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Frequentemente, os estudos de infecgdo oral consideram a inoculagdo de
patégenos pelas vias intragastrica (IG) e na cavidade oral (I0) como similares, no
entanto a inoculagdo |0 assemelha-se mais com a transmissdo na natureza.
Atualmente no Brasil, a transmissado oral da doenca de Chagas, causada pelo
Trypanosoma cruzi, consiste em 70-80% dos casos, representando um problema de
saude publica. Dados prévios demonstraram que a infecgdo 10 apresenta um perfil
distinto da |G, promovendo maior infectividade, parasitemia e mortalidade.
Paralelamente, a listeriose, causada pela Listeria monocytogenes, € transmitida
oralmente e esta entre as doengas por ingestdo de alimentos que mais causam
mortes. Vale ressaltar que ainda ha uma caréncia de estudos relacionados a
fisiopatologia e a resposta imune apds infeccdo pela via oral em modelos
experimentais. Neste trabalho, foram abordados dois modelos de infec¢ao oral: pelo
T. cruzi e por L. monocytogenes. Camundongos infectados e tratados com hidroxido
de magnésio apresentaram resultados similares aos nao tratados, sugerindo que as
diferencas observadas previamente entre |G e IO ndo estavam associadas a um
efeito deletério do pH gastrico. A analise histopatolégica do figado demonstrou que
IO apresentou infiltrado inflamatério mais extenso e maiores niveis atividade sérica
ase enzimas hepaticas ALT e AST que IG. Tanto no figado como no coragao foram
observadas morte celular pela marcagdo de TUNEL e presenca de colageno pela
coloragcdo de Picro Sirius. A Analise de RT-PCR do tecido cardiaco confirmou a
maior expressao génica de TNF-a, IFN-y, assim como IL-10 no tecido do grupo 10
comparado ao IG. Imunomarcagdes revelaram que os macrofagos s&o a principal
fonte tecidual de TNF-a, sendo a mortalidade do grupo IO associada aos elevados
niveis séricos de TNF-a, uma vez que o seu bloqueio aumentou a sobrevivéncia dos
animais infectados oralmente pelo T. cruzi. Em relagdo a infeccdo com L.
monocytogenes, em até 20h apods a infecgéo oral, os dados sugerem uma detecgéo
preferencial de CFU da bactéria expressando OVA nos linfonodos mandibulares
(mandLNs). Além disso, as analises por citometria de fluxo foram sugestivas de que
os estagios iniciais da ativagcado de células OVA-especificas ocorrem nesse tecido.
Também foi estabelecida a cirurgia para exposicdo dos mandLNs e visualizag&o
intravital da migracao de células especificas por microscopia de dois fétons. Nossos
dados demonstraram que a passagem do patdgeno pela a cavidade oral inflencia a
parasitemia, mortalidade, comprometimento de érgaos alvo e perfil de citocinas, e os
elevados niveis de TNF-a observados apés a infecgcédo oral estdo associados a alta
mortalidade. Além disso, os dados sugerem que ha um direcionamento inicial do
patogeno para os mandLNs, onde ocorre preferencialmente a ativagdo da resposta
de células T CD8 antigeno-especificas.
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Frequently, oral infection studies consider pathogen inoculation through intragastric
(IG) and into the oral cavity (I0) as similar, although, the entrance in the mouth is
more similar to the natural transmission. Currently, oral transmission of Chagas
disease, caused by Trypanosoma cruzi, consists 70-80% of cases in Brazil and
represents a public health problem. Previous data demonstrated that 10 presents a
distinct profile from 1G, promoting higher infectivity, parasitemia and mortality. In
parallel, listeriosis, caused by Listeria monocytogenes, is primarily transmitted via
oral route and is among the deadliest foodborne diseases. Nevertheless, significant
studies on the pathophysiology and immune response using these different models
of oral infection are largely lacking. This work addresses two oral infection models:
by T. cruzi and by L. monocytogenes. Mice infected by T. cruzi and treated with
magnesium hydroxide presented similar results compared to untreated, suggesting
that the differences previously observed between 10 and IG were not associated to a
deleterious effect of gastric pH. Liver histopathological analysis demonstrated more
extensive inflammatory infiltrates and higher serum activity of hepatic enzymes ALT
and AST in 10 than IG. Both liver and heart presented cell death by TUNEL staining
and collagen deposition by Picro Sirius. RT-PCR from heart tissue confirmed higher
TNF-a, IFN-y and IL-10 gene expression in IO compared to |G. Immunostainings
revealed macrophages as the major tissue source of TNF-a. Furthermore, 10
mortality was associated to elevated TNF-a serum levels, since its blockage
enhanced mice survival of T. cruzi infected mice. Concerning L. monocytogenes
infection, in 20 h after oral infection, data suggest a preferential detection of bacteria
CFU in mandibular lymph nodes (mandLN). Besides, flow cytometry analysis
suggested that the initial stages of specific-cells activation were more relevant in
these mandLN. Moreover, the surgery of these lymph nodes for twophoton intravital
imaging of antigen-specific immune cells migration was established. Our data have
demonstrated that pathogen entrance through the oral cavity affects parasitemia,
mortality, target organs commitment and cytokines profile, still high TNF-a serum
levels were associated with high mortality. The results also suggest that there is a
initial pathogen tropism to mandLN, where preferentially occurs activation of antigen-
specific CD8 T cells.
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1 INTRODUGAO

1.1 Imunobiologia da mucosa

O sistema imune de mucosa é dividido em sitios indutores e efetores. Os
indutores da mucosa sao os linfodos drenantes e as estruturas organizadas do
tecido linfoide associado a mucosa (MALT, “mucosa-associated lymphoid tissue”),
sendo o tecido linfoide associado ao intestino (GALT, “gut-associated lymphoid
tissue”) o maior e melhor caracterizado. Os sitios efetores sdo a Iamina prépria e 0

epitélio intestinal com os linfécitos intraepiteliais da mucosa (1) (Figura 1.1).

Sitio indutor de mucosa Sitio efetor de mucosa
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Figura 1.1 Organizagao do sistema immune de mucosa.

Sitios indutores de mucosa correspondem aos tecidos linfoides regionais associados a mucosa
(“Mucosa-associated lymphoid tissue”, MALT) e os linfonodos drenantes. O MALT é composto por
foliculos de células B e células M associadas ao epitélio que sdo capazes de transportar ativamente
antigenos provenientes do meio externo. Esses antigenos podem ser capturados por células
apresentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas (DC), macréfagos, linfocitos B e células
dendriticas foliculares (FDC) localizados na submucosa. Esses antigenos também podem ser
capturados diretamente de sitios efetores por células dendriticas intra- ou subepiteliais, que migram
para linfonodos drenantes regionais, onde APC ativadas s&o capazes de estimular linfocitos T para
uma resposta imune efetora (exemplificado pela mucosa nasal no centro). Linfécitos T e B virgens
entram no MALT e linfonodos através das vénulas de endotélio alto (“High endothelial venules”,
HEVs). Apo6s ativados, linfocitos T e B de memodria e efetores migram para o sangue periférico e
subssequentemente para os sitios efetores de mucosa (exemplificado pela mucosa intestinal a
direita). Esse processo € direcionado por moléculas de adesdo vascular e quimiocinas, e as células

endoteliais exercem funcao de controle dessa barreira. A [dmina propria intestinal contém linfécitos B
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e plasmécitos que expressam IgM, IgA e IgG. Além disso, também ha geragdo de IgA e IgM
secretadas (slgA e slgM) via transporte epitelial mediado por receptor de Ig polimérico também
conhecido como componente secretor membranar (SC), assim como através de passagem
paracelular de pequenas quantidades (linha pontilhada). A distribuicdo de linfécitos intraepiteliais
(principalmente T CD8 af8 e yd) também é representada, assim como os detalhes da regido de células

M (canto inferior esquerdo). Adaptado de (1).

1.1.1 Mucosa intestinal

Frequentemente, trabalhos relacionados a tolerancia oral ou infecgdes
oralmente transmitidas abordam a resposta imune na mucosa intestinal. A superficie
mucosa intestinal apresenta uma barreira que consiste nas células epiteliais,
produtos das células caliciformes (glicoproteinas, mucinas formadoras de gel,
peptideos da familia trefoil e RELM-B) e peptideos antimicrobianos (defensinas e
catelicidinas) (1). Os sitios indutores dessa mucosa gastrointestinal sdo o GALT
(placas de Peyer, foliculos linfoides isolados e apéndice) e os linfonodos
mesentéricos (MLN). Estes fazem parte do sistema imune intestinal, no entanto ngo
sdo considerados GALT, uma vez que nao captam antigeno diretamente da mucosa
(1-3).

As placas de Peyer (PP), por definicao original, consistem em agregados de
pelo menos 5 foliculos linfoides de células B podendo variar até mais de 200 em
humanos (4, 5), com areas interfoliculares organizadas, onde localizam-se as células
T, e um acumulo de células linfoides e ndo-linfoides intercaladas na regido do domo
que se projeta para o lumen intestinal. Além disso, ndo apresentam vasos linfaticos

aferentes (5, 6).

Em humanos, as PP estido presentes antes do nascimento e podem ser
encontradas ndo sé no ileo, mas também em menor numero no jejuno (4, 7).
Também nos demais mamiferos, as PPs no ileo terminal sdo diferentes em estrutura
e fungdo daquelas localizadas no jejuno e sao equivalentes a Bursa de Fabricius das
aves, local em que ocorre a diferenciacdo e formacgao do repertério de linfécitos B
(8). Estas desaparecem com a idade e podem ser consideradas 6rgéos linfoides

primarios, enquanto que em humanos persistem por toda a vida no jejuno (6).

A captura de antigeno e transporte para a estrutura linfoide é realizada no

epitélio associado ao foliculo (FAE, “follicle-associated epithelium”) pelas células M
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(9, 10). Vale ressaltar que essa fungéo é regulada por receptores do tipo Toll (TLR,
“Toll-like receptor”). A ativagdo de TLR-2 e ligantes de TLR-4, como o LPS,
aumentam a func&o das células M (11). Além disso, DCs presentes na superficie da
mucosa sao capazes de captar antigenos do lumen intestinal (12, 13). Vasos
linfaticos eferentes levam linfocitos, DCs e macréfagos para os linfonodos
mesentéricos (6). Em camundongos, as DCs em contato com bactérias da
microbiota nas PPs normalmente ndo migram para os mLNs, restringindo a resposta
de anticorpos ao sistema imune de mucosa. Ao contrario, em humanos, baixos
niveis de anticorpos sistémicos contra essas bactérias sao observados. As células T
quando ativadas nos mLNs rapidamente apresentam propriedades que as
direcionam para o intestino (1).

Em camundongos, também existem estruturas chamadas criptoplacas, que
originalmente sdo aglomerados de precursores linfoides negativos para marcador de
linhagens hematopéticas, c-kit® (70%); DCs, células estromais expressando a
molécula de adesdo VCAM-1 e alguns linfocitos T e B. Podem originar foliculos
linfoides isolados (terciarios), onde ha produg&o primaria e secundaria de slgA (6).

Nas criptas intestinais, dentre outros tipos celulares, localizam-se as células
de Paneth que produzem uma diversidade de peptideos antimicrobianos (lisozima,
PLA2, a-defensinas entéricas, peptideos relacionados a criptidina e angiogenina 4).
Essas células também participam da imunidade inata, uma que produzem esses
peptideos em resposta a exposi¢cdo a produtos bacterianos e sua interacdo com
receptores TLR, como TLR 1-3 e 5-9 (14, 15).

A migragcdo de células linfoides ativadas para a lamina propria intestinal
depende de altos niveis de expressao de asp7 (na auséncia de CD62L) que permite
a interagao das células circulantes com MAdCAM-1 expresso na regiao das células
epiteliais da lamina prépria. O fenoétipo asB7"9" é predominantemente induzido em
células T e B antigeno-especificas em sangue periférico, apds imunizagédo entérica
(oral) em humanos (16). Estudos em modelos murinos sugerem que o tropismo para
o intestino delgado direcionado por a437 e CCR9 combinado com baixa expresséo
de CD62L é induzido em células T por DCs nas PPs e mLNs (17). No intestino
grosso, esta integrina € acompanhada pela quimiocina CCL28/MEC o que contribui
para atragdo de linfoblastos slgA* CCR10M9", Juntamente com CD44, essa integrina

contribui para retengao de células efetoras na lamina propria. A migragao de células
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T e B para este sitio efetor e retengcao no local parece ser mediada pela quimiocina
CCL25/TECK, que €& produzida pelo epitélio da cripta e interage com CCR9 em

humanos e camundongos (18).

A tolerancia oral é extremamente importante, uma vez que a mucosa do trato
gastrointestinal representa um local de contato constante com antigenos, seja da
alimentagao, ou da microbiota (19). O GALT apresenta papel fisiolégico frente a
esses antigenos, de forma que essa exposig¢ao diaria ndo resulte em resposta imune
indesejada, e na protecdo do organismo contra patdgenos. O sistema imune
intestinal, com seus sitios indutores e efetores participam desse microambiente
tolerogénico. Varios mecanismos de tolerancia oral sdo conhecidos, e um dos
determinantes € a dose do antigeno. Baixas doses induzem células Treg, enquanto
altas doses induzem anergia ou deplegéo (20). O intestino é uma fonte rica de TGF-
B, que atua como fator de troca de classe para IgA, principal classe encontrada no
intestino. As células epiteliais intestinais produzem tanto TGF-B como IL-10, que
induzem células Trec (21, 22). Especificamente, a indugdo de Trec no intestino
envolve as DCs, que apresentam propriedades que também resultam na indugao
destas células via TGF-B e acido retinoico (23). Além disso, macréfagos séo
estimulados a produzir TGF-B apds captura de células epiteliais ou T apoptdticas
devido a exposigao a altas doses de antigenos. A drenagem venosa intestinal para o
sistema porta parece ser crucial na indugdo da tolerancia oral, uma vez que seu
bloqueio prejudica a indugao de tolerancia a ovalbumina (24). Vale ressaltar que o
figado também participa da indugéo da tolerancia oral, para onde os antigenos (altas
doses) sao rapidamente direcionados e processados por células dendriticas
plasmocitoides que induzem anergia/deplecdo e Trec (20, 24, 25). As células
endoteliais sinusoidais e as células de Kupffer no figado também podem atuar como

células apresentadoras de antigeno (APC) e induzir tolerancia (26).

1.1.2 Mucosa oral

Diferente do intestino que € essencialmente um epitélio colunar simples, a
mucosa oral é principalmente formada de epitélio estratificado escamoso. Dessa
forma, achados relacionados ao intestino ndo necessariamente podem ser aplicados
a boca. Além disso, a cavidade oral apresenta uma diversidade de tipos de epitélio:

queratinizado no dorso da lingua e palato; ndo queratinizado na mucosa bucal
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(superficie restante da cavidade oral, como a regido da bochecha); finas camadas

ricas em células de Langerhans na regiao sublingual (27).

A mucosa atua como barreira fisica e abriga diferentes tipos celulares da
imunidade inata, como macrofagos, DCs, células NK e leucdcitos
polimorfonucleares, associados a producdo de citocinas, quimiocinas, peptideos
antibacterianos e componentes do sistema complemento, além de linfocitos B e T

efetores, e plasmaocitos diferenciados (28, 29).

A saliva desempenha papel mecanico de protecdo da mucosa e dentes frente
a microorganismos e é composta por diferentes agentes antimicrobianos, como
lactoferrina, lisozima, peroxidases, mucinas, proteinas do complemento, leucécitos e
imunoglobulinas (28, 30). A saliva é secretada pelas glandulas salivares principais
(parotida, submandibular e sublingual) e por glandulas salivares secundarias (30). A
maior parte dos anticorpos presentes na saliva sdo do tipo slgA (90-98%) e 1gG (1-
10%), e raras IgM, IgD e IgE. A slgA é principalmente proveniente das glandulas
salivares e de células da mucosa. Em menor proporgéao, IgA e IgG monoméricas séo
oriundas do sangue e alcangam a cavidade oral através fluido crevicular presente no

sulco gengival ou sdo produzidas por plasmdécitos locais (31, 32).

A organizagdo estrutural do sistema imune na mucosa da cavidade oral e
tecidos associados € pouco abordada na literatura. A estrutura classica do MALT
como sitio indutor esta ausente na mucosa oral, entretanto acredita-se que DCs
capturem os antigenos no epitélio e migrem para a lamina basal, onde podem
apresentar o antigeno a linfécitos T presentes nos focos linfoides, induzindo uma
resposta efetora, ou migrar para érgéos linfoides regionais (Figura 1.2) (27, 33).
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Figura 1.2 Sitios indutores e efetores na mucosa oral versus mucosa intestinal.

A) Células dendriticas (DC) do epitélio capturam antigenos (tridangulos azul claros), amadurecem

parcialmente e migram para a lamina basal, onde apresentam antigenos para linfécitos T dentro dos

focos linfoides orais, induzindo uma resposta efetora (i) ou migram para 6rgaos linfoides regionais

como tonsilas, onde ativam linfécitos T, induzindo resposta imune efetora (ii). B) Na mucosa intestinal,

os sitios indutores para linfécitos T e B consistem nos tecidos linféides associados a mucosa (MALT)

que apresentam foliculos de linfécitos B e células M associadas ao epitélio, que transportam o

antigeno e permitem a captagdo destes por células apresentadoras de antigenos, como DCs,

macrofagos, linfécitos B e células dendriticas foliculares. Assim como na mucosa oral, as DCs migram

para tecidos linféides regionais e ativam linfécitos T virgens. Linfécitos de memdéria migram através do

sangue para os sitios efetores. B, linfécito B; DC, célula dendritica; FDC, célula dendritica folicular;

IgA, imunoglobulina A; MC, macréfago; P, plasmdcito; T, linfécito T; Th1, linfécito T auxiliar do tipo 1;

Tr, linfécito T regulador. Adaptado de (27).

A mucosa oral murina apresenta diferentes fenotipos de DC: na mucosa

bucal, sdo encontradas células de Langerhans (LC), DC intersticiais (iDC) CD103*

expressando ou nao langerina, células CD11cCD11b* (provavelmente macrofagos);

na mucosa sublingual, LCs em menor proporgao, iDC, DC plasmocitoide (pDC) e
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células CD11cCD11b* (macrofagos F4/80%); na mucosa gengival, LCs, iDC, iDC
CD103" e células CD11cCD11b*. As regides da mucosa da cavidade oral
apresentam diferencas de permeabilidade, e em geral sdo naturalmente n&o
absortivas. Portanto os antigenos precisam ativar ou penetrar o epitélio para induzir
resposta imune. Uma excegao é a regido sublingual, onde antigenos podem ser
facilmente absorvidos e alcangar DCs, que posteriomente migram para os linfonodos
drenantes da cavidade oral (27).

