantation (3), congenitally
(vertical transmission) (4), laboratory accidents (5) and by
ingestion of contaminated food/juices (6, 7). Currently, oral
infection is the most frequent route of transmission in Brazil
and other Latin American countries (7-9). Mortality rates in
these orally infected patients are higher (8-35%) when compared
with the classical vectorial transmission (<5-10%) (10). The
acute phase of the disease is a critical period often accompanied
by non-specific clinical symptoms, such as fever, asthenia, face
and limb edema, headache, myalgia, and others. Minor bleeding
manifestations, most commonly from nose, skin petechiae, or
bruising, are apparent in some patients with oral acute Chagas
disease (ACD) and occasionally, risk of thromboembolism is
reported and digestive bleeding may cause death (7, 11-13).
These clinical/hematological signs have a frequency of 4.9% in
orally-transmitted ACD outbreaks (14), although higher values
were described in some cases (12, 13). Moreover, the association
between anemia and thrombocytopenia in the ACD was already
envisioned by Carlos Chagas in 1909 (1).

The knowledge of immunological events that occur
during ACD are mainly based on studies using murine
models. Trypanosoma cruzi experimental infection leads to
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) activation
in macrophages and dendritic cells with IL-12 secretion.
Furthermore, synthesis of interferon-y (IFN-y), tumor necrosis
factor-o (TNF-u), and nitric oxide (NO) by macrophages
contributes to parasite clearance (15). In a mouse model of
T. cruzi oral infection with the Tulahuén strain, it was shown
that the major source of TNF in infected tissues are macrophages
and high levels of this cytokine are associated to cardiac, hepatic
and spleen injuries as well as toxic shock in infected BALB/c
(16, 17). IL-6 is also involved in host protective response since
IL-6-/- mice presented 3-fold higher parasitemia and died earlier
than wild-type T. cruzi infected animals, by the subcutaneous
route (18). Interestingly, Thl cytokines are involved in an
intense crosstalk between immune and hemostatic systems.
Acute inflammation, as a response of an infection can modulate
the systemic activation of the coagulation cascade and impair
physiological anticoagulant pathways (19-22).

Tissue factor (TF), the integral transmembrane protein that
initiates coagulation, is strongly induced by pro-inflammatory
cytokines and C reactive protein on monocytes, fibroblasts and
endothelial cells surface allowing further interaction with factor
VII to form the complex TF-factor-VIla, ultimately resulting in
fibrin formation (19, 23). Under normal conditions, cells in direct
contact with circulating blood do not express physiologically
active TF (24). The traditional coagulation cascade includes
intrinsic and extrinsic pathways that lead to the activation
of different coagulation factors converging at the activation
of factor X to factor Xa. Factor Xa forms a complex with
factor Va to activate prothrombin into thrombin. Thrombin

then converts fibrinogen to a fibrin network forming the
clot (22).

Baboons lethally challenged with Escherichia coli and infused
with recombinant antithrombin (protease inhibitor of thrombin
and factor Xa) at high concentrations, had lower IL-6 and IL-
8 plasma levels and the mortality was markedly reduced (25).
Furthermore, blockade of IL-6 with a monoclonal antibody, in a
primate model of sepsis, attenuated the LPS-induced coagulation
(26). This effect was independent of TNE since abrogation of
this cytokine with recombinant TNF receptor IgG fusion protein
or a neutralizing TNF antibody in healthy humans or LPS
injected chimpanzees had no effect in coagulation activation
(26, 27). To the best of our knowledge, there are no studies
focusing on the inflammatory and hematological crosstalk as well
as their mechanisms in oral ACD. The few studies addressing
this interaction in Chagas disease in literature focus on chronic
T. cruzi infection and have controversial results regarding
the existence of a prothrombotic status in T. cruzi-infected
patients (28-30).