Ha uma populagdo T CD4* gengival produtora de IL-17 que aumenta com a
idade e ndo é dependente da colonizagao por bactérias da microbiota, uma vez que
nao é alterada em camundongos “germ-free”. No entanto, foi demonstrado que
essas TH17 gengivais dependem de IL-6, cuja produg&o pode ser induzida por danos
mecanicos, o que ocorre fisiologicamente devido a mastigagéo e abrasao (34).

Dados de experimentos com injecdo de peptideo sintético correspondente a
hemaglutinina do virus influenza na mucosa da bochecha em camundongos
sugerem que possivelmente DCs podem capturar antigenos no epitélio bucal e
migrar para os linfondos drenantes da cavidade oral. Nesse estudo, apos 1 e 24h de
imunizacao, Eriksson e colaboradores isolaram suspensdes celulares obtidas apos
digestdo do epitélio bucal da bochecha e dos linfonodos cervico-mandibulares.
Esses tecidos foram utilizados como fonte de células apresentadoras de antigeno
que foram colocadas em co-cultura com linfécitos T transgénicos especificos para o
peptideo. Essas células foram capazes de induzir ativacdo de células T especificas
in vitro avaliada pela incorporagéo de timidina H3. Apds 72h de co-cultura, as células
provenitentes da digestdo do epitélio bucal apds 1h de imunizagao foram capazes de
ativar linfocitos T virgens, enquanto células oriundas dos linfonodos apenas apos
24h de imunizacéo (35). Além disso, o epitélio bucal & considerado sitio indutor da
resposta imune, equivalente a epiderme, para geragado de sensibilidade de contato
independente de T CD4, mas mediada por CTL (36).

Uma vez que o sistema imune das mucosas intestinal e oral apresentam
carcteristicas distintas, € importante considerar a passagem do patdgeno pela
cavidade oral apds infecgdes adquiridas por ingestdo de alimentos/bebidas
contaminados, como por exemplo, as doencas causadas pelo protozoario

Trypanosoma cruzi e pela bactéria Listeria monocytogenes.
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1.2 Doencga de Chagas

1.2.1 Epidemiologia e distribuicao geografica

A doencga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
cujo agente etioldgico é o parasito intracelular Trypanosoma cruzi, afeta cerca de 6-7
milhdes de pessoas no mundo, principalmente na América Latina, sendo
considerada uma endemia em diversos paises dessa regiao (37). Mais de 25
milhdes de pessoas estdo em risco de infeccao e em 2008, a doenga levou ao 6bito
mais de 10.000 pacientes (37).

A infeccdo pelo T. cruzi é considerada um problema de saude publica em
varios paises, sendo uma doenga tropical negligenciada com deficiéncias de
tratamento, auséncia de vacinas apropriadas e disseminagcdo mundial, sendo
endémica em 21 paises latino-americanos, como Brasil, Argentina, Belize,
Venezuela, Bolivia, Chile, Colémbia, México, Paraguai, Peru, Uruguai, Costa Rica,
Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, Nicaragua,
Panama e Suriname (38, 39). Atualmente, a infecgédo pelo T. cruzi ocorre também
fora das zonas endémicas, como América do Norte (Estados Unidos e Canada),
regidao do Pacifico oriental (Japdo e Australia) e Europa (principalmente, Bélgica,
Espanha, Franca, Itdlia, Reino Unido e Suica, e em uma menor proporgao
Alemanha, Austria, Cro4cia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo, Noruega, Portugal,
Roménia e Suécia), devido ao crescente fluxo migratério das zonas endémicas para

essas regides (Figura 1.3) (40, 41).
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Figura 1.3. Distribuicdo mundial dos casos de infec¢ao pelo T. cruzi baseado em estimativas
oficiais (2006-2010).

A endemicidade persiste na regido das Américas onde ha a presenga da transmissao vetorial, seja
ela classica apés a hematofagia ou pela ingestdo do vetor e/ou suas fezes. No entanto, até mesmo
nos paises em que nao ha esse tipo de transmissao, ha casos da doenca, por transmissao vertical ou
transfusédo sanguinea, principalmente devido aos imigrantes vindos das regiées endémicas. Adaptado
de (42).

1.2.2 Transmissao

Nos paises onde é endémica, a transmissao ocorre principalmente pelo vetor
(insetos triatomineos), seja durante a hematofagia ou por transmisséo oral através
da ingestédo de alimentos/bebidas contaminados e carne de animais reservatério do
parasito (43-45), podendo também ocorrer por transfusdes sanguineas e
transplantes de 6rgaos. Apesar de apresentar menor relevancia epidemiolégica, ha

também a transmissao acidental em laboratérios e a infecgdo congénita (46, 47).

Em alguns paises da América do Sul, como Brasil, Coldmbia e Venezuela,
Equador, Bolivia, Guiana Francesa e Argentina, ha registros de surtos por
transmissao oral nas zonas rurais e periurbanas, apresentando fontes de

contaminagao de origens diversas. No Brasil, sdo principalmente através da ingestéao
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de alimentos/bebidas contaminados (polpa de acai, bacaba, babacu e cana-de-
agucar entre outros), mas nos demais paises, foram relatados casos por ingestao de
suco de goiaba ou frutas em geral e carne de animais de caca. Estes casos
envolvem um grupo de pessoas que compartilharam a mesma refeicao (43, 44, 47-
50). A contaminagcdo dos alimentos pode ocorrer, seja por deposicao das fezes
contaminadas pelos triatomineos ou reservatorios naturais do parasito, seja por
trituracdo do vetor durante o preparo. Além disso, o consumo de carne crua de
animais reservatorios do T. cruzi ou na amamentagdo por mées agudamente
infectadas também séo possiveis mecanismos de transmissao pela via oral (Figura
1.4). Os pacientes que consomem esses alimentos podem desenvolver miocardite
aguda com manifestagdes clinicas mais graves em jovens, apresentando altas taxas
de obito (8-35%) em comparagdo com a via vetorial classica (<5-10%). Além disso,

os individuos infectados que sobrevivem, geralmente evoluem para cardiomiopatia

cronica (49, 51, 52).
Consumo acidental
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Figura 1.4. Vias de contaminagao oral da doenga de Chagas.

A transmissao pela via oral pode ocorrer pela ingestao do triatomineo ou suas excretas, de animais

de caca infectados, animais reservatorios do parasito ou na amamentagéo. (49).

No nosso pais, o primeiro caso de infecgao oral relatado ocorreu em 1965, em
Teutdnia, no Rio Grande do Sul (53) e desde entédo outros foram registrados, como
nos episodios de surto epidémico de quadro agudo da doenga de Chagas em varios
estados como Amazonas, Amapa, Bahia, Ceara, Para, Paraiba, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina (48, 51, 54-59). Entre 1968 e 2000, mais de 50% dos casos agudos
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da doencga na Amazoénia brasileira foram atribuidos a surtos de infecgao transmitida
pela via oral (51). Entre os anos de 2000 e 2010, esta via representou 71% dos
casos (48), demonstrando, portanto, que esta é uma via frequente no nosso pais
(Figura 1.5).
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Figura 1.5. Distribuicao geografica e vias de transmissdo da doenga de Chagas no Brasil.

A, Estimativa do niumero de casos de doencga de Chagas aguda no Brasil, por municipio (2000-2010),
mostrando que ha um predominio na regido norte do pais. B, Nimero de casos de doenga de Chagas
aguda no Brasil de acordo com a via de transmissdo, demonstrando que a infecgéo pela via oral

prevaleceu em relagdo as demais nesse periodo. Adaptado de (48).

1.2.3 Ciclo biolégico, 6rgaos alvo e entrada do parasito nas células do

hospedeiro vertebrado

No decorrer do seu ciclo bioldgico, o parasito apresenta diferentes estagios
evolutivos no vetor e nos hospedeiros mamiferos. No triatomineo, o parasito replica-
se sob a forma epimastigota no intestino médio e diferencia-se, no intestino
posterior, em tripomastigota metaciclico flagelado, forma infectante para o
vertebrado, encontrada nas fezes do barbeiro (60).

Classicamente, durante ou logo apds a hematofagia, determinadas espécies
de triatomineos depositam suas fezes no local da picada, e as formas
tripomastigotas metaciclicas infectivas inoculadas na ferida geralmente infectam
macrofagos, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais no local, seguido por
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disseminagao pela corrente sanguinea e estabelecimento da infecgdo em outros
tecidos (61, 62). As formas tripomastigotas induzem sua captura por fagocitos
profissionais envolvendo vias dependentes de TLR-2 e TLR-9 (15, 63). Durante a
infeccdo, apds promover protedlise da matriz extracelular (ECM, “extracellular
matrix”) e ligagdo na superficie da célula hospedeira, o parasito dispara uma cascata
bidirecional de sinalizagdo de calcio (64). Diversas moléculas de superficie estao
envolvidas nos mecanismos de infecgdo, como moléculas de adesao, destruigcao de
matriz extracelular, evasdo do sistema imune e iniciagcdo de eventos de sinalizagao
bidirecional no parasito e na célula hospedeira (62, 64). A galectina-3, por exemplo,
€ capaz de ligar tanto a laminina da ECM quanto ao parasito facilitando a infecgéo
inicial (65). Essas moléculas estdo divididas em algumas familias: proteases de
superficie gp63, superfamilia trans-sialidase/gp85, mucinas e proteinas de superficie
associadas a mucina (62). A ligagdo das glicoproteinas gp82, gp30 e gp35/50
promovem aumento intracelular de Ca?* e favorecem a internalizagdo do parasito,

enquanto a gp90 & um regulador negativo (66-69).

Na infeccao inicial, diversos tipos celulares sdo potenciais alvos de infeccéo
pelas formas tripomastigotas sanguineas, incluindo macréfagos, fibroblastos, células
musculares esqueléticas, células epiteliais e neuronais (52, 70). No interior dessas
células, o T. cruzi escapa dos vacuolos parasitoforos, diferencia-se para a forma
amastigota (que apresenta flagelo curto internalizado) e replica-se no citoplasma.
Posteriormente, as formas tripomastigotas rompem a célula hospedeira e podem
alcancgar a corrente sanguinea. O tripomastigota sanguineo representa a forma
infectante para o inseto vetor e outras células do hospedeiro (71). Independente da
via de transmiss&o, o parasito alcanga a corrente sanguinea e o sistema linfatico,
estabelecendo-se em musculos, tecido cardiaco, sistema digestivo e células
fagociticas (Figura 1.6; Tabela 1.1) (72).
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Figura 1.6. Ciclo biolégico do T. cruzi e vias de transmissao.

Na transmissdo pela via oral, apés a ingestdo de alimentos contaminados com as formas
tripomastigotas metaciclicas presentes no triatomineo, o parasito entra em contato com diversas
portas de entrada em potencial ao longo do tubo digestivo, desde a boca até o trato gastrointestinal
inferior. Os parasitos alcangam a corrente sanguinea, estabelecendo uma infecgédo sistémica. Na
transmisséo pela via vetorial classica, a penetragcdo pela pele ou mucosa da conjuntiva promove
edema, inchaco, congestdao vascular e infiltrado inflamatério locais (chagoma). As formas
tripomastigotas nas células do hospedeiro escapam do vacuolo parasitéforo e sédo liberadas no
citoplasma onde se diferenciam em amastigotas e se multiplicam. Posteriormente, transformam-se
em tripomastigotas novamente e promovem a lise das células infectadas, invadem os tecidos
adjacentes e se disseminam via vasos linfaticos ou sanguineos para outros tecidos, principalmente
células musculares (cardiaca, lisa e esquelética) e do sistema nervoso, onde novamente passam por

ciclos de multiplicagao intracelular. Adaptado de (52).
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Tabela 1.1 Infectividade tecidual do T. cruzi em mamiferos.

Humanos Animais

Tecido adiposo (73) (74-77) (74, 76)

Sangue (79) (79, 80) (77, 81-86) (81, 82)
Medula éssea (88) ND (87) ND
Sistema (90) (90) (74,77,91,92) (74, 91)

nervoso central

Coragéo (90) (90, 93, 94) (74,76, 77, 81, (74, 76, 81)
91)

Pulmao (90) ND (74) (74)
s T L

Musculo ND ND (74,77) (74, 77)
ik L I

Células ND ND (86) ND

peritoneais
.
Bago ND ND (74, 7(3,5;7, 84, (74, 76)

Timo ND ND (89) ND

Cavidade nasal ND ND (95) ND

ND, nao determinado. Adaptado de (34).

Em modelos experimentais de infecgdo oral, foi demonstrado que a entrada
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do parasito no mamifero pode ocorrer através da mucosa gastrica. As formas
tripomastigotas, uma vez ingeridas, s&o capazes de invadir as células do epitélio
gastrico e esse processo envolve a interagdo de uma glicoproteina de membrana
estagio-especifica (gp82) da forma tripomastigota metaciclica com a mucina
presente na superficie das células epiteliais da mucosa gastrica (84, 97).
Experimentos de infeccdo oral em camundongos utilizando diferentes cepas de T.
cruzi demonstraram que a gp82 tem um papel importante nesse modelo (84, 98, 99).
A afinidade pela mucina gastrica sugere que o estdmago seja uma porta de entrada
na infecgdo oral. Mimetizando as condi¢des in vivo, quando se adiciona mucina
gastrica as células in vitro, a infectividade de parasitos deficientes de gp82 é
reduzida, enquanto a cepa que expressa gp82, nao € alterada (67). Os mecanismos
de invasao celular mediada por gp82 foram parcialmente descritos in vitro em cultura
de células epiteliais humanas. Essa molécula liga-se a seu receptor na célula e
desencadeia no parasito e na célula hospedeira uma cascata de sinalizagao
intracelular culminando na mobilizagdo de Ca?* que é essencial para internalizagéo
do protozoario. Essa sinalizagdo ocorre em células susceptiveis a esse patégeno,
como células HelLa e Vero, mas nao nas resistentes (98, 100, 101). Outra molécula
que promove mobilizagcdo de Ca?* e esta envolvida no processo de invasdo durante
a infecgéo por esta via € a gp30. Esta possui menor afinidade pela mucina gastrica
que a gp82, portanto cepas que nao possuem gp82, mesmo expressando gp30, sao
menos infectivas (67). E importante ressaltar que a gp82, fundamental nessa via de
infeccdo, é resistente ao suco gastrico. Parasitos submetidos as condigbes do meio
gastrico in vivo, quando recuperados do estdbmago de camundongos 1h apds
infecgao oral, ou in vitro, quando tratados com pepsina em pH acido, permanecem
com gp82 intacta e funcional, e a infectividade é mantida (85, 102). Ha outra
glicoproteina estagio-especifica de formas metaciclicas, a gp90, que também se liga
aos receptores nas células hospedeiras, mas ndo induz aumento de Ca?
intracelular, promovendo um efeito negativo na invasdo. Portanto, cepas que
expressam baixos niveis de gp90, possuem maior infectividade (103). Desta forma,
a acgao do suco gastrico pode facilitar a entrada do parasito nas células da mucosa
gastrica (Figura 1.7) (98).

ApGs a invasdao do epitélio, as formas metaciclicas diferenciam-se em
amastigotas que se replicam e se diferenciam em tripomastigotas. Estes alcangam a

corrente sanguinea e sao capazes de disseminar para varios 6rgaos e tecidos,
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estabelecendo uma infecgao sistémica (98).

J
\

(ff

. tcaz W;—ﬁ = parasitos gp90* gp82* gp30*

MUCOSA GASTRICA LUMEN vg@/jﬁ %q

. ¢ ,z.ﬂ\_\ f;/‘ ( MUCOSA GASTRICA LUMEN
c parasitos gp82*
@/ =
0 (/
o & 3 :
| 5 £ parasitos
| 2 o 5 gp90* gp82* gp30*
w = - fo) @ £
T A A8 o P
O £ o= -
« I | o
® | 11 :
O | v =
| © «
= 2| = £
® |~ (@

parasitos
gpdo* gp82* gp30*

parasitos gp30*

Figura 1.7. Modelo das interagcoes das formas tripomastigotas metaciclicas com os

componentes do hospedeiro apés inoculagao pela via oral.

Uma vez no estdmago, os parasitos expressando as moléculas gp82 e gp30 (resistentes a pepsina
em pH acido) sao capazes de invadir as células epiteliais da mucosa gastrica, sendo a primeira mais
eficiente no mecanismo de internalizagdo. A gp90 inibe a invaséo do parasito nas células da mucosa,
portanto cepas expressando esta molécula resistente a pepsina em pH acido ndo sdo invasivas,

enquanto que as expressam a gp90 susceptivel sdo mais infectivas. Adaptado de (98).

1.2.4 Manifestagoes clinicas

O periodo de incubacao pode variar dependendo da via de infecgao, sendo de
4-15 dias na transmissao vetorial classica, 3-22 dias na transmissao oral e 30-112

dias na transmissé&o por transfusdo sanguinea (48).

A doencga de Chagas possui duas fases clinicas: aguda e crénica. Na fase

aguda da doencga encontra-se elevado numero de parasitos na circulagdo sanguinea
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e tecidos, enquanto na fase crénica, varios estudos mostraram que baixo grau de

parasitismo, inclusive no tecido cardiaco associado a miocardite (104).

Na fase aguda, os pacientes podem apresentar febre prolongada, dores
musculares e nas articulagbes, sonoléncia, diarreia, linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, edema subcutaneo, disturbios respiratérios, cianose e coma
(52, 105). Quando a infecgdo ocorre através do repasto sanguineo do inseto vetor,
pode-se observar edema e linfadenopatia local apos 7-14 dias, além de uma reacao
inflamatoria local, conhecida como chagoma de inoculagdo ou Sinal de Romana
(61). Essa fase caracteriza-se pela intensa multiplicagdo do parasito nos tecidos e
pela presenga de tripomastigotas sanguineos. Desta forma, durante a fase aguda
sdo comumente observados, nas células musculares e da glia, ninhos de
amastigotas (106). Um sintoma importante dessa fase € a miocardite causada pelo
parasitismo das fibras do miocardio que levam a uma intensa resposta inflamatéria.
Este processo inflamatério promove destruicdo tanto do tecido infectado como do
n&o infectado (46, 107).

Com relacao ao figado, na infecgdo aguda, as enzimas hepaticas encontram-
se elevadas, decaindo com a redugao da parasitemia. Os danos causados pela
infeccdo neste orgdo ja foram demonstrados tanto em humanos, como
experimentalmente (108, 109). Macréfagos, células de Kupffer e hepatdcitos séo
potenciais alvos do parasito. Além disso, a presencga de células fagociticas no figado
atribui, a este, papel importante na remogédo dos parasitos do sangue. Por outro
lado, o T. cruzi pode induzir apoptose e inflamagao mediada por TNF-a no figado de

camundongos infectados (109, 110).

Ocasionalmente, pacientes infectados vao a obito nessa fase da doenca
devido as complicagdes da miocardite e meningoencefalite, mas a maioria dos
individuos infectados (aproximadamente 90%) apresenta recuperagao espontanea
em 3-4 meses (52, 105). O desenvolvimento da fase aguda pode variar de acordo
com a cepa de T. cruzi e a resisténcia do hospedeiro (111). Posteriormente, a
doenca torna-se assintomatica e latente por até 20 anos apés infeccdo e pode

evoluir para fase crbénica ou ndo, forma indeterminada (112).

Cerca de um tergco dos individuos infectados pela via vetorial classica
evoluem para fase crénica sintomatica e passam a apresentar morbidades como

cardiomiopatia, megacdélon, megaeséfago ou alteracbes no sistema nervoso. Em
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geral, esses pacientes possuem uma expectativa de vida reduzida em 9 anos (113).
Na fase crbnica, dois tercos dos individuos ndo apresentam manifestagdes clinicas
detectaveis da doenca de Chagas. Estes pacientes apresentam a forma
indeterminada, que € caracterizada por positividade de anticorpos contra T. cruzi no
soro, eletrocardiograma (ECG) normal e raio-X de térax, es6fago e célon normais
(52). Entre os pacientes sintomaticos, 94,5% apresentam manifestagbes cardiacas e
os 4,5% restantes apresentam a sindrome dos mega (megaeso6fago e megacolon). A
cardiomiopatia chagasica crénica (CCC) é um dos sintomas mais importantes da
doenca e a principal causa de morte nos pacientes. Essa cardite pode gerar
cardiomegalia, altera¢des de ECG e ecocardiograma (ECO), e faléncia do 6rgéo (52,
104). Reativagcdo da doenga pode ocorrer em individuos crénicos que se tornam
imunologicamente comprometidos, por coinfeccdo com HIV ou uso de

imunossupressivos (114).

Na infeccao por transmissao oral, os sinais clinicos sao similares aquela pela
via vetorial classica, mas com algumas peculiaridades: sindrome febril indiferenciada
sem a presenca do chagoma, mialgia, vomito, dor abdominal e diarreia. Além disso,
a taxa de mortalidade é mais alta quando compara a transmissao vetorial classica
(52). Os individuos que sobrevivem a fase aguda, geralmente desenvolvem

cardiomiopatia cronica (51).

O tratamento da doenca, independente da via de transmissao, é realizado
pela administragdo do benznidazol ou nifurtimox. Ambos sdo quase 100% eficientes
na cura parasitolégica, se administrados em momentos iniciais da fase aguda, e esta
eficiéncia diminui com o tempo de infecgdo. E indicado para reativacdes da infeccao,
criangas com infeccao congénita, pacientes no inicio da fase crénica e também, para
adultos infectados sem sintomas. Os potenciais beneficios s&o prevengédo, quando
administrado na fase aguda, ou retardo das manifestagdes clinicas, quando a
administracdo € mais tardia. Ndo podem ser utilizados em gravidas ou pacientes
com faléncia renal/hepatica (37). Um estudo envolvendo portadores de doenga de
Chagas aguda demonstrou que 16 de 17 individuos apresentaram redugao de
parasitemia apos 6 meses de tratamento com benznidazol e progressiva diminui¢ao
dos niveis de IgG contra T.cruzi em até 7 anos. A localizagdo geografica, estilo de
vida e associagdo com consumo de agai, no caso da regido amazbnica sugerem
relagdo com a transmiss&o oral, e a auséncia chagoma de inoculagdo e triatomineos

intradomicialiares corrobora com a hipotese. No entanto, outro estudo com uma
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coorte preminantemente de individuos também infectados pela via oral demonstrou
23,6% de cura sorolégica (115, 116). Recentemente, foi demonstrado que o
benznidazol promove redugdo da detecgdo de parasitos sanguineos por PCR em
pacientes com CCC, no entanto, o dano cardiaco clinico nao apresenta melhora

significativa ao longo de 5 anos de estudo prospectivo (117)

1.2.5 Resposta imune

1.2.5.1 Humanos

A presenca de células inflamatérias no miocardio € um dos fatores da
patogénese da CCC. Alguns estudos demonstraram que tanto linfocitos periféricos
como ceélulas mononucleares do infiltrado cardiaco de pacientes com CC
apresentam perfil Tu1, produzindo significativamente mais IFN-y, TNF-a e IL-6, e
menos IL-4 e IL-10, que células provenientes do sangue de pacientes
assintomaticos (70, 118-120). Além disso, células mononucleares de sangue
periférico de pacientes cronicos com a forma indeterminada produzem maiores
niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10 (70, 120-124). No miocardio de pacientes crénicos,
ha aumento da expressao de moléculas de adesao, moléculas HLA de classe | e |,
quimiocinas, como CCL2, CXCL10 e CXCLS9 e de seus receptores CCR2 e CXCR3 e
de citocinas, como IFN-y, TNF-q, IL-15, IL-6 e IL-4 (125, 126). O perfil da expresséao
génica no tecido cardiaco de pacientes com CCC mostrou que 15% dos genes
conhecidamente aumentados nestes pacientes s&o induzidos por IFN-y (127).
Estudos recentes sugerem que pacientes na fase indeterminada apresentam maior
frequéncia de células T CD4*CD25"9" em sangue periférico em comparagio aos
cardiacos e nao infectados (112, 128). Além disso, pacientes com as formas menos
agressivas da doenga (sem ou com cardiomiopatia leve) produzem mais IL-10 e IL-
17, enquanto que os com cardiomiopatia avangada possuem reduzida funcédo de
TreGc € menores niveis de IL-17 (129).

Em pacientes portadores da doenga crbnica, foi demonstrado que, 90% das
IgG produzidas sao IgG1 e IgG2 (130). Além disso, autoanticorpos contra miosina
cardiaca, tubulina, actina, receptores B-adrenérgicos e muscarinicos, miogobulina,
tireoglobulina, mielina, entre outros, foram detectados em individuos infectados. No
entanto, geragdo desses anticorpos autorreativos e o papel na patologia cardiaca
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ainda nao estao estabelecidos (70). (70, 148, 151-155). A producao de diferentes
isotipos de imunoglobulinas € controlada por citocinas distintas. Citocinas Tn1 (IL-12,
IFN-y e TNF-a) sdo responsaveis pela producdo de IgG1 e IgG3, enquanto citocinas
Th2 (IL-4 e IL-10) estimulam a producado de lgG2a (156, 157). Ja a citocina IL-5 é

importante na troca de classe para IgA (158).

Nos dados descritos na literatura, ndo esta clara a via de transmissao pela
qual o paciente foi infectado. No que diz respeito ao estudo de parametros da
resposta imune e dos mecanismos envolvidos na cardite em pacientes sabidamente

infectados especificamente por via oral ndo ha trabalhos na literatura.

1.2.5.2 Modelo experimental

Devido a dificuldade de realizar estudos mais aprofundados em pacientes, os
modelos animais sao de fundamental importancia para melhor compreensao do

papel da resposta imune a infecgao.

Diversos estudos em modelos murinos da infecgdo aguda pelo T. cruzi
demonstraram intensa ativacao policlonal de células T CD4* e CD8* e B, que sao
expandidas em org&os linfoides secundarios persistindo até a fase cronica da
doenca (131-133). Esta ativacdo € seguida de imunossupressdao mediada pela
reducdo da producdo de IL-2 e devido a morte celular induzida por ativacéo
(“ativation-induced cell death”, AICD) por apoptose via Fas/FasL ou excesso na
producao de oxido nitrico (134, 135). Essa resposta é também caracterizada por um
forte perfil Th1, com produgao de citocinas pré-inflamatérias IFN-y, TNF-a e IL-12,
que sao importantes no controle do parasitismo (136-138), através da ativagao de
macrofagos e subsequente sintese de Oxido nitrico, o qual tem importante fungao
tripanocida (70, 139). No entanto, o aumento na produc¢&o de oxido nitrico estimula a
producao de Fas e FasL em linfocitos levando-os a apoptose e contribuindo para as
lesdes teciduais progressivas caracteristicas da doenca, como a miocardite (138).
Estudos mostraram que camundongos deficientes de IFN-y e TNF-R1 sdo mais
susceptiveis a infeccdo que os selvagens, portanto a produgédo destas citocinas
pode estar associada a protegcdo contra o parasito (140, 141). Entretanto, TNF-a
também pode ter efeito prejudicial, quando em excesso. Camundongos deficientes
de IL-10 apresentam alta concentracdo sistémica dessa citocina, entre outras, e

também maior taxa de mortalidade quando comparados aos selvagens. Uma vez
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que TNF-a é sabidamente um mediador de choque téxico e caquexia, sugere-se que

este seja um mediador da mortalidade devido ao choque toxico (142).

Por outro lado, a producido de IL-4, IL-10 e TGF-B, citocinas TH2,
antiinflamatorias, esta relacionada a replicacdo do parasito através de inibicdo da
atividade tripanocida do macréfago (143, 144). Além disso, apds a apoptose, células
mortas sdo rapidamente removidas por células fagociticas profissionais, seguido
pelos efeitos imunossupressores das células apoptéticas, inibindo a producao de IL-
12 e induzindo secrecdo de TGF-f pelos macrofagos (135). Dados na literatura
relatam o papel do TGF-B na infecgdo por T. cruzi. A inibicdo do receptor dessa
citocina dificulta a invasdo do cardiomiocito e a diferenciacdo e liberacdo de
tripomastigotas, reduzindo entdo o numero de parasitos por células infectadas (145).
Esses dados sugerem que o TGF- possa ser um potencial alvo terapéutico para

tratamento da enfermidade (141, 145).

Deste modo, as citocinas pro-inflamatorias sdo essenciais para o controle da
disseminagcao do parasito ao passo que as antiinflamatérias sao necessarias para
promover uma regulagéo dos efeitos destrutivos da inflamagéo exacerbada, a qual
promove danos teciduais. Assim, o balanco entre essas citocinas € essencial para

manter a homeostasia tecidual (141).

Além das citocinas TH1 e TH2, tem se demonstrado também o papel das
células TH17 durante a infeccdo pelo T. cruzi. Camundongos infectados e tratados
com anticorpos monoclonais contra IL17 apresentam aumento da miocardite,
mortalidade prematura e diminuigdo da carga parasitaria no coragéo, sugerindo que
IL-17 controla a resisténcia do hospedeiro. Em camundongos infectados pelo T.
cruzi, essa citocina parece agir na diferenciagado de Th1 via redugdo da produgéo de
IL-12 e da expressao de Tbet, e consequentemente, promove diminuicdo da

producdo de TNF-a e INF-y dentre outras moléculas (146).

Com relacdo ao papel das células B, estas parecem ser relevantes no
controle da parasitemia, uma vez que a sua deplecdo leva a uma elevada
susceptibilidade a infecgdo, e a transferéncia de imunoglobulinas purificadas de
camundongos infectados protege o receptor contra infecgao letal (113, 147). Esta
ativagdo causa uma hipergamaglobulinemia poliisotipica significativa, sendo
caracterizada por um aumento consideravel de imunoglobulinas e uma resposta
inespecifica ao parasito (98% dos anticorpos produzidos ndo s&o especificos).
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Durante a resposta, € comum detectar altas concentracdes de IgG2a e IgG2b entre
os anticorpos especificos a T. cruzi, e 1gG2a entre os inespecificos. Esta ativagéo
policlonal das células B foi bem demonstrada no modelo murino, promovendo
aumento do numero de células B secretoras de anticorpos no baco e linfonodos
periféricos. No entanto, este fendmeno ainda nao esta totalmente estabelecido em
humanos (148-150). A participacdo dos anticorpos no controle da infecgao envolve
0s processos de opsonizagao, citoxicidade mediada por anticorpos (ADCC,
“‘Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity”), ativagdo da via classica do

complemento e inibicdo de invasio da célula hospedeira

Apesar dos anticorpos apresentarem papel protetor, durante a infeccéo, a
ativagdo policlonal pode incluir expansdo de clones autorreativos que sé&o
importantes na fisiopatologia da doenga e podem estar envolvidos no
desenvolvimento de autoimunidade (150, 159). Os autoanticorpos podem mediar
destruicao tecidual por ativacdo da via classica do complemento e por opsonizagao
do tecido cardiaco, levando a ativagcdo de macrofagos (70). A produgédo destes
anticorpos tem sido relacionada as células B-1 CD5", ja que ha um aumento destas
no bago durante a infec¢ao por T. cruzi (160).

Em o6rgaos linfoides secundarios, a infecgéo pela via intraperitoneal induz uma
resposta regional diferenciada com hipertrofia de linfonodos subcutaneos (scLNs) e
baco, acompanhada de expansao das populagdes de linfocitos T e B, e atrofia dos
linfondos mesentéricos (mMLNs) e placas de Peyer, com redugdo no numero de
linfocitos T e B. Linfécitos T provenientes de scLN e bago apresentam perfil misto de
citocinas Tu1/TH2 com producao de IL-4, IL-10 e IFN-y, enquanto que nos mLNs, ha
uma diminui¢ao de IL-4 e IL-10 e aumento de IFN-y (37, 58, 161-163).

N&o estd bem definido ainda se o dano tecidual cardiaco observado na
doenca € causado diretamente pelo parasito ou indiretamente através da resposta
imune por ele desencadeada (164). A autorreatividade € observada em alguns
pacientes e em modelos animais, e pode ser gerada pela ativagdo policlonal
observada na infecgao (165), mimetismo de moléculas préprias por antigenos do
parasito (125) ou epitopos divididos pelo hospedeiro e o patégeno (166). No entanto,
essa questao da patogenia ainda € controversa.

Estudos com cardiomidcitos murinos neonatais demonstraram que estes

quando expostos a IFN-y apresentam aumento da expressao do fator natriurético
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atrial, um marcador de hipertrofia de cardiomiécitos e de insuficiéncia cardiaca (127),
sugerindo que o IFN-y pode modular diretamente a expressdo do gene em células
do miocardio. Corroborando com dados em pacientes, essas observagdes sugerem
que as citocinas inflamatodrias, como IFN-y e TNF-a, e as quimiocinas na inflamagao
crobnica do miocardio desempenham um papel significativo na lesdo cardiaca
observada na CCC. Além disso, a administracdo de receptor soluvel de TNF-a para
bloqueio da citocina em hamsters infectados promove uma grave disfungéo cardiaca
nestes animais quando comparados com os nao tratados, embora nao haja aumento
da parasitemia. Portanto, sugere-se que um possivel papel protetor do TNF-a
residual na sinalizagdo na cardiomiopatia chagasica. Este achado paradoxal indica
que o equilibrio imunologico nessa patologia € muito delicado (167).

1.2.6 Modelo experimental de infecgao oral

A infecgao pela via oral em humanos e camundongos vem sendo documentada
desde 1968, assim como sua relevancia biolégica em estudos de vacinas. Diversos
grupos vém utilizando modelos experimentais da infecgdo pela via oral/intragastrica
(48, 53, 84, 97, 102, 168-170).

Os protocolos experimentais descritos demonstram diferentes formas de
inoculagdo (mucosa oral, intragastrica e intrafaringeana), mecanismos de invasao as
células da mucosa gastrica, descricdo de algumas alteragdes patoldgicas e
imunoldgicas provenientes da infecgdo e possivel desenvolvimento de uma resposta
protetora em desafio secundario com o parasito (67, 84, 168-170). No entanto, ainda
ha uma caréncia de estudos mais aprofundados referentes a resposta imune e a

cardite nesse modelo.

Hoft e colaboradores (1996) demonstraram que apods o desafio de camundongos
com a cepa Tulahuén do T. cruzi por inoculagao oral, era possivel observar 4 dias
pos-infecgdo, infiltrado inflamatério misto (células mono e polimorfonucleares) e
raros ninhos de amastigotas na mucosa superficial do epitélio gastrico. Apos 14 dias
de infecgdo, este infiltrado torna-se mais intenso, com predominio de células
mononucleares e envolvimento da submucosa e camada muscular adjacente, e
observa-se replicacdo do parasito na mucosa. Além disso, foi observada hipertrofia e
presencga de parasitos nos linfonodos adjacentes e infiltrado inflamatério em diversos

orgaos (pancreas, bago, figado, medula 6ssea, coragdo, duodeno, adrenal, cérebro
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e/ou musculo esquelético). No figado, também foi observada presenca de parasitos,
Nao foi detectada a presenga do T. cruzi, apos sua inoculagao oral, na orofaringe,
esb6fago e placas de Peyer, mas sim no estdmago (84). Além disso, ja foram
descritas as interagdes moleculares com células epiteliais do estdmago, sugerindo
que a entrada do parasito no animal ocorre através da mucosa gastrica (84, 97,
171). Entretanto, ainda ndo foram descritas possiveis interagdes deste patogeno
com componentes da mucosa da cavidade oral e sua participagdo como porta de

entrada na infeccéo.

Apoés desafio pela mucosa oral, o T. cruzi € capaz de estimular resposta de
células B, incluindo producao de IgA e IgG parasito-especificas principalmente por
essas células presentes na mucosa gastrica. Acredita-se que estas células estariam
sendo recrutadas de sitios indutores da imunidade da mucosa gastrointestinal, as
placas de Peyer, para a mucosa gastrica, principalmente devido a grande carga
parasitaria neste local. Entre os linfocitos da mucosa gastrica (linfocitos intraepiteliais
e da lamina propria), ha a presenga de células produtoras de IFN-y, e n&o
produtoras de IL-4 (84).