Here, by using a pre-established mouse model of oral ACD,
we demonstrate that infection leads to a decrease in platelet
count, increased bleeding and coagulation time, mainly in the
peak of parasitemia. Importantly, circulating IL-6 levels seem to
be involved in these hematological changes during oral T. cruzi
infection. This information may help elucidating the mechanism
of oral ACD pathogenesis and provide an additional view on the
interaction between inflaimmation and coagulation in the context
of infectious diseases.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Infection

Male BALB/c mice were obtained from ICTB Oswaldo Cruz
Foundation animal facilities (Brazil) and maintained in SPF
conditions. Mice (6-8 weeks old) were infected via oral cavity
by pipetting 50 all of excreta into their mouth with 5 x 104
T. cruzi insect-vector (Triatoma infestans)-derived metacyclic
forms (Tulahuén strain, TcVI). A different group of mice received
the same number of trypomastigotes by the subcutaneous route
(SC) after a single inoculation in the dorsal region. Before the
infection, mice were maintained starving 4h and at least 15 min
after inoculation.

Ethics Statement

This study was performed in strict accordance with the
recommendations in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Brazlian National Council of
Animal Experimentation and the Federal Law 11.794 (10/2008).
The Institutional Ethics Committee for Animal Research of
the Oswaldo Cruz Foundation (CEUA-FIOCRUZ, License: L-
028/2016) approved all the procedures used in this study.

Parasitemia

Parasitemia was detected at different dpi by counting
trypomastigotes in 5 pL of tail blood and parasite number
was calculated using the Pizzi-Brener method.
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Cytometric Bead Array (CBA)

Mice were anesthetized, bled by cardiac puncture and euthanized
by exsanguination at 3, 7, 14, 21, 24, and 28 dpi. Each bleeding
point represents one mouse. To measure IL-6, IFN-y, and TNF-a
cytokines in the serum, we used the BD Mouse Th1/Th2/Th17
Cytokine CBA kit (BD Biosciences, USA). The assays were
performed according to manufacturer’s instructions. Sera were
stored frozen at —70°C until used.

Blood Cell Analysis

The mice were anesthetized and blood was collected into EDTA
BD microteiner® tube by cardiac puncture. Blood cell count
was automatically determined using the Poch 100- iV DIFF
hematology analyzer (Sysmex, Japan).

Clotting Assays and Measurements of

Coagulation Factors

Activated  Partial Thromboplastin = Time (aPTT) and
Prothrombin time (PT) were evaluated on a STart 4
stagocoagulometer (DiagnosticaStago, USA). For the aPTT,
plasma (50 pL) was incubated in the coagulometer for 5min
at 37°C. Then, 50 pL of pre-warmed aPTT reagent (STA PTT;
DiagnosticaStago, France) was added and further incubated for
2min CaCl, (50 pL at 25 mM) was added to start reactions.
For determining the PT, plasma (50 pL) was incubated in the
coagulometer for 5 min at 37°C. Then, 100 pL of the PT reagent
(NEOplastine CI plus; DiagnosticaStago, France) was added.
Time for clot formation was recorded in duplicates.

Serum levels of coagulation factors (FV, FVII, FVIII, and
APC) and D-dimer were determined using commercial enzyme
linked immunoabsorbent assay (ELISA) kits according to
manufacturer’s protocol (ElabScience Biotechnology, China).

Tail Bleeding Assay

Bleeding propensity was evaluated as previously described
(31). Mice were anesthetized with intramuscular xylazin (16
mg/kg) and ketamine (100 mg/kg). After 15min, the distal
2mm segment of the tail was removed and immediately
immersed in 40mL distilled water warmed to 37°C during
exactly 30 min. The samples were properly homogenized and the
absorbance was determined at 540 nm in order to estimate the
hemoglobin content.

Anti-IL6R and Anti-TNF Treatment

Orally infected BALB/c mice were treated intraperitoneally
with a monoclonal antibody against the interleukin-6
receptor (IL-6R) (8 mg/kg, Tocilizumab, Actemra®, Roche,
Switzerland), IgG control antibody (8 mg'kg, chrompure
IgG Jackson Immunoresearch Labs, USA) or with a chimeric
anti-TNF protein (0.83 mg/Kg, Ftanercept Enbrel®, Wyeth
Pharmaceuticals, USA). The treatment began at the 14 dpi with
48h subsequent doses in the case of anti-IL-6R antibody or
IgG control antibody and with another dose at 18 dpi for the
anti-TNF reagent. The control group received normal saline
solution at the same volume (100 pL) and frequency as described
for orally infected mice.

- o=
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FIGURE 1 | Parasitemia development. Male BALB/z mice were infected with 5
% 104 insect-derived metacyclic forms of T, cruz within the oral cavity.
Parasiternia {mean and SEM) was assessed duning the acute phase and is
expressed as parasites per milliliter. Parastes wers counted by ight
microscopy and parasitemnia calculated by the Pizzi-Brener methed. n: ¥ dpi =
21,10, and 14 dpi =15, 18 dpi= 18, 21 dpi = 11,23 dpi= 6, 2B dpi = &;
36, 40, 42, 48, 48, and 53 = 4. The total number of animals in each time point
was obtained from different experiments.

Statistical Analysis

Data were subjected to the D’Agostino-Pearson normality test
to determine whether they were sampled from a Gaussian
distribution. If a Gaussian model of sampling was fulfilled,
parametric test (one-way ANOVA with Tukeys multiple
comparison test) was used. If the samples deviated from a
Gaussian distribution, non-parametric test (Kruskal-Wallis with
Dunn’s multiple comparison test) was applied. All statistical
analysis was done in GraphPad Prism 6 (GraphPad Software

Inc.). P = 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Increased Pro-inflammatory Cytokine
Secretion Parallels Parasitemia Elevation
in Acute T. cruzi Oral Infection

‘We initially determined the parasitemia of BALB/c mice orally
infected (O1) with 5 x 10¢ T. cruzi metacyclic trypomastigotes.
As shown in Figure 1, circulating parasites were first detected
at 10 dpi. Furthermore, the animals showed higher numbers of
parasites between 21 and 28 dpi. We next evaluated if T. cruzi
infection caused transient changes in serum concentrations of
pro-inflammatory cytokines. Accordingly, OI animals presented
increased levels of TNF (Figure 2A), IFN-y (Figure 2B) and
IL-6 (Figure 2C) when compared with non-infected animals
(NI). During 14-24 dpi, all cytokines exhibited high levels
concomitantly to the increased numbers of circulating parasites
(Figure 1). In contrast, there were no statistically significant
differences in concentrations of TNE IFN-y, and IL-6 in the
initial stages of infection (3-7 dpi), when parasitemia is not
detected. Statistically significant differences in the Th2 and Th17
cytokine levels were not detected (Figure S51).
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A TNF

c IL-6

FIGURE 2 | Serumn cytokine levels during oral acute T. cruz infiection. Male BALB/c mice were infected with 5 = 104 insect-derived metacyclic forms of T, cruzi within
the oral cavity. In the course of the acute infection, serum was isolated and levels of TNF (A), IFN-y (B). and IL-6 (C) were quantified in non-infected (NI) and infected
mice by the CBA method. Values represent the median with interquartile range for each group/day post-infection and are representative of two independent
expernments. Results were analyzed using Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparnisons test ("0.0001 < p = 0.05, #p = 0.0001). Significant differences not
displayed in the graph: TNF: 3, 7 dpi# 21, 24 dpi; IFN-y: 3, 7 dpi s 14,21, 24 dpi; IL-6: 3 dpi & 14 dpieTdpi# 14, 21 dpi. n:NI=16;3e28dpi=97, 148 21
dpi=14; 24 dpi=15.n: Nl = 18; 3and 28 dpi = 9; 7, 14, and 21 dpi = 14; 24 dpi = 15.

B IFN-y

Mice Orally Infected With T. cruzi Exhibit
Signs of Disseminated Intravascular
Coagulation, Including Thrombocytopenia

and Increased Bleeding

We analyzed several hematological parameters in NI and OI
mice on 7, 14, 21, and 28 dpi. As shown in Table 1, OI
induced thrombocytopenia. On day 14 and 21, the platelet
counts were 775.4 (+62.54) x 103fu]_ and 840.8 (£ 83.74) x
10*/p.L for infected mice, respectively. There were no significant
changes in red blood cell count, hemoglobin concentration,
hematocrit and mean corpuscular volume when compared to NI
In addition, orally infected mice exhibited leukocytosis on 21 and
28 dpi (Table 1).