Outros grupos utilizaram protocolos de infecgao intragastrica ou intrafaringeana,
e demonstraram o0s mecanismos moleculares da interagdo parasito-mucosa
descritos anteriormente (97, 102) e também a influéncia do biodema na transmisséo
oral. Uma genotipagem multilocus de cepas de T. cruzi demonstrou seis unidades de
tipagem discreta (DTUs, “discrete typing unit I”) classificadas em duas subdivisdes
principais, DTU | e Il (172). Cepas de T. cruzi | (Tc I/DTU I), que sdo altamente
prevalentes entre reservatérios naturais, quando comparadas com outras cepas,
possuem maior infectividade apos inoculagdo gastrica. Estes dados contribuiram
para sugerir uma associagao entre as mesmas e os episodios registrados de doencga

de Chagas aguda atribuidos a transmissao oral (51, 56, 169).

Tanto na fase aguda como na cronica, ha deteccéo de inflamagao no estémago
e coragado apos infecgdo |G, seguida por alteracbes na producédo de citocinas e
dinamica celular. Um aumento de IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10, CCL4 e IL-3 é observado
no estbmago durante a fase aguda, enquanto IL-12, TNF-a, CCL3, CXCL1,
RANTES, CXCL9, CXCL10, G-CSF, M-CSF, IL-2 e IL-7 na fase crénica. No coracao
encontram-se elevados IL-10 e CXCL1; e IL-12, IL-10, CXCL9, e CXCL10 na fase
cronica. Entretanto, o perfil pode variar de acordo com a cepa (173). A infecgéo I1G,
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assim como a IP, também aumenta os niveis séricos de neutrdfilos, linfécitos e
monaocitos, e diminui eosindfilos. A esplenomegalia observada é acompanhada de
aumento de linfocitos CD8"* e duplo positivas CD8*CD4*, enquanto o timo apresenta
um discreto aumento em contraste a atrofia na infecgéo IP (174). Elevados niveis de
IL-12, IL-10 e GM-CSF sé&o expressos no bago durante a fase aguda, e IFN-y, TNF-
a, IL-6, IL-4, IL-9, CCL3, CXCL9, CXCL10, GM-CSF, IL-2 e IL-7 na crbnica (173). Os
MLNs diminuem apos infecgéo IG com reducgao de linfécitos CD4* (174). Além disso,
a via de infecgao parece nao alterar a habilidade do parasito de induzir uma forte
resposta de células T CD8" (170). Assim como descrito em modelos de infecgao
intraperitoneal, a infecgao intragastrica também promove aumento de células T CD4*
e CD8" no bago (175).

1.3 Inoculagao oral versus intragastrica: vias similares de infecgao?

Apesar de serem consideradas vias similares na literatura, IG e 10 néo
apresentam o mesmo padrao de resposta do hospedeiro. Observamos anteriomente
que a infeccdo IO promove maior parasitemia, mortalidade e percentual de
camundongos com parasitemia patente (Figura 1.8), além de niveis séricos de TNF-
a, IFN- y e IL-10 mais elevados que IG (Figura 1.9). No entanto, este grupo
apresentou maior extens&do de infiltrado inflamatorio cardiaco (Figura 1.10). Além
disso, a infectividade, parasitemia e mortalidade apds a infecgéo 10 foi mais préxima
ao IP (Figura 1.8).
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Figura 1.8 A infeccédo pelo T. cruzi pela cavidade oral apresenta maior gravidade na fase aguda.

A/B) Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de T. cruzi
(cepa Tulahuén) derivados de cultura através de inoculagdo por gavagem (IG) ou na cavidade oral
(10). A) A parasitemia foi monitorada durante a fase aguda e expressa em In de parasitos por mililitro
(valores de média e erro padrao da média) para as analises. Os parasitos foram contados em
microscoépio optico de campo claro e parasitemia calculada pelo método de Brener. As comparagdes
entre os grupos foram realizadas em diferentes dias pés-infecgéo (dpi) através dos testes Kruskal-
Wallis (teste Q de Dunn) até 15 dpi, e Mann-Whitney em diante. n: IP, 3 dpi=3, 7 dpi=17, 9 dpi=10, 12
dpi=5, 15 dpi=3; IG, 3dpi=7; 7 dpi=22; 9 dpi=29; 12 dpi=17; 15 dpi=45; 17 dpi=10; 21 dpi=24; 25
dpi=16; 29 dpi=11; 10, 3 dpi=4; 7 dpi=9; 9 dpi=14; 12 dpi=22; 15 dpi=40; 17 dpi=12; 21 dpi=14; 25
dpi=8; 29 dpi=6. Os numeros amostrais mais baixos representam estagios iniciais, quando a
parasitemia ainda era indetectavel e estagios finais, quando as taxas de mortalidade eram maiores. O
numero total foi obtido de experimentos diferentes. * representa as diferengas em comparacédo a IP e
#, diferengas entre IG e 10. B) A mortalidade foi acompanhada e a sobrevivéncia analisada pelos
testes Mantel-Cox (*) e Gehan-Breslow-Wilcoxon (#). n= 20 camundongos (equivalente a 100%). C)
A infectividade foi obtida a partir da razao do percentual de camundongo apresentando parasitemia e
o total de camundongos que receberam o inéculo de parasitos. O teste Kruskal-Wallis (teste Q de
Dunn) foi realizado e os simbolos representam a comparagdo em relagdo a IP ou IO, * e #,
respectivamente. n=4 experimentos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o “software
GraphPad Prism 5”. * p=0,05; ** p=0,01; *** p=0,001 (176).
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Figura 1.9. Producéao de citocinas em camundongos infectados pelas vias intragastrica e oral.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (IG) ou na cavidade oral (IG). Durante a infecgdo aguda, o soro
foi isolado e os niveis de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-10 e TGF-B) foram quantificados em
camundongos infectados e controles ndo infectados por analise multiplex. Os resultados estao
expressos como valores de médiaterro padrdo da média por cada grupo/dpi. n: IFN-y, ndo infectado
(0) =12; 3 dpi IG=11, 10=5; 9 dpi 1G=8, 10=5; 12 dpi IG=9, 10=4; 17 dpi 1G=4, 10=6. TNF-a, ndo
infectado (0)=11; 3 dpi IG=10, 10=10; 9, 12 dpi, IG=3, 10=3; 17 dpi, IG=6, 10=11. IL-17, n&o infectado
(0)=12; 3 dpi, 1IG=10, 10=10; 9 dpi, IG=3, 10=3; 12 dpi, IG=5, 10=5; 17 dpi, IG=6, |0=14. TGF-B, ndo
infectado (0)=6; 3 dpi, IG=4, 10=4; 9 dpi, IG=5, 10=5; 12 dpi, IG=5, 10=4; 17 dpi, IG=2, 10=5. IL-10 e
IL-4, ndo infectado (0)=6; 3, 9, 12 dpi, IG=6, I0=6; 17 dpi, IG=3, I0=8. As analises estatisticas foram
realizadas pelo teste Mann-Whitney (unilateral superior), “GraphPad Prism 5”. *, p=0,05; **, p=0,01;
*** p=0,001. *IG versus 10. O teste Kruskal-Wallis (teste Q de Dunn) foi utilizado para andlise da
cinética. IFN-y apresentou aumento em ambos os grupos, e TNF-a e IL-10 estavam aumentados no
grupo 10 em relagédo ao controle ndo infectado. IL-17 apresentou aumento seguida de redugao (pico
em 9 dpi) significativos no grupo IG. TGF-B estava elevado apenas no grupo IG apoés 12 dpi (176).
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Figura 1.10. O coracao de camundongos infectados pela via intragastrica apresenta mais

infiltrado do que os pela via oral.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x104 formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) através de inoculagdo por gavagem (IG) ou na cavidade oral (I0). Os coragdes
foram retirados em diferentes dias pds-infecgdo (dpi), fixados e incluidos em parafina. Sec¢des
histologicas longitudinais foram coradas por hematoxilina-eosina. Para a quantificagao do infiltrado
inflamatério e dos ninhos de amastigotas no tecido cardiaco, foi analisada a area relativa de infiltrado
ou ninhos de amastigotas em 50 campos (400x). n=4-5 camundongos/dpi/grupo. *IG versus 10. Os
valores representam média + erro padrdo da média. As analises estatisticas foram realizadas no
“GraphPad Prism 5” para comparacédo entre IG e 10 usando o teste Mann-Whitney (unilateral
superior). * p=0,05; **p=0,01; ***p=0,001. ND, ndo determinado; NA, ndo analisado. As barras

representam 20 um. Insertos mostram ninhos de amastigotas (176).
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Ha poucos trabalhos na literatura demonstrando a organizagéo e funcao do
sistema imune na mucosa oral, que representa muito mais que uma simples porta de
entrada para o trato gastrointestinal (27). Recentemente, o palato mole foi
identificado como um importante sitio de adaptacdo e multiplicacdo do virus
influenza (177). Dados na literatura descrevem a entrada do T. cruzi pela mucosa
gastrica (84, 102). No entanto, dados recém publicados do nosso grupo
demonstraram um tropismo preferencial dos parasitos para a regido da cabega em
momentos iniciais apds infeccdo oral. Dessa forma, € ressaltada a importancia do
microambiente da cavidade da oral como ponto de partida para infeccdes e inducao
da resposta imune. Além disso, apds a infeccdo na cavidade oral é possivel detectar
DNA satélite de T. cruzi em diversos 6rgaos, como principalmente a cavidade nasal,
mas também eséfago, estdbmago, intestinos delgado e grosso, linfondos

mandibulares, hipofise, cérebro, coragao, bago, e figado (178).

Esta diferenga entre as inoculagdes oral e intragastrica vem sendo discutida
também em modelos de tolerancia oral e de outras infecgbes por patdgenos
oralmente adquiridos, como por exemplo, a bactéria Listeria monocytogenes. No
contexto de administracdo de antigenos para indugdo de tolerancia oral, foi
demonstrado que 1h apos inoculagdo unica de OVA (ovalbumina) via oral ou
intragastrica, apesar de maior percentual de células ativadas no linfonodos cervicais,
mesentéricos e periféricos, o NALT (“nasal-associated lymphoid tissue”) representou
o local inical de proliferacdo de células especificas para OVA. Vale ressaltar que o
NALT de camundongos expostos a OVA via oral apresentaram maior percentual de
células em proliferagdo comparados a via intragastrica (179). O contexto relacionado

a infegcao oral por L. monocytogenes sera abordado na préxima segao.

1.4 Listeriose

1.4.1 Epidemiologia, distribuicao geografica e transmissao

A listeriose € causada pela bactéria gram-positiva intracelular facultativa L.
monocytogenes e estima-se 23.150 individuos no mundo foram afetados em 2010,
contribuindo para 5.463 mortes nesse ano. Além disso, a maior taxa de anos de vida
perdidos ajustados por incapacidade (DALY, “Disability-adjusted life-years”) foi
observada na regido da Ameérica Latina (Figura 1.11) (180). A listeriose humana tem
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taxa de incidéncia relativamente baixa, mas taxa de mortalidade é elevada, podendo
alcancar 30% (181).

DALY por 100.000
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Figura 1.11. Anos de vida perdidos ajustados a incapacidade (DALY, “Disability-adjusted life-
years) por 100.000 pessoas com listeriose (incluindo natimortos) por subregido da
Organizacdao Mundial de Saude.

Tempo de vida perdido devido a doenga representado por subregidao da OMS. Adaptado de (180).

A listeriose clinica afeta principalmente os seguintes grupos de risco:
gestantes, idosos, individuos imunocomprometidos, fetos e neonatos (transmisséo
vertical ou no momento do nascimento pelo contato com o canal vaginal) (180, 182).
Atualmente, pode ser considerada uma doenca que afeta principalmente idosos

imunocomprometidos (183).

L. monocytogenes também representa uma preocupacgao para a industria de
alimentos devido a sua habilidade de se reproduzir em uma variedade de condi¢des
e ambientes (174). Diferente de outras bactérias de origem alimentar, L.
monocytogenes € capaz de sobreviver em condi¢cdes adversas, cresce em ampla
faixa de temperatura (1-45°C), e sobrevive ampla faixa de pH (4,5-9,6) e altas
concentragdes de cloreto de sdédio (10-15% NaCl). Além disso, multiplica-se em
diferentes tipos de produtos alimentares: leite ndo pasteurizado, queijos moles,
laticinios em geral, vegetais e produtos de origem animal processados ou n&o (184).

Portanto a transmissao pode ocorrer pela ingestdo desses alimentos contaminados.
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1.4.2 Orgaos alvo e entrada da bactéria nas células do hospedeiro

Apds a ingestdo, L. monocytogenes é capaz de invadir células n&o fagociticas
do hospedeiro por mecanismos que envolvem a interagdo das internalinas (Inl) de
superficie. A InlA liga-se a E-caderina humana, enquanto a InIB interage in vitro com
o receptor tirosina quinase Met, tanto murino quanto humano, em diversos tipos
celulares de mamiferos, como por exemplo, hepatdcitos e células endoteliais (185,
186). Esta interagdo promove promove fosforilagdo dos receptores e recrutamento
de clatrina, seguido de rearranjo do citoesqueleto e endocitose (187, 188). Uma vez
no interior da célula, a bactéria € capaz de romper o vacuolo endocitico pela agao de
moléculas efetoras secretadas, a toxina formadora de poro listeriolisina O (LLO) e
fosfolipase C fosfatidilinositol-especifica (PI-PLC), e posteriormente, replica-se no
citosol (189, 190). Além disso, expressa a proteina de superficie ActA que promove
a polimerizacdo de actina da célula hospedeira, formando uma cauda de actina que
Ihe confere motilidade intracelular e disseminacéo intercelular (191). Apds esse
processo intercelular, L. monocytogenes é capaz de romper o vacuolo de membrana
dupla, principalmente pela acdo da LLO e fosfolipase C fosfatidilcolina-especifica
(PC-PLC) (27). A bactéria coloniza inicialmente o trato digestivo e é capaz de
atravessar as barreiras intestinal, fetoplacentaria e hematoencefalica (65, 192).
Alguns 6rgaos alvo primarios, como o figado e o bago parecem ser reservatoérios da

bactéria em casos de resisténcia ao controle pelo sistema imune (Figura 1.12) (27).

Figura 1.12. Infecgao por L. monocytogenes.

A) Processo in vivo. ApGs a ingestdo de alimentos contaminados (1), L. monocytogenes coloniza o
trato digestivo. A bactéria pode atravessar a barreira intestinal (2) e, apds alcangar os linfonodos
mesentéricos (3), atinge a circulagdo sistémica (4). Em alguns casos, a bactéria atravessa as
barreiras hematoencefalica (5) e placentaria (6). B) Ciclo intracelular. L. monocytogenes entra nas
células pela interagcdo das InlA e B com seus receptores (1) e escapa do vacuolo endocitico pela agao

de fatores secretados, como a toxina formadora de poro listeriolisina O (LLO) e fosfolipase C
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fosfatidilinositol-especifica (PI-PLC) (2). No citosol, a bactéria é capaz de se replicar e utilizar
moléculas da célula hospedeira (3). A proteina de superficie bacteriana ActA promove a
polimerizagdo de actina da célula hospedeira, desencadeando motilidade intracelular (4) e
disseminagdo para outras células (5). A ruptura do vacuolo de membrana dupla é principalmente

mediada pela agao da LLO e fosfolipase C fosfatidilcolina-especifica (PC-PLC) (6). Adaptado de (27).

A E-caderina humana e murina possuem 90% de identidade, portanto a InlA
liga-se fracamente a molécula de origem murina (193). A fim de otimizar modelos
murinos de infecg¢ao oral, duas estratégias foram desenvolvidas. Duas linhagens de
camundongos “humanisados” geneticamente modificados, uma expressa E-caderina
humana, a outra possui uma substituicdo de um aminoacido permitindo que a
internalina murina ligue-se a InlA (63, 65). A outra estratégia refere-se a uma cepa
de L. monocytogenes geneticamente modificada expressando InlA que reconhece E-
caderina de camundongo com alta afinidade, conhecida como "murinisada" (L.

monocytogenes -InlA™) (194).

Além disso, estudos epidemioldgicos mostram que cepas cuja InlA é truncada
e secretada estdo frequentemente associadas a carreadores assintomaticos ou
produtos alimentares, enquanto a InlA completa esta presente nas cepas de
amostras clinicas, sugerindo que a integridade dessa molécula esta correlacionada

com a a viruléncia bacteriana (195, 196).

1.4.3 Manifestagoes clinicas

As manifestacdes clinicas podem variar de acordo a pessoa afetada e a
regidao do organismo (197). Gestantes apresentam tipicamente apenas febre e
outros sintomas semelhantes a gripe, como fadiga e dor muscular. No entanto, a
infeccdo pode desencadear parto prematuro, abortos espontaneos e natimortos
(180, 197). A transmissdo intrauterina pode resultar em infecgdo neonatal
disseminada, que em alguns casos, esta associada a lesées cutaneas difusas (198).
Entretanto, a listeriose cutanea fora do periodo neonatal € em geral autolimitante e
representada por raros casos de infeccdo primaria de origem ocupacional,
principalmente envolvendo veterinarios e fazendeiros que sdo expostos ao solo,
vegetacdo ou produtos da concepgdo. Estima-se que o liquido amniotico bovino

contenha altas concentragdes de bactérias (108 CFU/mL) (198, 199). Em pacientes
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com deficiéncia da resposta imune celular, a listeriose pode promover uma
sintomatologia mais grave e invasiva, como sepse, meningite ou encefalite, e
raramente lesdes cutédneas apos disseminagao sanguinea. Pacientes com listeriose
invasiva podem apresentar cefaleia, torcicolo, confusdo mental, perda de equilibrio e
convulsdes, além de febre e dores musculares. Menos frequente, apds
disseminagado pelo sangue, focos infecciosos podem ser detectados nas
articulagdes, figado, bago, pericardio e outras regides do corpo (198). Em pessoas
saudaveis, em geral causa gastroenterite febril leve e autolimitante, mas é raramente
diagnosticada (180, 197, 198).

Apoés curto periodo de incubagado, L. monocytogenes pode se disseminar
sistemicamente e atravessar a barreira hematoencefalica ou a placenta. Sintomas
gastrointestinais surgem em 24h apds a ingestao e bacteremia pode ser observada
dentro de 2 dias (35), enquanto em média 9 dias sao necessarios nos casos de
sintomas do sistema nervoso central, periodos mais longos (17-67 dias) nos casos

associados a gestacéo (179).

A listeriose é geralmente dignosticada por cultura bacteriana a partir de
tecidos ou fluidos corporais, como sangue, liquido cefalorraquidiano ou placenta. O
tratamento € realizado com antibidticos e pode variar de acordo com a populagao

alvo a qual pertence o individuo e os sintomas apresentados (197).