In order to evaluate the impact of acute infection-induced
thrombocytopenia, the tail transection method was employed to
evaluate the bleeding tendency. As seen in Figure 3A, Ol mice
showed a marked increase in bleeding at 21 dpi when compared
with the NI counterparts.

The elevated pro-inflammatory cytokine profile concomitant
with the decrease in platelet count suggests that oral infection

TABLE 1 | Blood counts of non-infected (NI} and orally T cruzi infected (O} mice.

NI 7 14 21 28
WBC 664086 014L041 73L060 1621 18414
RBC 984027 114£020 9854021  04+027 10 £ 0.46
HGE 141022 16+ 035 14 £ 041 13 £ 045 124040
MCY 524007 524042 404047 534035 494060
HMT  51+058  58+11 47413 4E+16 49+16
BLT 1105 £ 8171 133 L101.0 775.4 £ 62.54* B40.8 L 83.74* 1280 & 17.44

Blood caills were msasured on the Poch 100- i DIFF hematology analyzer. Values are
presented as mean + SEM for each group/day post-infaction and are reprassntative of
two indepsndent axperiments. Resulfs wers analyzed using the Kruskal-Wailis with Dunn's
multipls comparisons test 7 £ M and 0.0007< p < (.05 Significant differences nof
displayed in the graph: WIBC: 7, 14 doi £ 27, 28 dpi: RBC: 7 dpi £ 21 dpi: HGE: 7 dpi
# 21, 28 dpi; MCV: 14 dpi £ 21, 28 dpi; HMT: 7 dipi £ 14, 21 dpi. n = 5). HGB, total
hemogiobin (gfdL); HMT, hematocrt; MCV, mean corpuscular valume (fL); PLT, numbar
of plataiats (10° calls/ul ); RBC, number of red biood calfs (10° calis/ul ); WBG, numbar
of whita binod calls (10° calls/ul ).

may course with disseminated intravascular coagulation. In order
to test this hypothesis, plasma from mice were collected and used
for determination of ex vivo aPTT and PT coagulation tests. Oral
infection with T. cruzi prolonged the aPTT (Figure 3B) but did
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FIGURE 3 | Bleeding from the tail of BALE/c mice and ex wivo PT and aPTT measurements duning oral infection. Male BALB/c mice were infected with 5 x 104
insect-derved metacyclic forms of T. cruzi (Tulahuén strain) within oral cavity. (A) Bleeding was caused by a tail fransection in NI, 7, 14, and 21 dpi Ol mice.
Absorbance at 540 nm {hemoglobin concentration) was used to estimate blood loss. (B) NI or Ol plasma samples were obtained by cardiac puncture followed by
addition of aFTT or PT reagent as described in the “Methods” section. Clotting time was estimated using a coagulometer. (A,B) Values represent the median with
interquartile range for each groupd/day post-infection and are representative of two independent experments. Results were analyzed using the Kruskal-Wallis with
Dunn's multiple comparisons test ("0.0001 = p < 0.05, #p < 0.0001).

TABLE 2 | Serum contents of D-dimer during acute phase of oral T cnuz infection.

Group Mice with D-dimer=0 ng/mL
NI 08
T dpi 05
14 dpi 38
21 dpi 218

Mala BAI Bfc mice wars infocfod with 5 x 10% insect-derived metacycic forms of T
cruzi within the oral cavify. NI or OF sera were obfained by cardiac puncture and used
to measure levals of D-dimer by ELISA. The mean and SEM of animals with detectabla
levals of D-dimer wara 25.7 £+ 7.58 and 45.7 £ 71.0 for 14 and 21 dipi, raspectival.

not affect the PT (data not show). This is compatible with a
derangement in the intrinsic pathway of the coagulation cascade.
Comparison of the coagulation factor levels between NI and
OI showed statistically significant differences for FV, FVII, and
EVIII (Figure S2) with a consumption of FVIII at 14 dpi. D-
Dimer, a fibrin degradation product that marks fibrin generation,
degradation and reflects the turnover of the coagulation system,
was also measured in NI and Ol The concentration of this
biomarker was detected on 14 and 21 dpi in OI (Table 2).