1.4.4 Resposta imune

1.4.4.1 Humanos

Ha poucos dados na literatura referentes a participagao do sistema imune na
listeriose humana. Amostras de soro humano de casos de listeriose
bacteriologicamente testados apresentam predominantemente IgM especifica, no
entanto, reagbes cruzadas com Staphylococcus podem ser observadas tanto em
IgM quanto em IgG (200). Em recém nascidos infectados durante o periodo
perinatal, ndo se observa resposta especifica de anticorpos ou mediada por células
relevantes, sugerindo que o sistema imune ainda é muito imaturo para responder a
bactéria e, portanto, aumenta a susceptibilidade a infeccdo (201). LLO, um
importante fator de viruléncia de L. monocytogenes, € reconhecido por células T com

TCRaB e TCRyd, uma vez que células mononucleares de sangue periférico
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cultivadas in vitro com a bactéria viva e posteriormente estimuladas por IL-2,
respondem a LLO purificada (202). Além disso, linfécitos T yd parecem estar
envolvidos na resposta imune contra patdbgenos humanos intracelulares, uma vez
que, um estudo com criangas demonstrou que o numero dessas células encontra-se

aumentada no sangue periférico (173).

1.4.4.2 Modelo experimental

O modelo murino de L. monocytogenes comegou a ser usado como
importante ferramenta de estudo da imunidade inata e adaptativa no inicio dos anos
1960, contribuindo para inumeros conceitos fundamentais do sistema imune (187).

O primeiro modelo murino desenvolvido utilizava a inoculaggo intravenosa (1V)
e foi por muito tempo o mais prevalente para estudos em resposta imune durante a
infeccéo por L. monocytogenes (203). Neste modelo, apés 10 min de inoculagao, as
bactérias sao capturadas por células de origem mieloide no figado (90%) e bacgo (5-
10%) (187, 204). Apds 6h, a carga bacteriana diminui, indicando rapida destruig&o.
As bactérias que sobrevivem multiplicam-se no interior de macréfagos permissivos e
crescem exponencialmente no figado e bago nas 48h seguinte, atingindo o pico com
2-3 de infeccdo. Em camundongos imunocompetentes, a eliminagdo ocorre apés 7-
10 dias de infecgdo e esta correlacionada ao desenvolvimento da resposta de
linfocitos T citotoxicos e efetores Th1. Além disso, uma resposta imune celular

protetora de longo prazo também é importante para a eliminagao (187, 205).

Neutrdéfilos, macréfagos, células "natural killer" (NK) e DC desempenham
papel crucial no controle inicial da bactéria. Neutréfilos fagocitam e possuem
atividades antimicrobianas com producdo de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio, além de secretarem mediadores inflamatorios (187). Macréfagos
residentes, em particular as células de Kupffer no figado, infectados, secretam TNF-
a e IL-12 e desencadeiam a ativacdo de células NK, que por sua vez sao a
aprincipal fonte de IFN-y nos primeiros dias de infecgdo (206). Ao contrario dos
macrofagos, as DCs sdo capazes de ativar células CD8" virgens, essenciais para
formacdo de células de memoéria (207, 208). Apds infeccao IV, mastocitos
degranulam rapidamente, secretando mediadores inflamatérios como TNF-a que

recruta neutrofilos para o sitio de infeccédo (209). Vale ressaltar que diferentes
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produtos da L. monocytogenes podem ser reconhecidos por receptores do tipo Toll
(TLRs), como flagelina, peptideglinas, acidos lipoteicoicos ou DNA (187, 210).

A resposta adaptativa de células T contra essa bactéria é predominantemente
medida por CTL e células Tu1 (211, 212). No entanto, também ja foi relatado o
envolvimento de outros tipos celulares, como células TH17, células T foliculares
auxiliares (TrH, “Follicular helper T cells”) e células T reguladoras (Trec), apesar das
respectivas fungdes nao estarem bem esclarecidas (187). Células Tu17 e yd
secretam IL-17 e portanto possuem papel importante no recrutamento de neutrofilos
(187, 213). Com relagdo a resposta de células B, alguns trabalhos sugerem sua
contribuicao para a resposta de células T através de mecanismos independentes da
producdo de imunoglobulinas e apresentacdo de antigeno (214, 215). Anticorpos
contra LLO, conhecidamente uma das proteinas da L. monocytogenes mais
imunogénicas, apesar de nao atuarem na opsonizagdo, podem neutralizar LLO

dentro de macrdéfagos (216, 217).

1.4.5 Modelo experimental de infecgao oral

Diferente do modelo de T. cruzi, ha mais dados na literatura abordando o
modelo experimental de infec¢do oral por L. monocytogenes. No entanto,
similarmente, os trabalhos acerca de ambos os modelos sdo mais direcionados para
a entrada do patdégeno pelo trato gastrointestinal inferior, ou seja, ndo consideram a

cavidade oral.

Como introduzido anteriormente, ha diferentes formas de abordar a infecgao
oral em animais de laboratério (218). Um dos primeiros modelos de infecgéo oral
utilizou administragdo de agua contendo L. monocytogenes ad libitum por 24h,
entretanto a imprecisdo do inoculo € uma limitagdo importante desta metodologia
(219). A inoculagao intragastrica (IG) por gavagem, apesar de permitir controle da
quantidade de bactérias, pode variar entre diferentes manipuladores, causando
pequenas injurias e ndo mimetiza de fato a infecgdo natural. Outra solugéo, é

administrar a bactéria diretamente na cavidade oral (218).

Apos infecgao IG, L. monocytogenes selvagem ou murinisada € detectada no
estdbmago, nos intestinos delgado e grosso mLNs, baco e figado entre 24-72h (18,

220). Vale ressaltar que além da maior susceptibilidade de camundongos BALB/c
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em relacdo a C57BL/6, fémeas sao mais susceptiveis que os machos na infecgao
por ingestdo de p&o contaminado (220). Apods infeccdo oral, 10% da carga
bacteriana nos mLNs encontra-se intracelular e aproximadamente 90% extracelular
(221).

Em camundogos infectados via IG, células T CD4* LLO-especificas sao
detectadas, ndo apenas em tecidos linfoides, mas também no figado e intestinos.
Vale ressaltar que elevados niveis de expressdo intracelular de IFN-y e TNF-a
podem ser detectadas no bago, figado, mLNs, PP e |amina propria. Além disso, o
acumulo de T CD4* Lm-especificas depende principalmente do sitio de replicagao
bacteriana, bago e figado para IV, e figado e mucosa intestinal para 1G (222). No
que diz respeito as células T CD8" LLO-especificas, estas sao detectadas
preferencialmente nos intestinos delgado e grosso, e em menor propor¢gao nos

mLNs, PPs e no compartimento intraepitelial (223).

Mais recentemente, trabalhos abordando a infecgdo oral por ingestdo de pao
contendo L. monocytogenes vem sendo publicados (218, 220). Nesse modelo, foi
demonstrada uma rapida formacao de células efetoras precursoras de memoria
(MPECs, “Memory precursor effector cells”), T CD8" CD127*KLRG1". Vale ressaltar
que essas ceélulas inicialmente infiltrantes aumentavam preferencialmente a
expressao de CD103 e CD69, indicando um perfil de células residentes de memoaria
(Trm). Em contraste, células T CD8" KLRG1*CD127-, entram em apoptose no
epitélio intestinal, consitente com o fendtipo de células efetoras de vida curta
(SLECs, “Short-lived effector cells”) (201). Além disso, a infecgdo oral € capaz de
induzir rapida expansdao de células T yd de memoédria desencadeando o
desenvolvimento de células T multifuncionais produtoras tanto de IFN-y como de IL-

17 no epitélio intestinal (224).

Vale ressaltar que pouco se sabe acerca do sistema imune da mucosa oral e
linfonodos drenantes, que representa muito mais que apenas a simples porta de

entrada para o trato gastrointestinal (27).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos sobre infecgao oral na literatura abordam a inoculagédo de patégenos
pelas IG e/ou |0, no entanto a entrada pela boca € a que mais se assemelha com a
transmissao na natureza. Atualmente, a transmissao oral do T. cruzi consiste em 70-
80% dos casos relatados no Brasil e representa um problema de saude publica.
Dados prévios do grupo demonstraram as infecgbes |G e 10 apresentam
desenvolvimento da infeccdo e perfil de citocinas distintos. Além disso, a infecgao
por L. monocytogenes é amplamente estudada em modelos experimentais pela via
intravenosa que também nao se assemelha a transmissao natural pela ingestao de
alimentos. Nos modelos de infeccdo oral, foi bem descrita a entrada da bactéria pelo
intestino € ndo considerada a cavidade oral como potencial porta de entrada. Ha
poucos dados na literatura abordando essa via de transmissdo em diferentes
modelos de infecgao. Portanto, utilizamos a infecgcao por inoculagao IG e 10 pelo T.
cruzi para melhor compreender as diferencas na resposta imune sistémica e na
cinética de infeccdo apds essas duas vias de inoculagdo. Considerando a
importancia da passagem do patdégeno pela cavidade oral, também investigamos o
papel dos linfonodos mandibulares drenantes apds infeccdo oral por L.

monocytogenes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a infecgdo oral pelo T. cruzi e L. monocytogenes, avaliando o
desenvolimento da patologia, disseminacgdo inicial dos patdégenos e a resposta

imune do hospedeiro.

3.2 Objetivos especificos

I.  Analisar o efeito do pH gastrico na parasitemia apds infecg¢ao pelo T. cruzi;
[I.  Avaliar o dano hepatico apés infeccao oral pelo T. cruzi;
lll.  Estudar a composigédo no infiltrado inflamatorio, morte celular e presenga de
fibras de colageno no coracgéo e figado, 6rgaos alvo na infecgéo pelo T. cruzi;
IV. Analisar o perfil de citocinas no coracao apos infec¢ao oral pelo T. cruzi;
V. Analisar as fontes teciduais de TNF-a apds infecgao oral pelo T. cruzi;
VI.  Estudar a relagdo do TNF-a com a morte dos camundongos infectados pelo T.
cruzi pela via oral;
VIl. Determinar a disseminagao inicial de L. monocytogenes para diferentes
orgaos linfoides secundarios, como linfonodos mandibulares e mesentéricos,
e baco apos a infeccdo oral;
VIIl.  Avaliar a resposta antigeno-especifica de linfécitos T CD8" em 6érgaos
linfoides secundarios apoés infecgao oral por L. monocytogenes;
IX. Estabelecer a cirurgia para exposicdo dos linfonodos mandibulares e

visualizagao intravital da migracéo de células T CD8" antigeno-especificas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e infecgcao

T. cruzi

Para os diferentes grupos de infeccdo e seus respectivos controles, foram
utilizados camundongos BALB/c machos com idade variando de 6-8 semanas. Os
animais foram obtidos do Centro de Criagcdo de Animais de Laboratério da Fundagao
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). O estudo foi realizado sob licenga pela Comissao de
Etica de Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA) (LW-23/12).

Em todos os protocolos experimentais, foi utilizada a cepa Tulahuén do T.
cruzi. Para obtencdo das formas tripomastigotas, foram estabelecidas culturas de
células Vero, com partida de 2x10* células/mL. Apds 24 h, estas culturas foram
infectadas com 20 parasitos/célula (8 h). Apés 5 dias em co-cultivo com células
Vero, os parasitos liberados foram recolhidos, lavados por centrifugagao e contados

em camara de Neubauer.

Os animais foram infectados pelas vias IG ou pela via IO com 5x10* formas
tripomastigotas de cultura - volume final 100 uL: suspenséo de parasitos em RPMI
(Sigma-Aldrich, EUA) com 10% de SFB (Cultilab, Brasil). Nos protocolos de infec¢éo,
os animais foram mantidos sem agua e comida por cerca 4 h antes do ino6culo do
parasito e cerca de 15 min depois do indculo. A infecgao intragastrica foi realizada
por gavagem, com uma agulha especial confeccionada em ago inox (ponta de esfera
— para evitar lesdes na mucosa oral/esofagica dos camundongos). Na infecgéo oral
foram utilizados micropipetadores com ponteiras de plastico e os parasitos foram

inoculados na cavidade oral.

Para neutralizagdo do pH acido do estbmago, os camundongos foram tratados
com administracdo de 19,4 mg/Kg de hidroxido de magnésio (Philips, Brasil)

concomitantemente com a inoculagéo dos tripomastigotas.

L. monocytogenes

Camundongos com células T CD8 GFP* e DsRed* OT-I TCR
transgénicos, que reconhecem o peptideo OVA2s7264 no contexto H2-Kb,

camundongos cuja vasculatura linfatica expressa GFP (Prox1-GFP) foram criados
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no Departamento de Pesquisa Clinica, University of Bern. C57BL/6 e BALB/c
(Janvier) foram mantidos no Theodor Kocher Institute, University of Bern.

Aliquotas estoque congeladas de L. monocytogenes-OVA (183) em meio
BHI (infusdo de cérebro e coragdo, do inglés “Brain Heart Infusion”) (BD, EUA) e
17% de glicerol contendo 200 pug/mL de estreptomicina foram descongeladas em
banho maria a 37°C e expandidas em BHI até a 37°C, com agitagao (250 rpm) por 3-
3,5h até alcancgar a fase log. A densidade bacteriana foi determinada pela absorgao
a 600 nm (BHI como branco) e deveria estar preferencialmente entre 0,3-0,6 para a
fase desejada. Uma ODeoo de 0,1 é equivalente a 1x108 CFU/mL. As bactérias foram
centrifugadas e ressuspensas em PBS estéril com indculo apropriado. A suspenséao
bacteriana diluida foi semeada em placas de agar BHI para verificagdo do real

numero de unidades formadoras de col6nia (CFU).

Fémeas C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram mantidas sem agua e
comida por 4h antes e pelo menos 15-30 min apds a infegcdo. Os camundongos
foram infectados via oral com 1,2-7,7x10° CFU como descrito (174) ou intravenosa
(IV) no plexo retro-orbital com 5x10% CFU, ambos em volume final de 50 pyL. Fémeas
BALB/c (10-12 semanas de idade) foram oralmente infectadas com 2,3x108 CFU. Os
in6culos foram confirmados por plaqueamento em placas de agar BHI. A inoculagao

IV foi realizada como controle positivo da infeccao.

Os experimentos foram realizados sob aprovacao do Comité Cantonal de
Experimentacdo Animal (Bern) (BE72/15 para coleta de 6érgaos, BE94/14 para

microscopia intravital e BE75/14 para infec¢ao por L. monocytogenes).

4.2 Parasitemia e sobrevivéncia

A parasitemia foi avaliada utilizando 5 puL de sangue isolados da porcéao distal
da cauda de camundongos infectados pelo T. cruzi, sendo em seguida,
quantificadas as formas tripomastigotas presentes em 50 campos entre lamina e

laminula (18x18mm) utilizando o microscopio dptico de campo claro (aumento 400x).

O numero de parasitos/mL de sangue foi calculado através do método de
Brener (225).
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Sendo n o numero de parasitos contados em 50 campos em aumento de 400x.

A sobrevivéncia dos camundongos infectados foi determinada através da

observacao diaria dos animais durante o periodo de infecgao.

4.3 Analise histolégica

Durante a necropsia, 6rgaos alvo na infec¢ao pelo T. cruzi, como coragéo e
figado, foram retirados, clivados longitudinalmente (coragdo) ou em pequenos
fragmentos (figado) e colocados no cassete plastico apropriado para inclusdo em
parafina. Em seguida, os mesmos foram submersos em uma solugdo fixadora
(formalina 5%) por 12-24h.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas para inclusdo em parafina. O
procedimento foi realizado utilizando o processador de tecidos (Lupe PT-5, Brasil).
Durante o processamento no aparelho, as amostras passaram por alcool 70%, 80%,
95%, 100%, 30 min em cada concentragdo. Em seguida, a clarificagao foi realizada
com duas solugdes de xilol (I e Il), por 30 min em cada passo para a completa
retirada do alcool e da gordura do material. A impregnacado com parafina (Sigma-
Aldrich, EUA) foi realizada em duas incubagdes a 58- 60°C por 1 h e a inclusdo em

parafina foi realizada utilizando suportes metalicos previamente aquecidos.

Os fragmentos parafinados foram cortados em microtomo Spencer 820
(American Optical, EUA) na espessura de 5 ym e fixados a l&minas histologicas.
Antes da coloragao, os cortes foram desparafinizados (xilol I, 5 min; xilol II, 5 min e
xilol 1ll, 10 min) e hidratados (élcool 100%, alcool 100%, alcool 95%, alcool 70% e
agua destilada, 3 min em cada etapa). Apos a coloragao por hematoxilina de Mayer
(Sigma-Aldrich, EUA) durante 1 min, as laminas foram deixadas em agua corrente
por 20-30 min. Posteriormente, foi realizado um banho em alcool 70% por 2 min e a

coloragao por eosina (Sigma-Aldrich, EUA) foi realizada em 15 s e em seguida, os
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cortes foram desidratados (alcool 95%, alcool 100%, alcool 100% e alcool 100% por
3 min em cada etapa). A clarificagéo foi realizada por 3 passagens em xilol (xilol I, 3
min; xilol Il, 5 min e xilol 1ll, 5 min). A montagem das I&minas foi realizada com

laminula e meio de montagem, Entellan (Merck, Alemanha).

No tecido hepatico, o percentual de area com infiltrado inflamatério foi
calculado através da analise de 25 campos por camundongo (duas secgdes
diferentes de cada animal). A analise qualitativa foi realizada utilizando os seguintes

critérios:
-, auséncia de infiltrado (sem alterag¢des);

+, areas de lesdes leves (pequenos infiltrados inflamatorios focais
principalmente ao redor dos vasos, parénquima nao afetado);

++, areas de infiltrado moderado (infiltrados de tamanho intermediario, ao redor
dos vasos, pouco difuso, formagdo de aglomerado de células inflamatérias no

parénquima e formacgao de trombos em alguns vasos);

+++, dreas de infiltrado intenso (areas aglomerados de células inflamatdrias,

difusos pelo parénquima e maior numero de vasos com formagao de trombos);

++++, muito intenso (extensas areas de aglomerados de infiltrados

inflamatorios e infiltrados difusos ocupando o parénquima).

Para avaliacdo da presenca de fibras de colageno, foi utilizada a coloracéo de
Picro Sirius. Sec¢des em parafina de 5 um foram desparafinizadas em xilol e
hidratadas e solugdes alcodlicas de concentragdes crescentes. A solugao de Picro
Sirius (vermelho de Sirius 0,1% em solugao aquosa saturada de acido picrico pH=2)
foi adicionada as secgdes por 1 hora. Apos lavagem de 2 min em acido cloridrico
0,01 N, foi realizada a contra-coloragdo com hematoxilina de Harris por
aproximadamente 6 min. Em seguidas as secg¢bes foram desidratadas em alcool,
clareadas em xilol e a montagem das laminas foi realizada em Entellan (Merck,

Alemanha).

4.4 Expressao génica de citocinas no coragao

Para a RT-PCR quantitativa em tempo real, o RNA total de metade do coracéo
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(secgao longitudinal; peso médio: 87,9 mg) de camundongos infectados pelo T. cruzi
foi extraido utilizando protocolo associadando de TRIzol (Invitrogen, EUA) o kit
RNeasy Mini (Qiagen, Alemanha) a partir da fase aquosa de fenol-cloroférmio de
acordo a instrugdes do fabricante (226). As reagdes de transcriptase reversa foram
realizadas com 3,5 ug de RNA e o kit Super Script Il (Invitrogen, EUA) de acordo
com as instru¢des do fabricante. A RT-PCR em tempo real foi realizada no
equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems, EUA) utilizando Power SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems, EUA), e os iniciadores para as citocinas,
IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-10 e IL-17, obtidos da IDT (Integrated DNA Technologies,
EUA) (Anexo I). Os genes HPRT (Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase) e f3-
actina foram utilizados como controles constitutivos endégenos (Anexo ). As
reacgdes realizadas em duplicatas a partir de 2 uL de cDNA (1:10) por reagéo, em
volume final de 20 uL. Apds a amplificagdo, foram realizadas curvas de dissociagao,
revelando apenas um pico para cada fragmento de amplificacdo. As quantificagbes
relativas dos niveis dos genes alvo foram realizadas utilizando o método AACt (227).
Os dados foram normalizados em relagdo aos genes constitutivos, e foram
determinadas as razdes comparando as amostras controles nao infectadas
utilizando o “software” Expression Suite (Life Technologies, EUA). As analises

estatisticas foram realizadas a partir dos valores de ACt.

4.5 Analise do coragao e figado por imunofluorescéncia

Coracao e figado obtidos de animais infectados pelo T. cruzi e controles nao
infectados foram incluidos em “tissue tek” (OCT, Sakura, EUA). As amostras de
coragao foram seccionadas longitudinalmente em duas partes, e o figado, em
diversos fragmentos. Para avaliar as células produtoras de TNF-a, foram realizadas
marcagdes duplas de imunofluorescéncia. Criocortes de 3 um foram fixados em
acetona por 5 min a 4°C. Apds duas lavagens em PBS gelado, foi aplicada a solugéo
de bloqueio contendo soro de cabra 10% e BSA (albumina de soro bovino, do inglés
“Bovine Serum Albumine”) (Sigma-Aldrich, EUA) 1% por 1 h a temperatura ambiente.
As amostras foram incubadas “overnight” a 4°C com os anticorpos primarios (de rato
contra CD4, CD8, F4/80 e Ly6G, e de coelho contra TNF-a), lavadas 3 vezes e os
anticorpos secundarios (de cabra contra Ig de rato acoplados a Alexa-488; e

anticorpo de cabra contra Ig de coelho acoplado a Alexa 546) foram adicionados por
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45 min a temperatura ambiente. As caracteristicas dos anticorpos utilizados estao
listadas no Anexo Il. Apos 3 lavagens em PBS, as laminas foram montadas
utilizando o meio de montagem "ProLong Gold Antifade" com o corante fluorescente

para nucelos, DAPI (Molecular Probes, EUA).

Para avaliagcdo de apoptose, foi utilizado o "ApopTag In Situ Detection kit"
(Merk Millipore, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. A montagem da lamina
foi realizada utilizando o meio de montagem ProLong Gold Antifade com DAPI
(Molecular Probes, EUA).

Todas as imagens foram visualizadas utilizando o microscopio Axio Imager A.2
(Zeiss, Alemanha) e digitalizadas através da camera AxioCam HRm r3.0 e do

“software” AxioVision 4.8.

As populagdes celulares (CD4*, CD8*, F4/80* e Ly6G*) presentes no infiltrado
inflamatério foram contadas em 10 e 14 campos para o coragdo e figado
respectivamente, e as células TNF* quantificadas. Duas secg¢des do coragao e duas
de fragmentos de diferentes lobos do figado de cada camundongo foram analisadas.
O percentual de CD4, CD8, macrofagos e neutrdfilos foi calculado em relagdo a

soma de todas as populagdes dos diferentes cortes.

4.6 Quantificagcdo de ALT e AST séricos

As amostras de sangue foram coletadas de camundongos infectados pelo T.
cruzi e, apos coagulagdo, o soro foi isolado. A atividade sérica de ALT (alanina
transaminase) e AST (aspartato transaminase) foi quantificada utilizando o
equipamento Reflotron (Roche, Alemanha) de acordo com as orientagbes do

fabricante.

4.7 Tratamento in vivo com proteina quimérica contra TNF-a

Camundongos BALB/c oralmente infectados pelo T. cruzi foram tratados por
via intraperitoneal com 0,83 mg/Kg da proteina quimérica contra TNF-a, etanercepte
(Enbrel, Wyeth Pharmaceuticals, EUA). Para determinagcdo do dia, realizamos um
teste iniciando o tratamento com 0, 7 e 14 dpi com doses subsequentes semanais. A
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partir deste teste, definimos o inicio do tratamento com 14 dpi. A parasitemia e a

mortalidade foram analisadas ao longo da infecgéo.

4.8 Determinacgao da carga bacteriana tecidual

Os linfonodos mandibulares (2 mandibulares e 2 mandibulares acessorios)
e mesentéricos (4), e o bago foram removidos assepticamente de camundongos
infectados por L. monocytogenes e colocados em tubos MagNALyser com PBS
estéril e mantidos em gelo durantes todos os procedimentos até o plaqueamento. Os
orgaos foram homogeneizados em tubos MagNALyser Green Beeds (Roche,
Frangca) a 5000 rpm por 1 min. As diluicbes seriadas dos homogenados foram
plagueadas em placas de agar BHI, e as colb6nias contadas apds 24h de incubagao
a 37°C.

4.9 Purificacao de linfocitos T e transferéncia adotiva

Os linfonodos e o bago foram homogeneizados e apds dissociagdo dos
tecidos, as amostras foram lavadas e ressuspensas em meio composto por PBS e 5
mM EDTA. Os linfocitos de camundongos OT-I-GFP* ou DsRed* foram utilizadas
para purificacdo de linfocitos T CD8" e de C57BL/6 para linfécitos T com os kits de
isolamento de células: "EasySep Mouse CD8" T cell" ou "Mouse T cell isolation kit"
seguinte orientagdes do fabricante (Stem Cell Technologies, Canadd). As células
foram negativamente selecionadas em um suporte magnético e a pureza foi na faixa
de 71-98%.

Para experimentos de microscopia de dois fétons, foram injetados
linfécitos purificados GFP* ou marcados com CMTMR (2-5x10%/camundongo) e para
citometria de fluxo, T CD8* DsRed* (marcadas com CFSE) ou GFP*
(1x108/camundongo) foram injetados IV em camundongos C57BL/6 pareados por

SeXo.

4.10 Marcacgao de células com CFSE e CMTMR

Para marcacdo com o corante de rastreamento de células CMTMR

(Molecular Probes, EUA) ou de ciclo celular, CFSE (Molecular Probes, EUA), 2x107
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células foram incubadas a 37°C no escuro em tubos de fundo arrendondado
contendo 1mL de meio RPMI (Gibco, EUA) completo com SFB (HyClone, EUA) com
5uM de CMTMR por 20min ou 5uM de CFSE por 15min, respectivamente. Foi
adicionado mais 1mL de meio e seguida as células foram centrifugadas. Apds
resuspensao em meio RPMI completo com SFB foram deixadas mais 15-30 min a
37°C lavagem, 15-30 min. Apos lavagem, foram ressupensas em volume final de
50uL por camundongo em meio RPMI completo com SFB para injegao IV.

4.11 Tratamento in vivo com MEL-14 e FTY720

Os camundongos foram tratados com 150 pg/camundongo do anticorpo
monoclonal contra CD62L, clone MEL-14 (Nanotools, Alemanha) e com fingolimoide
agonista de alta afinidade do receptor 1 de esfingosina 1 fosfato (S1P1), 1 pg/kg de
FTY720 (Calbiochem, Alemanha) por administragao intraperitoneal apos 1 dia de

infeccao por L. monocytogenes e novamente com FTY720 no dia 3.

4.12 Citometria de fluxo

Onde indicado, células CD8" OT-I-DsRed* (marcadas com CFSE) or OT-I-
GFP* isoladas foram transferidas 1 dia antes da infeccéo por L. monocytogenes. Os
mesmo o6rgaos utilizados na analise do CFU foram coletados apés 1, 2, 5 e 12 dias
de infecgdo. A lise de hemacias no baco foi realizada utilizando tampé&o de lise de
cloreto de amoénio (ACK). Apds contagem de células utilizando laminas Fast-Read
102 slides® (Biosigma, lItalia), 1-3x108 células foram plaqueadas por pogo. Apds
bloqueio de receptores Fc (2.4G2 Fc block CD16/32), as amostras foram lavadas e
as marcagdes com as combinagdes de anticorpos conjugados a fluorocromos foram
realizadas em tampao (PBS com 10% de SFB) por 30 min no gelo e no escuro:
contra CD8 conjugado a APC-Fire750 ou APC-Cy7 (53-6.7), contra CD25 APC
(PC61), contra CD44 BV605 (IM7), contra CD62L BV421 (MEL-14), contra CD69
BV711 (H1.2F3), contra CD127 APC (A7R34), contra KLGR1 PE-Cy7 (2F1/KLGR1)
e contra CD44 (IM7) biotinilado (BD Bioscience, EUA), e estreptavidina BV711
(BioLegend, EUA). Quando anticorpos biotinilados foram utilizados, apos lavagem,
outra incubacao foi realizada com estreptavidina conjugada a fluorocromo seguida

de lavagem. As células foram fixadas em PFA 2% por 15 min e lavadas novamente.
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A aquisigao foi realizada no FACS LSR Il (BD, EUA) e as analises no programa
FlowdJo (Tree Star, EUA).

4.13 Microscopia intravital de dois fétons (“Intravital Two Photon microscopy”,
2PM)

Para os experimentos em homeostasia, as células foram injetadas 1 dia
antes da aquisicdo de imagens e para visualizagao de OT-Il, 1 dia apds a infecgao
por L. monocytogenes. Os camundongos foram anestesiados por injegao
intraperitoneal de xilazina (10mg/kg) e quetamina (50mg/kg). Apos remogéo dos
pelos da regido do pescoco, foi feita uma incisdo na area latero-medial esquerda,
expondo os linfonodos mandibulares e mandibulares acessoérios cuidadosamente
sem toca-los diretamente. A regido foi mantida umida com salina. A aquisicdo de
imagens por 2PM foi realizada utilizando o sistema TrimScope equipado com
microscopio de fluorescéncia Olympus BX50WI, objetivas de 20x ou 25x (NAQ.95)
(LaVision Biotec, Alemanha) e um laser Ti:Sapphire NIR (MaiTai, Spectraphysics)
com emissao em 780 ou 840 nm. Para as analises em 4 dimensdes da migragao
celular, 16 planos z (espagados em 4um) com campo de visdo de 250x250 um?
foram obtidos. A aquisicdo de secgdes x-y foi realizada a cada 20 s por 20-30 min.
as vénulas de endotélio alto (HEVs) foram identificadas por MECA-79 conjugado a
Alexa-Fluor 633 ou 488 (10-15 pg/camundongo) injetada IV antes da visualizagao.
As sequéncias de planos de imagens foram transformadas em videos utilizando o
programa Volocity, que também foi usado para rastreamento semi-automatizado da

motilidade celular em 3 dimensoes.

4.14 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 5, utilizando-se
os testes Mann-Whitney e teste H de Kruskal-Wallis. O teste Q de Dunn foi
empregado apods rejeicdo da hipotese nula pelo Kruskal-Wallis. A curva de
sobrevivéncia foi construida usando o método de Kaplan-Meier. A significancia das
curvas foi avaliada através dos testes Mantel-Cox (considera a relagdo das razdes

de risco dos dois grupos igual ao longo da cinética) e Gehan-Breslow-Wilcoxon
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(atribui maior peso as perdas em momentos iniciais). Valores foram considerados

significativos quando p< a=0,05.

Na analise da infecgao pelo T. cruzi foram testadas duas hipoteses estatisticas

(considerando hipotese nula, Ho e alternativa, Hi):
e Comparacao entre IG e 10 2 Ho, IG=10; Hi, IG#IO

e Comparagao de IG ou IO em relagdo ao controle (auséncia de infecgéo,
representado como Ni ou 0 dpi) = Ho, IG/IO=Ni (0dpi); Hi, 1G/IO#Ni
(Odpi)
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5 RESULTADOS

5.1 A neutralizagdo do pH gastrico nao interferiu na parasitemia apés

infecgao intragastrica ou oral pelo T. cruzi

A fim de avaliar se as diferengas na parasitemia, mortalidade e infectividade -
percentual de animais apresentando parasitemia (Figura 1.8) poderiam estar
associadas ao pH reduzido do estébmago, afetando a viabilidade dos parasitos, foi
realizado um tratamento com antiacido. No nosso modelo, os camundongos
mantidos em jejum por 4 h apresentavam pH=3 no estbmago e 5 na cavidade oral. O
tratamento com antiacido, 19,4 mg/Kg de hidréoxido de magnésio neutralizou
imediatamente o pH do estémago (pH3 - pH=7), ap6s 15 e 30 min mantém em pH=

5 e em 50 min retorna a um pH=3 (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Avaliagao da eficacia do tratamento com antiacido na neutralizagido do pH

R Estomago | Estdmago | Estomago | Estdbmago

Estémago i i i i

i apos apoés apos apos

Boca | Estomago apos . . . .
antiacido antiacido antiacido | antiacido

antiacido
+ meio (15°) (30°) (50’)
pH 5 3 7 7 5 5 3

Camundongos BALB/c foram submetidos a tratamento com antiacido. O pH foi mensurado antes e
apo6s administragdo de Mg(OH)2 (imediatamente, 15, 30 ou 50 min). Para mensurar o pH da boca, a
tira de pH foi colocada em contato com a lingual e para o estbmago, o conteldo gastrico foi coletado

e depositado sobre a tira.

As diferencas de parasitemia observadas entre IG e IO ndo podem ser
atribuidas ao pH acido uma vez que a administracédo de Mg(OH)2 no momento do
inéculo (pH=7) em ambos os grupos n&o interfere na quantidade de parasitos
circulantes (Figura 5.1). O tratamento com antiacido 5 min antes da infecgéo

apresentou resultados similares.
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Figura 5.1. O pH gastrico nao interfere na infecg¢ao oral ou intragastrica pelo T. cruzi.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Tulahuén) derivados de cultura através de inoculagdo por gavagem (IG) ou na cavidade oral (10). A
inoculacdo IG e 10 de T. cruzi foi realizada juntamente com antiacido (Suspensdo de hidroxido de
magnésio, 19,4 mg/Kg) ou apenas meio. A parasitemia foi monitorada durante a fase aguda e
expressa em In de parasitos por mililitro (valores de média e erro padréo da média) para as analises.
Os parasitos foram contados em microscépio optico de campo claro e parasitemia calculada pelo

método de Brener. n: IG=7 e I0=7. Representativo de 2 experimentos.

5.2 Camundongos infectados pelo T. cruzi oralmente apresentaram mais

lesb6es hepaticas que os pela via intragastrica

Drogas/antigenos administrados por via oral sdo comumente absorvidos no
trato gastrointestinal e transportados para os sistemas linfatico ou porta hepatico
(228). Além disso, o figado, outro 6rgao alvo para o parasito, desempenha um papel
importante na eliminagao de parasitos circulantes na corrente sanguinea (229). Uma
vez que o figado também pode estar envolvido no desenvolvimento da fase aguda
em hospedeiros infectados oralmente, foi realizada uma avaliagdo comparativa de
secgbes do figado de camundongos de ambos os grupos de infecgdo. A
histopatologia apds 3, 9, 15-17 e 25 dpi demonstrou que a infec¢ao via IO promove
hepatite mais grave que |IG. Durante estagios iniciais da infeccdo (3-9 dpi), os
infiltrados apresentaram intensidade leve e estavam localizados ao redor dos vasos
de pequeno e médio calibre, mas na medida em que a infecgdo progrediu (15-17
dpi), o infiltrado inflamatério expandiu, afetando também o parénquima (Figura 5.2;

Tabela 5.2). Ninhos de amastigotas foram raramente detectados, e, portanto, nao foi
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possivel quantifica-los. Foram evidenciados alguns vasos de médio calibre com
estase sanguinea e formagao sugestiva de massas trombdticas principalmente no
grupo IO (Tabela 5.2). No que diz respeito ao dano hepatico, os niveis mais
elevados de ALT e AST no grupo IO que no grupo IG indicaram que o figado

daqueles estava mais comprometido (17 dpi) (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Histopatologia do figado durante a fase aguda da infecgdo pelo T. cruzi apés

inoculagao por gavagem ou na cavidade oral.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (IG) ou na cavidade oral (I0). A) Secgbes histopatoldgicas

coradas por hematoxilina-eosina demonstrando as lesdes no figado e a quantificagdo do infiltrado. B)
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Quantificagédo da area de infiltrado inflamatério. Barras cinza claro representam IG e cinza escuro 10O.
C) Atividade sérica de ALT e AST (17 dpi). A/B) n: IG, 9 dpi = 4, 15-17 dpi = 4, 25 dpi = 5; 10, 9 dpi =
4, 15-17 dpi = 9. Os dados foram obtidos de 4 experimentos. C) n: Ni=3, 1G=3, |I0=7. Os dados foram
obtidos de 2 experimentos. B/C) Os valores representam média + erro padrdo da média. Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney (unilateral superior), “GraphPad
Prism 5”. Comparagao entre os grupos IG e |10, e cada um com n&o infectado. *, p=0,05; **, p=0,01;
*** p=0,001. As barras representam 20 ym. As setas indicam infiltrados inflamatérios. Ni, nao

infectado.