Blocking of IL-6 Signaling Prevents
Hematological Changes in the Murine

Model of T. cruzi Oral Infection

Oral infected mice had higher pro-inflammatory cytokine serum
levels, especially between 14 and 24 dpi (Figure 2). Therefore,
we hypothesized that blockade of IL-6R or soluble TNF could
attenuate hemostatic changes observed in OI mice. To test
this hypothesis, we treated Ol mice with Tocilizumab (T), a
monoclonal antibody that targets IL-6 signaling by competing
for IL-6R (Figure 4A) or with a quimeric anti-TNF protein,

etanercept (Enbrel®) ( Figure S3A). Both treatments started
at 14 dpi. Treated OI mice group (OI+T) had a significant
drop in bleeding compared with vehicle alone (saline) OI+V
(Figure 4B). Moreover, OI+T had lower aPTT than OI4V and
Ol+isotype and showed no significant differences between non-
infected controls (NI4+V or NI+T) (Figure 4C). In contrast,
values recorded for aPTT and bleeding assays remained unaltered
after anti-TNF treatment (Figures S3B,C). These results suggest
that blocking the IL-6R attenuates changes in the hemostatic
system under T. cruzi oral infection whereas TNF blockade did
not influence those alterations.

Hematological Disturbances Are Also

Observed in Subcutaneously Infected Mice
Orally infected mice showed hemostatic alterations in the acute
phase. However, we wondered whether these changes were
related to the oral transmission or with T. cruzi presence in the
bloodstream. To answer this point, mice were infected with the
same inoculum by the SC route. As demonstrated in Figure 5,
SC infected mice also showed a significant increase in aPTT
(Figure 5B) but not in bleeding tendency or PT (Figures 5A,C).
Unlike OI mice, changes in aPTT of SC animals started at 14 dpi,
prior to changes in Ol animals (21 dpi).

At the SC route, infection killed all animals between 15
and 16 dpi.

DISCUSSION

Previous studies indicate a relationship between inflammation
and coagulation in infection (20, 21). Some patients with oral
ACD present symptoms related to hemostatic alterations such
as facial and lower limbs edema, minor bleeding manifestations,
most commeonly from nose, skin petechiae or bruising and risk
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FIGURE 4 | Experimental design, coagulation test sPTT and tail bleeding assay in NI+, Ol+V, Ol+izotype, NI4T and Cl4T mice. (A) Male BALE/c mice were
infected with 5 = 104 insect-derived metacyclic forms of T. cruzr (Tulahuén strain) within the oral cavity. Anti-ILER or lgG treatment began after 14 dpi and was
performed in each 48 h. (B) Bleeding was caused by a tail transection in NI4Vighicle (NI+V), Ol+V, Ol+isotype, Ni+treatment (NI4+T) and Cl+T. Absorbance at 540 nm
(hemoglobin concentration) was used to estimate blood loss. (C) NI+, Ol+V, Oltisotype, NI4T and Ol4+T plasma were obtained by cardiac puncture followed by
addition of the aPTT reagent as described in the “Methods™ section. Clotting time was estimated using a coagulometer. (B,G) Values are presented as mean + SEM

for each group/day post-infecton and are representative of three independent expenments. Results were analyzed using one way ANOVA with Tukey's multiple

comparisons test ("0.0001 < p = 0.05; #p < 0.0001).

of thromboembolism (7, 11-13) indicating the need of exploring
the crosstalk between immune and hemostatic systems. In the
present study, we examined if the systemic inflammation led to
hemostatic abnormalities in oral ACD and how blocking of IL-6
signaling pathway can modulate these changes.

We found that OI mice had significantly higher TNE IL-6, and
IFN-y circulating levels than controls, thus demonstrating that
T. cruzi infection leads to a potent pro-inflammatory systemic
response. This is consistent with previous data showing that
Tulahuén strain of T. cruzi induces TNF and IFN-y production
in BALB/c and C57BL/é6 following subcutaneous (32) or OI (16).
Moreover, high levels of TNF are involved in the toxic shock
seen in IL-10-deficient mice infected intraperitoneally with 50
blood trypomastigotes of the Tulahuén strain of T. cruzi (33) as
well as in cardiac, hepatic and spleen injury (16, 17). IFN-y and
IL-6 control parasite multiplication and confers host resistance
(18, 34, 35). Furthermore, chronic patients with Chagas disease
have elevated circulating levels of IL-6 when compared to healthy
individuals (29, 36).

Interestingly, proinflammatory cytokines play a central role
in the differential effects upon the coagulation and fibrinolysis

pathways. TF is strongly induced after inflammatory stimuli
mainly on monocytes and endothelial cells (23). Cytokines that
have the ability to increase TF expression are TNE IL-1p, IL-
6, [FN-y and the chemokine CCL2 (19, 37). Injection of low
doses of LPS in healthy volunteers induced endotoxemia and
TF mRNA had a 125-fold increase in whole blood cells (38).
Blocking IL-6 with a monoclonal antibody in a primate model
of sepsis, largely prevented LPS-induced coagulation activation
once decreased significantly levels of prothrombin fragment 142
(F14-2) and thrombin-antithrombin complex (26). Contrarily,
the same treatment in humans did not reduce LPS-induced
TF mRNA or plasma concentrations of the same markers
of coagulation activation showing that results obtained from
primates may not automatically be transferable into humans. IL-
6 is also involved in platelet thrombogenicity, once after addition
of this cytokine to whole blood samples of healthy individuals,
a marked spreading and clumping of the platelets was induced
indicating an hyper-activation state (39).

Although the coagulation alterations mentioned above have
been demonstrated to occur in vivo as a general response to pro-
inflammatory stimuli, it is likely that other hematological changes
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FIGURE 5 | Bleeding from the tail and ex vivo PT and aPTT measurements of BALB/c mice during subcutaneous infection. Male BALEB/c mice were subcutaneously
infected with 5 x 10% culture-derived T. cruzi trypomastigotes (Tulahuén strain). (A) Bleeding was caused by a tail transection in NI, 7 and 14 dpi SC mice.
Absorbance at 540 nm (hemoglobin concentration) was used to estimate blood loss. (B,C) Nl or SC plasma samples were cbtained by cardiac punciure followed by
addition of aPTT or PT reagent. Clotting time was estimated using a coagulometer. (A=C) Values are presented as mean + SEM for each group/day post-infection and
are representative of one experment. Results were analyzed using one way ANOVA with Tukey's multiple comparisons test ("0.0001 = p = 0.05).

may occur. Trypanosoma cruzi infection in humans is associated
with anemia, thrombocytopenia and leukocytosis, mainly during
the acute phase of disease (I, 40). Studies in inoculated
mice with different T. cruzi strains also revealed anemia and
thrombocytopenia during the acute phase of infection (41, 42).
The mechanisms underlying these changes in blood count are not
fully understood, but bone marrow suppression in hemopoiesis
may be involved (42). In a second vein, the parasite trans-
sialidase may induce the accelerated clearance of the platelets
after depleting their sialic acid content that could lead to the
thrombocytopenia observed during ACD (43). In a review of 31
published studies concerning hematological alterations in non-
human hosts infected with T. cruzi (44), half of the studies
reported anemia. However, we did not find significant changes
in the erythrogram. An explanation could be the different route
of inoculation.