Tabela 5.2. Alteragdes histopatolégicas no figado de camundongos infectados pelo T. cruzi.

dpi Inflamagao Aglomerado de Tendéncia de Producgéo de
perivascular células inflamatdrias massas colageno

trombéticas

IG 10 IG 10 IG 10 IG 10
3 - - - - - - - -
9 - + = + - - - -
15 ++ ++++ ++ ++++ ++ +++ + ++
25 it N.A. it N.A. it N.A. ++ N.A.

Camundongos BALB/c foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas do T. cruzi (cepa
Tulahuén) derivadas de cultura através de inoculagdo por garavem (IG) ou na cavidade oral (I0). Os
figados foram processados para inclusdo em parafina e as secgdes histolégicas coradas por
hematoxilina-eosina e Picro Sirius. A tabela representa o grau de inflamag&o no tecido hepatico: -,
sem infiltrados; +, areas de lesdes leves; ++, areas de infiltrados moderado; +++, areas de infiltrado
grave, ++++ muito grave. O espessamento da parede dos vasos observado na coloragdo de
hematoxilina-eosina foi corroborado pelo Picro Sirius. n=3-6 camundongos/dpi/grupo. Abreviagdes:

dpi, dias pés-infecgdo. N.A., ndo analisado.

5.3 Presenca de fibras de colageno, morte celular e composig¢ao do infiltrado
inflamatério nos grupos de infec¢ao intragastrica e oral no coragao e
figado
A coloragdo de Picro Sirius revelou uma leve deposicdo de colageno no

coragdo em ambos os grupos quando comparados com camundongos n&o
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infectados e no figado, um progressivo depdsito de colageno nas paredes dos vasos

sanguineos, principalmente no grupo |O (Figura 5.3; Tabela 5.2).

A Coracio

Naio infectado

IG

9 dpi

21 dpi

10

B

Naio infectado

9 dpi

15 dpi

Figado

IG 10

Figura 5.3. Deposicdo de colageno no coracgao e figado de animais infectados pelo T. cruzi.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas do T. cruzi (cepa

Tulahuén) derivadas de cultura através de gavagem (IG) ou inoculagdo oral (I0). Secgdes

parafinadas foram marcadas com Picro Sirius para revelar a produ¢cdo de colageno. A, coragéo,

contracorado com hematoxilina e B, figado. n=3-5 camundongos/grupo/dpi. As barras representam 50

gm.

Células apoptoticas (TUNEL™Y) foram observadas tanto no infiltrado como do

parénquima no figado e coracao (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Perfil de apoptose no coragao e figado de camundongos infectados pelo T. cruzi.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas do T. cruzi (cepa
Tulahuén) derivadas de cultura através de inoculagdo por gavagem (IG) ou na cavidade oral (10). A
técnica de TUNEL foi realizada em A, criocorte de coracdo e B, de figado para detecgédo de apoptose.
C, a marcagdo de TNF (vermelha) associada a estruturas que foram também observadas na
marcagao de TUNEL (vermelha) no figado de camundongos infectados. n=3 camundongos/grupo

(duas seccoes diferentes de cada de um experimento). As barras representam 100 pm.

As analises de imunofluorescéncia demonstraram que ambos os grupos
apresentaram perfis de células no infiltrado inflamatdrio cardiaco semelhantes
(células CD4 e CD8, macrofagos e neutrdfilos), enquanto no figado, a analise de
dois lobos diferentes mostrou que a composicao do infiltrado era principalmente de
macréfagos F4/80*. No entanto, células CD4* e CD8" e neutrdfilos Ly6G* também

foram encontrados (Figura 5.5).

75



Figura 5.5. Composicao celular do infiltrado inflamatério no coragdo e no figado de

camundongos infectados pelo T. cruzi.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x104 formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (IG) ou na cavidade oral (10). As analises de imunofluorescéncia

indicando o percentual de cada populagéo celular apés 16 dpi, células CD4*, CD8*, F4/80* e Ly6G".
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n=3 camundongos/grupo (duas secg¢bes diferentes de cada camundongo de um experimento).

5.4 Camundongos infectados na cavidade oral apresentaram maiores niveis

de RNAm de citocinas pré-inflamatoérias e IL-10 no tecido cardiaco que os

pela via intragastrica

Foi realizado RT-PCR quantitativo para IFN-y, TNF-qa, IL-10 e TGF- a fim de
analisar a presenca de RNAm de citocinas no tecido cardiaco de animais infectados.
Nossos resultados demonstram que a expressao génica de IFN-y, TNF-a e IL-10 foi

maior no grupo 1O do que no IG, enquanto TGF-f estava reduzido no IG em relagao

ao nao infectado (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Perfil de citocinas em camundongos infectados pelo T. cruzi pelas vias intragatrica

e oral.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (IG) ou na cavidade oral (I0). A quantificagao relativa da
expressao génica de citocinas no coragao foi obtida a partir de RT-qPCR. O RNA total foi extraido do
tecido em diferentes dias pds-infeccdo (dpi), e a reagéo realizada utilizando o “SYBR Green Master
Mix’. HPRT e B-actina foram utilizados como genes constitutivos. Os dados de RT-gPCR foram
normalizados com os genes constitutivos, e o aumento da expressdo (quantificacdo relativa) foi
determinado em relagado ao controle nao infectado utilizando o “Expression Suite”. Como controle
positivo para producdo de citocinas, foram utilizados linfoécitos de linfonodos subcutaneos de
camundongos infectados estimulados in vitro com anticorpo contra CD3 (C+ Lymph). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando os valores de ACt. n de um experimento: n&o infectado (0)=5-
9; 9 dpi 1G=3, 10=2-3; 17 dpi 1G=2-3, |0=2-3.As analises estatisticas foram realizadas pelo teste
Mann-Whitney (unilateral superior), “GraphPad Prism 5”. *, p=0,05; **, p=0,01; ***, p=0,001. *IG
versus |0. O teste Kruskal-Wallis (teste Q de Dunn) foi utilizado para anadlise da cinética. IFN-y
aumentou em ambos os grupos comparados ao ndo infectado. TNF-a e IL-10 apresentaram aumento

em |0, enquanto TGF-B estava reduzido em IG.
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5.5 Os macroéfagos sao a principal fonte de TNF-a tecidual

Além da analise da composi¢cdo do infiltrado inflamatério nos 6rgaos alvos
estudados, investigamos quais seriam as células produtoras de TNF-q, citocina que
se apresentou elevada tanto no soro como no coragdo dos animais infectados
(Figura 1.9; Figura 5.6). Imunofluorescéncia de amostras de coracdo e figado de
animais com 16 dpi apresentaram a presenca de TNF-a nesses tecidos. A marcacao
de TNF-a foi evidente em células inflamatérias, principalmente macréfagos (Figura
5.7). Nas secgdes de figado, o grupo 10 apresentou maior numero de macréfagos do
que o IG (média = erro padrdo da média: 1200 +18,68 versus 963 *+ 43,15,
respectivamente) a partir da quantificagdo em 14 campos de dois lobos hepaticos

diferentes.
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Figura 5.7. Células F4/80" representam a maioria TNF* no figado e coragdo em camundongos

infectados pelo T. cruzi.

Camundongos BALB/c machos foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (IG) ou na cavidade oral (I0). C,D) As analises de
imunofluorescéncia demonstram o percentual de células TNF* em cada populagcédo celular apds 16
dpi, CD4*, CD8*, F4/80* e Ly6G*. A, C) coragéo e B, D) figado. Os numeros representam médiaterro
padrdo da média. n=3 camundongo/grupo (duas secgbes diferentes de cada camundongo de um

experimento). As barras representam 100 ym.

5.6 A elevada producdao de TNF-a esta envolvida na mortalidade de

camundongos infetados pela via oral

A fim de avaliar o impacto dos elevados niveis séricos de TNF-a (Figura 1.9) na
resisténcia do hospedeiro, camundongos |0 foram tratados com a proteina
quimérica contra TNF-a. Inicialmente, foram testados inicio do tratamento com 0, 7 e
14 dpi. Estes resultados demonstraram que o inicio com 14 dpi apresentou uma
tendéncia de sobrevida melhor em relagdo aos demais grupos. Além disso, 14 dpi
precede o aumento de TNF-a sérico observado no soro (Figura 1.9). Portanto esse
momento foi selecionado também considerando que o bloqueio de TNF-a em
estagios mais iniciais da infeccdo prejudicaria o controle do parasito e
consequentemente da infecgdo. Camundongos infectados |0 tratados com Enbrel
semanalmente a partir de 14 dpi apresentaram maior sobrevida que os nao tratados,
mas sem afetar os nUmeros de parasitos circulantes na corrente sanguinea (Figura
5.8).
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Figura 5.8. A terapia anti-TNF melhora a sobrevida de camundongos infectados pelo T. cruzi
pela via oral (10).

Camundongos machos BALB/c foram infectados com 5x10* formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Tulahuén) na cavidade oral. O tratamento anti-TNF com etanercept comegou depois de 14 dias pos-
infecgdo (dpi) e foi realizado semanalmente. A parasitemia, A, (média e erro padrao da média do
logaritmo de parasito/mL) e mortalidade, B, foram acompanhadas durante a fase aguda. Os parasitos
foram contados no microscépio Optico, e a parasitemia calculada pelo método Brener. A analise
estatistica foi realizada utilizando “GraphPad Prism 5”. A) Para comparagédo de parasitemia nos dias
8, 15, 19 e 22 dpi foi utilizado o teste Mann-Whitney (unilateral superior). n: I0+enbrel=14-23 (n final e
inicial respectivamente), 10+H20=3-23 (n final e inicial respectivamente). B) A sobrevivéncia foi
analisada pelos testes Mantel-Cox (***) e Gehan-Breslow-Wilcoxon (##). n=20 camundongos/grupo
(equivalente a 100%) * p=0,05; ** p=0,01; *** p=0,001.
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5.7 Disseminacao inicial de L. monocytogenes

A fim de avaliar a distribui¢cdo inicial de L. monocytogenes, BALB/c e C57BL/6
foram infectados com uma cepa expressando OVA via 1O e IV. A contagem de CFU
foi realizada nos mandLNs, mLNs e baco apds 18-20 h de infeccdo. A infecgao oral
promoveu disseminacdo preferencial para os mandLNs, enquanto a IV, como
esperado, para o bago em camundongos BALB/c e C57BL/6. No entanto, a bactéria
foi raramente encontrada nos mLNs (Figura 5.9). Estes dados preliminares
demonstraram que quando a inoculagdo ocorreu na cavidade oral em duas
linhagens diferentes de camundongos, a bactéria foi capaz de ultrapassar a barreira
da mucosa oral e alcangar preferencialmente os linfonodos drenantes dessa regiao

em momentos iniciais da infeccao.
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Figura 5.9. Distribuigao tecidual de L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) (10-12 semanas de idade) foram infectadas com
L. monocytogenes-OVA na cavidade oral (I0) com 2,3 x 108 CFU (A) ou 1,2-2 x 10° CFU (B) ou por
via intravenosa (IV) com 5 x 103 CFU. Apés 18-20 h de infecgdo, os linfonodos mandibulares,
mandibulares acessorios (mandLN) e mensentéricos (mLN), e o bago foram coletados. Esses tecidos
foram homogeneizados, diluidos e plaqueados em meio BHI. A carga bacteriana representada como
unidades formadoras de coldnia (CFU) foi determinada apés 24h. A) Oral: n=3; IV: n=1. B) n=3. As
linhas horizontais representam média = erro padrdo. Os dados foram obtidos a partir de 1

experimento.

5.8 Analise da resposta T CD8* especifica em tecidos linfoides apés infecgao
oral por L. monocytogenes

Uma vez confirmada a presencga de bactérias no 6rgaos analisados no nosso

modelo, as respectivas dinamicas celulares durante a infeccdo por L.
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monocytogenes-OVA foram abordadas em diversos dias da cinética (1, 2, 5 e 12
dpi). Foram utilizadas células OT-l DsRed* obtidas de camundongos Rag” com TCR
transgénico que reconhece SIINFEKL, uma sequéncia de aminoacidos de
ovalbumina (OVA2s7-264), no contexto H2-Kb (MHC de classe ). Estas células, que
sdo T CD8 especificas para OVA, foram injetadas um dia antes da infec¢do com L.
monocytogenes expressando OVA. Os resultados preliminares demonstraram que
os mandLNs estavam alterados apods a infecgao oral e sugerem uma tendéncia de
aumento, enquanto o mesmo foi observado no bago apds infeccéo IV. O numero de

células nos mLNs néo foi alterado (Figura 5.10).

250+ 250+
-~ 10 v dLN
Y ] ] [J man
% 200- 200 B mLN
E 4 4 Il baco
= 150 150-
g ] ]
< 100 100+
=
fa; b -
£ 501 I |l| 50-
Z e e
0- Of lIIITI III'T' L1 0- "'n =Gl cpll -]
0 1 2 5 12 0 1 2 5 12
Dias pés infecgao (dpi) Dias pés infec¢io (dpi)

Figura 5.10. A infecgcdao oral por L. monocytogenes afeta diferentemente 6rgaos linfoides

secundarios.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectadas na cavidade ora (1O)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. Um dia antes da infecgdo, linfécitos OT-I
DsRed* foram injetados IV. Nos dias 1, 2, 5 e 12 pds infecgdo (dpi), os linfonodos mandibulares,
mandibulares acessoérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e bago foram coletados. O numero total
de células foi contado utilizando laminas “Fast-Read 102%”. 0 dpi: n=5; 1, 2 e 5 dpi: n=3; 12 dpi: n=2.

As barras representam média + erro padrdo. Os dados foram obtidos a partir de 1 experimento.

O percentual de linfécitos CD8* ndo apresentou diferengas evidentes durante
a cinética nos 6rgéos analisados de camundongos infectados via oral e um perfil
semelhante foi observado com IV. Entretanto, refletindo a celularidade, os numeros
absolutos de linfocitos CD8* apresentaram tendéncia de aumento durante a cinética,
na infecgdo oral principalmente nos mandLNs e na IV, no bago (Figura 5.11A). Os
dados sugerem que linfocitos OT-I, que reconhecem OVA expressa por L.
monocytogenes, apresentaram maior percentual e numero absoluto em 5 dias pos
infeccao (dpi) em todos os 6rgaos analisados em relagdo ao controle nao infectado,

e no baco de camundongos infectados via IV (Figura 5.11B).
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Figura 5.11. Expansao de OT-l em diferentes 6rgaos linfoides secundarios apés infecg¢ao oral

por L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a inoculagao, linfécitos OT-I
DsRed* foram injetados IV. Apos 1, 2, 5 e 12 dias de infecgdo, os linfonodos mandibulares,
mandibulares acessoérios (mandLN) e mesentéricos, e bago foram coletados. A fenotipagem foi
realizada por citometria de fluxo. As amostras foram adquiridas no FACS LRSIl (BD) e os dados
analisado utilizando o programa FlowJo (Tree Star). A) As células CD8* foram selecionadas a partir
da populagédo células individuais, previamente em linfocitos. B) As células OT-l DsRed* foram
selecionadas a partir da populacdo de CD8*. Paineis esquerdos, percentual e paineis direitos,
numeros absolutos. 0 dpi: n=5; 1, 2 e 5 dpi: n=3; 12 dpi: n=2. As barras representam média * erro

padrao. Os dados foram obtidos a partir de 1 experimento.
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Para avaliagao da proliferacao, células OT-I foram marcadas com CFSE antes
de serem injetadas. Apds 1, 2, 5 e 12 dpi, os o6rgaos foram coletados para analise.
Estes resultados preliminares demonstraram que em estagios iniciais, ainda nao foi
possivel detectar proliferagcdo consideravel, mas apds 5 dias, todas a células ja
haviam proliferado independente do érgéao e da via de inoculagao, sugerindo que o

periodo de maior proliferagdo foi entre os dias 3 e 4 (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Andlise de proliferagdao em diferentes 6rgéaos linfoides secundarios apés infecg¢ao
oral por L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0O)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infecgdo, células OT-I
DsRed* marcadas com CFSE foram injetadas IV. Apds 1, 2, 5 e 12 dias de infecgéo, os linfonodos
mandibulares, mandibulares acessoérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e bago foram coletados. A
fenotipagem foi realizada por citometria de fluxo. As amostras foram adquiridas no FACS LRSII (BD)
e os dados analisado utilizando o programa FlowJo (Tree Star). As células em proliferagao (CFSE-)
foram selecionadas dentro populagcao de OT-I DsRed*. Painel esquerdo, 0 , 1 e 2 dpi: n=3. Painel
direiro, 0 dpi: n=2; 5 dpi: n=3. As barras representam média + erro padrao. Os dados foram obtidos a
partir de 1 experimento.

Marcadores de ativacdo recente demonstraram diferentes perfis de acordo

com o 6rgao e a via de inoculagédo. Linfécitos CD25" e CD69* apresentaram
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tendéncia de aumento em percentuais e numeros absolutos nos mandLNs apods
infecgao oral, enquanto apenas CD69" apresentou tendéncia de aumento no baco

de camundongos infectados IV. Nenhuma alteragao evidente foi observada nos mLN
(Figura 5.13A e B).
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Figura 5.13. Fenétipos de ativagao recente em 6rgaos linfoides secundarios apés infec¢ao oral

por L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados via oral ou
intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infecgéo, células OT-I DsRed* foram
injetadas IV. Apds 1, 2, 5 e 12 dias de infecgao, os linfonodos mandibulares, mandibulares acessorios
(mandLN) e mesentéricos (MLN), e bago foram coletados. A fenotipagem foi realizada por citometria
de fluxo. As amostras foram adquiridas no FACS LRSIl (BD) e os dados analisado utilizando o
programa FlowJo (Tree Star). Linfocitos A) CD25* e B) CD69* foram selecionados dentro da
populagcao de linfocitos OT-I DsRed*. Painel esquerdo, percentuais e painel direito, nimeros
absolutos. n=3. As barras representam média + erro padrdo. Os dados foram obtidos a partir de 1

experimento.
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Considerando os percentuais de precursores de linfécitos de memaria central
(Tcm) CD44hehCD62L"e", ndo foram observadas variagbes relevantes ao longo da
infecgdo, no entanto, a infeccdo oral promoveu uma tendéncia de aumento em
numero absoluto dessa populagdo em todos os 6rgaos, enquanto a IV, apenas no
bago (Figura 5.14A). A populagéo de células CD44"M"CD62L'*" (células de memoria
efetora e efetoras de vida curta) apresentou tendéncia de aumento apds infecgéo
oral em percentuais nos mandLNs, em numeros absolutos em todos os o6rgaos.
Entretanto, em camundongos infectados IV, esse fendmeno foi principalmente

observado no bacgo (Figura 5.14B).