Additionally, increased numbers of leukocytes were observed
on 21 and 28 dpi. This alteration is also described in
patients and in animal models (44-47). At 21 dpi, when

platelet counts were still significantly lower, the normal platelet
plug formation was affected as ascertained by tail bleeding
assay. Notwithstanding, thrombocytopenia in humans with
functional platelets generally does not induce or induces
only minor bleeding symptoms, with the exception of life-
threatening hemorrhages (48, 49). By contrast, mice with severe
thrombocytopenia and inflammation resulted in spontaneous
hemorrhage in different organs (50). Also at 21 dpi, beyond
reduction in platelet plug formation, coagulation changes were
seen with increased aPTT. Interestingly, production of D-dimer
was evaluated and was detected at 14 and 21 dpi and FVIII levels
were very low at 14 dpi.

Taken together, the disturbances mentioned above
characterize the clinical syndrome of disseminated intravascular
coagulation (DIC). This syndrome corresponds to a derangement
of hemostasis with hemorrhage being the most common
presentation consisting of widespread production of thrombin,
which in turn leads to microvascular thrombosis, organ
failure, and a consumptive coagulopathy related to a systemic
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FIGURE € | Trypanosoma cruzi oral infection causes hemostatic derangement linked to a systemic inflammation. (A) Tnypanosoma cruzi orally infected mice have
thrombocytopenia, Factor Vil depletion and increased D-dimer levels, linked to a systemic inflammation. Blocking of IL-8 signaling restores normal hemostasis.

(B) Hypothesis: Acute T cnuzi infection leads to increase of pro-inflammatory cytokines. IL-6 is associated with a decrease with platelet count, possibly due to
megakaryopoiesis disturbances, platelet clearance and/or consumption; reduction in serumn FVIII levels and high levels of D-dimer related to fibrin turmover. Altogether
these processes are involved in the increase of bleeding tendency and aPTT, signs of dizseminated intravascular coagulation that leads to microhemarhages and
microthrombi as previously reparted (7, 13, 16).

inflammation (19). In fact, we previously showed formation T. cruzi DTUs (named as Tcl to TcVI) correlated with
of thrombotic masses in the liver of Ol mice (16). Patients more severe hematological changes. Tcl, Tcll, Telll, TclV,
with DIC have higher IL-6 levels with the cytokine increase and TcVI genotypes had been reported in oral outbreaks
being paralleled by the severity of the disease (51). Therefore, we  (52-54) even though in the Brazilian Amazon prevails Tcl
hypothesized that blockade of the IL-6 signaling would protector ~ (55) and in this study we used Tulahuén strain (TcVI).
minimize the hematological disturbances observed at 21 dpi. Yet,  Ultimately, if there is any dysregulation of megakaryopoiesis
there was an impressive reduction in inflammation associated leading to thrombocytopenia, changes in platelet clearance or
changes comprising significant reduction in coagulation time,  consumption, deep alterations in fibrinolytic system remains
aPTT and bleeding time. Both did not differ from control levels.  undetermined (Figure 6B).

However, anti-TNF treatment did not change these parameters, In conclusion, we show for the first time that oral
suggesting that TNF is not affecting directly the coagulation ~ ACD promotes a hemostatic derangement linked to systemic
cascade, as observed in sepsis (26, 27). inflammation. This process is associated to low platelet count,

Thus, based on these early findings, targeting the immune  bleeding and increased coagulation time, in parallel with high
system, more specifically IL-6R, during the acute phase of oral ~ parasitemia. Blocking IL-6 signaling pathway ameliorates all
infection, can prevent a hemostatic derangement (Figure 6A).  these changes. Our studies open a new paradigm of looking to
Since any long-term benefits and liabilities of the intervention  the hemostatic system when evaluating a patient infected with
still remain uncertain, it will be interesting to explore whether ~ T. cruzi and suggest that translation of these results may be
long-term benefits are also gained in our model of T. cruzi  possible in the near future.
oral infection.

This study instigates many questions to explore. The
hematological disturbances also develop in a parenteral ETHICS STATEMENT
route of transmission such as subcutaneously, suggesting
that inflammatory response to parasite presence in the This study was carried out in accordance with the
blood triggers this process. Moreover, whether there is  recommendations of the Guide for the Care and Use of
an influence of the genetic variability of the parasite, i.e, Laboratory Animals of the Brazilian National Council of
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