Tanto as células efetoras precursoras de memoria (“Memory precursor
effector cells”, MPECs) KLRG1-CD127*, quanto as efetoras de vida curta (“Short
lived effector cells”, SLEC) KLRG1*CD127- foram principalmente detectadas no bago
independente da via de infecgdo, exceto por pequenos numeros detectados de

ambas as populagdes nos mandLNs apds infecgao oral (Figura 5.15).
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Figura 5.14. Perfis de células efetoras e precursores de memoédria em diferentes orgaos

linfoides apés infecg¢ao oral por L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infecgdo, células OT-I
DsRed* foram injetadas IV. Apos 1, 2, 5 e 12 dias de infecgdo, os linfonodos mandibulares,
mandibulares acessoérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e bago foram coletados. A fenotipagem foi
realizada por citometria de fluxo. As amostras foram adquiridas no FACS LRSIl (BD) e os dados
analisados utilizando o programa FlowJo (Tree Star). CD44 versus CD62L foi analisado dentro da
populagdo de linfécitos OT-I DsRed*. A) Linfécitos CD8* DsRed* CD44M"shCD62L"sh e B) Linfocitos
CD8* DsRed* CD44hehCD62L'ow cells. Painel esquerdo, percentuais e painel direito, nimeros
absolutos. 0 dpi: n=2; 5 dpi: n=3; 12 dpi: n=2. As barras representam média + erro padrdo. Os dados

foram obtidos a partir de 1 experimento.
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Figura 5.15. Perfis de células efetoras e precursores de memoria em diferentes orgaos

linfoides apés infecg¢ao oral por L. monocytogenes.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infec¢do, células OT-I
DsRed* foram injetadas IV. Apdés 1, 2, 5 e 12 dias de infec¢do, os linfonodos mandibulares,
mandibulares acessoérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e bago foram coletados. A fenotipagem foi
realizada por citometria de fluxo. As amostras foram adquiridas no FACS LRSIl (BD) e os dados
analisado utilizando o programa FlowJo (Tree Star). KLRG1 versus CD127 foi analisado dentro da
populagéo de linfocitos OT-lI DsRed*. A) Linfécitos CD8* DsRed* KLRG1-CD127* e B) Linfocitos CD8*
DsRed* KLRG1*CD127-. Painel esquerdo, percentuais e painel direito, nimeros absolutos. 0 dpi: n=2;
5 dpi: n=3; 12 dpi: n=2. As barras representam média + erro padrdo. Os dados foram obtidos a partir

de 1 experimento.
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5.9 Perfil de células CD8* especificas apos bloqueio da entrada e saida de

linfécitos dos 6rgaos linfoides secundarios

No curso natural da infeccdo, nossos dados demonstraram que apods a
infeccdo oral por L. monocytogenes, os numeros de linfocitos OT-lI antigenos
especificos eram similares entre os o6rgdos (Figura 5.11B). No entanto, quando
utilizamos anticorpo monoclonal clone MEL-14 para bloquear CD62L e fingolimoide
FTY720 para bloquear o receptor de esfingosina 1 fosfato (S1P1) com 1 dpi e
apenas FTY720 novamente com 3 dpi (Figura 5.16A), portanto inibindo entrada e
saida de linfécitos dos o6rgdos linfoides secundarios, respectivamente, os perfis
tornaram-se mais evidentes. Dados preliminares demonstraram que o percentual de
CD8" total nao foi alterado, mas linfécitos OT-I especificos apresentaram tendéncia
de expansdo quase que exclusivamente nos mandLNs apods a infec¢do oral (Figura
5.16B).

A infeccdo oral promoveu uma tendéncia de aumento do percentual de
linfécitos CD44M"CD62LM9" e CD44M"CD62L'° nos mandLNs, e CD44MshCD62L'ov,
também nos mLNs e bago. No que diz respeito a infecgado IV, os resultados
demonstraram que linfécitos CD44M9"CD62LN" e CD44MhCD62L'Y apresentaram
tendéncia de aumento percentual no baco, e CD44hdhCD62L"9", também nos
mandLNs e mLNs (Figura 5.17A).

Linfécitos KLRG1-CD127* apresentaram pequena tendéncia de aumento nos
mLNs e KLRG1*CD127- foram principalmente detectadas nos mandLNs apds a
infecgao oral, enquanto na infecgao IV, essa populagao foi mais evidente no bacgo
(Figura 5.17B).
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Figura 5.16. Expansao de linfécitos OT-l em diferentes o6rgaos linfoides secundarios apos

infecgao oral por L. monocytogenes seguida de tratamento com MEL-14 e FTY720.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infecgdo, células OT-I
GFP* foram injetadas IV. No dia 1 pés infecgdo, os camundongos foram tratados com injecao
intraperitoneal de MEL-14 (150 pg/camundongo) e FTY720 (1 ug/kg), e no dia 3 novamente FTY720.
Apbs 4 dpi, os linfonodos mandibulares, mandibulares acessérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e
baco foram coletados. A fenotipagem foi realizada por citometria de fluxo. As amostras foram
adquiridas no FACS LRSII (BD) e os dados analisado utilizando o programa FlowJo (Tree Star). A)
Esquema representativo da cinética. B) Céllulas CD8* foram selecionadas dentro da populagdo de
células individuais previamente selecionadas em linfécitos. C) Células OT-I GFP* foram selecionados
na populagéo de linfécitos CD8*. n=3. As barras representam média + erro padrao. Os dados foram

obtidos a partir de 1 experimento.
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Figura 5.17. Perfis de células efetoras e precursores de memoédria em diferentes dérgaos
linfoides secundarios apoés infecgdo oral por L. monocytogenes seguida por tratamento com

MEL-14 e FTY720.

Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12 semanas de idade) foram infectados na cavidade oral (I0)
ou por via intravenosa (IV) com L. monocytogenes-OVA. No dia anterior a infecgdo, células OT-I
GFP+ foram injetadas IV. No dia 1 pds infecgdo, os camundongos foram tratados com injecao
intraperitoneal de MEL-14 (150 pg/camundongo) e FTY720 (1 ug/kg), e no dia 3 novamente FTY720.
Apés 4 dpi, os linfonodos mandibulares, mandibulares acessérios (mandLN) e mesentéricos (mLN), e
baco foram coletados. A fenotipagem foi realizada por citometria de fluxo. As amostras foram
adquiridas no FACS LRSIl (BD) e os dados analisados utilizando o programa FlowJo (Tree Star).
CD44 versus CD62L e KLRG1versus CD127 foram analisaados dentro da populagcédo de OT-1 GFP*.
A) Linfocitos CD44hishCD62LNsh e CD44NishCD62L'ow. B) Linfécitos KLRG1*CD127+ e KLRG1*CD127-.

n=3. As barras representam média + erro padrdo. Os dados foram obtidos a partir de 1 experimento.
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5.10 Estabelecimento da cirurgia dos linfonodos mandibulares para
visualizagao por microscopia de dois fotons (2PM)

Inicialmente, a fim de melhor compreender a éarea de drenagem dos
mandLNs, foram utilizados camundongos Prox1-GFP para visualizagdo da rede de
linfaticos em verde. Apos a cirurgia com auxilio de um estereomicroscopio, fotos de
fluorescéncia foram capturadas. Dessa forma, foi possivel observar que os mandLNs
estavam principalmente conectados por vasos linfaticos a regido inferior da cavidade
oral e das bochechas (Figura 5.18A). Utilizando suportes customizados para
realizacdo da operagdo (Figura 5.18B), foi estabelecida uma boa e estavel

preparagao para imageamento intravital por 2PM (Figura 5.18C).

Posteriormente, foram realizados experimentos em condi¢gdes homeostaticas
com o objetivo de avaliar o comportamento natural das células. Apds analise semi-
automatizada da trajetoria individual das células, a velocidade de cada uma foi
obtida a partir do programa utilizado. Desta forma, foi calculada a velocidade média
das células analisadas, sendo para linfocitos T, uma velocidade de 13 pm/min,
enquanto para T CD8", 16 um/min (Figura 5.19A). Para analise em condi¢des
infecciosas, utilizamos nosso modelo de infecgao oral por L. monocytogenes-OVA.
Apods 5 dias de infeccao, a velocidade média de linfocitos policlonais GFP™ foi de 16
Mm/min, em contraste, linfocitos antigeno-especificos, OI-T-DsRed*, apresentaram

média de 18 ym/min em experimentos preliminares (Figura 5.19B e C).
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Figura 5.18. Exposicdo dos linfonodos mandibulares e mandibulares acessérios para

visualizagao por 2PM.

Os camundongos foram anestesiados por inje¢ao intraperitoneal e, apds remocgéo dos pelos, uma
incisdo foi realizada na regido esquerda do pescogo para exteriorizagdo dos linfonodos que foram
mantidos Umidos com solugéo salina. A) Camundongos Prox1-GFP foram utilizados para visualizar as
areas de drenagem dos linfonodos de interesse. B) Imagens mostrando a fixagdo do camundongo no
suporte. C) Preparagao final para imageamento intravital. SMG, glandula salivar submandibular.
mandLN, linfonodo mandibular. parotLN, linfonodo parétido.
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Figura 5.19. Velocidade celular em condigcbes homeostaticas e durante a infecgao por L.

monocytogenes.

Os videos obtidos do imageamento intravital por microscopia de dois fétons (“Two Photon
Microscopy” — 2PM) foram analisados utilizando o programa Volocity. A) Células marcadas com
CMTMR foram injetadas IV em camundongos C57BL/6 pareados por sexo pelo menos 16h antes da
visualizagdo. Analise de linfécitos T: n=3 camundongos (14 videos/3 experimentos); Linfocitos T
CD8*: n=3 camundongos (7 videos/1 experimento). B) Fémeas de camundongos C57BL/6 (10-12
semanas de idade) foram infectadas via oral com L. monocytogenes-OVA. Linfécitos OT-I-DsRed*
foram transferidos IV no dia 1 pds infecgdo e linfécitos policlonais GFP no dia 3 em C57BL/6
infectados pareados por sexo. A visualizagdo foi realizada no dia 5. n=1 mouse (2 videos/ 1
experimento). A/B) As caixas representam mediana e intervalo interquartil. C) Imagens representivas
de B em 7, 15 e 20 min de video. Verde, linfécitos policlonais GFP*. Vermelho, OT-I-DsRed*. Cinza,

vénulas de endotélio alto (“High endothelial venules”, HEV) detectadas por MECA-79.
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a transmissao oral da doenca de Chagas representa a via mais
importante no Brasil (70-80% dos casos) (48). Na Venezuela, Coldbmbia, Bolivia,
Argentina e Equador também houve casos relatados da doenga aguda associada ao
consume de alimentos/bebidas contaminados, mas ha poucos estudos nessas
regides (49). Esses pacientes oralmente infectados desenvolvem sintomatologia
intensa (febre, edema facial, exantema, hemorragia, meningoencefalite, dores
abdominais, entre outros), acompanhada pelo envolvimento cardiaco classico. Além
disso, a elevada mortalidade nas duas primeiras semanas (8-35%) supera as taxas
resultantes da infeccao pela via vetorial classica com picada e contaminagdo com as
fezes contaminadas do vetor (5-10%) (52). Acredita-se que a via de entrada do
parasito no hospedeiro seja um fator chave na patogénese da doenga (230).
Trabalhos na literatura demonstraram que infecgdes sistémicas versus na mucosa
promovem distintos perfis ao longo da infec¢do. Foi demonstrado que camundongos
CFI infectados com a cepa Peruviana (Tcll) do T. cruzi por vias sistémicas como IP,
intravenosa ou subcutanea apresentaram maiores taxas de infectividades (67-100%)
quando comparadas a vias de mucosa como |0, IG, intrarretal, genital ou conjuntival
(17-67%)(181). Além disso, Caradonna and Pereiraperrin (231) infectaram
camundongos BALB/c e C57BL/6 com a cepa Tulahuén (TcVI) via subcutanea e
intranasal, e observaram maior mortalidade no grupo subcutéaneo. Vale ressaltar que
camundongos infectados intranasalmente desenvolveram maior parasitismo cerebral
e menor parasitemia que aqueles infectados subcutaneamente, sugerindo uma
migragcado preferencial de parasitos para o cérebro apds administragdo intranasal
(231). Quando camundongos foram infectados com essa mesma cepa simulando
vias naturais de infeccdo, desafios oral (na orofaringe) ou cutaneo (inserindo o
parasito em um corte cutdneo), tripomastigotas metaciclicos derivados do inseto
vetor sdo mais infectivos pela inoculagéao oral (232). Independente do DTU (cepas
Tcl ou Tcll), a infecgédo por gavagem (IG) apresenta menor infectividade, parasitemia
e mortalidade que injegcbes intraperitoneais (233), da mesma forma, observamos
com a cepa Tulahuén (TcVI). Resultados prévios demonstraram que a infecgéo 10
induz maior taxa de infectividade comparada a |G (Figura 1.8). Assim como a via de
inoculagdo, outros fatores como, tamanho do in6culo, DTU e estagio de
desenvolvimento do T. cruzi, podem estar envolvidos no prognéstico da doenca.
Trabalhos de outros grupos demonstraram que a infeccdo por gavagem (IG) com

5x10* tripomastigotas sanguineos da cepa Y (Tcll) promove maior parasitemia que a
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cepa Colombiana (Tcl) (233). Além disso, a infeccdo IP apresenta maior
infectividade com parasitos de sangue do que com tripomastigotas metaciclicos
derivados do inseto vetor (234).

As glicoproteinas gp82 e gp30 estdo envolvidas na invasdo da mucosa gastrica
e podem estar diferencialmente expressas entre as diferentes cepas e estagios
evolutivos. Além disso, Cortez e colaboradores identificaram uma sequéncia de
ligacdo a mucina presente na gp82 de tripomastigotas metaciclicos da cepa Y (Tcll)
e sua equivalente Tc85-11, envolvida na invas&o celular por tripomastigotas
derivados de cultura (TCT) (102). No nosso modelo, ambos TCT e metaciclicos
derivados de cultura foram capazes de infectar pela 1G. Além disso, tanto
tripomastigotas metaciclicos derivados do inseto vetor como também parasitos
derivados de células/sangue (consumo de animais reservatorio infectados) estéo

associados aos surtos de transmissao oral em pacientes (49, 235, 236).

O sitio inicial de entrada do parasito na infecgdo oral ainda ndo é bem
determinado. Hoft e colaboradores demonstraram que em camundongos infectados
oralmente (I0), ndo ha detecgdo de parasitos na orofaringe e es6fago, mas sim,
detectou-se a presenca de ninhos de amastigotas no estdbmago (84). Nessa mesma
linha, outro grupo sugeriu que glicoproteinas do parasito, como gp82 e gp30, estao
envolvidas na invasao do epitélio gastrico apoés inoculacao
intragastrica/intrafariangeana (85, 97, 171, 237). Em conjunto, esses trabalhos
consideram a administragdo do parasito seja pela via intragastrica, intrafaringeana
ou na cavidade oral, como infeccao “oral’. Nos resultados obtidos durante o
mestrado, demonstramos que camundongos BALB/c infectados pelo inoculo na
cavidade oral (I0) apresentaram maior infectividade quando comparados ao grupo
IG (Figura 1.8). Desta forma, esses dados constituem o primeiro relato abordando
potenciais diferengas no desenvolvimento da infeccdo de acordo com as vias IG e
0. Apds alcangar a circulagéo sistémica, T. cruzi pode multiplicar-se no interior de
diversos tipos celulares, como por exemplo, macrofagos, fibroblastos, musculo
esquelético e cardiaco, neurdnios e células epiteliais. O parasito possui tropismo
para o tecido cardiaco, onde forma ninhos de amastigotas e desencadeia o
recrutamento de células inflamatdrias (70). Nossos resultados anteriores mostraram
que apesar da menor parasitemia e mortalidade, o grupo IG apresenta uma peri-
miocardite mais grave que o |0, sugerindo que o envolvimento cardiaco nao esteja

relacionado a elevada mortalidade do grupo 10 (Figura 1.8, Figura 1.10).
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Também ja foi demonstrado que o T. cruzi é capaz de infectar o sistema
reticuloendotelial, incluindo medula 6ssea, bago e figado. Além disso, a infecgao IP
promove apoptose de células hepaticas e inflamagao devido a producédo de TNF-a.
Nesse sentido, foi previamente descrito que a cepa Tulahuén do T. cruzi induz a
producao de TNF-a e apoptose de hepatdcitos, comprometendo a fungado do 6rgao
(109). No nosso modelo, a infecgao IO apresentou dano hepatico mais grave que a
IG, como observado na histopatologia e elevada atividade sérica de ALT e AST
(Figura 5.2). Tem sido descrito que hepatécitos ndo sdo comumente infectados in
vivo, mas ninhos de amastigotas podem ser observados nas células sinusoidais e de
Kupffer (108). Nesse trabalho, amastigotas foram raramente detectados no figado,
provavelmente em células de Kupffer. Esta escassez pode ocorrer devido ao
eficiente controle do parasito que ocorre nesse 6rgao (110). No entanto, outros
dados do grupo demonstraram a presenca de DNA satélite do parasito por PCR em
tempo real (178). Adicionalmente, o figado & descrito como a primeira linha de
protecdo contra patdégenos e em respostas tolerogénicas a antigenos oriundos do
trato gastrointestinal através do sistema porta (20, 25, 110, 238). Nossos resultados
demonstraram que os macrofagos sdo as principais células produtoras de TNF-a no
figado (Figura 5.7). Essas células podem estar envolvidas na eliminagdo tecidual do
parasito. Considerando o envolvimento de TNF-a na morte celular, vale ressaltar que
foi observada marcacao positiva para apoptose em regides ricas e TNF-a (Figura
5.4).

Paralelamente as diferengas parasitoldgicas e histopatolégicas, nossos dados
também haviam demonstrado que camundongos infectados IG e |0 apresentaram
elevados niveis séricos de IFN-y, enquanto TNF-a estava elevado apenas em IO
(Figura 1.9). A resposta imune celular adaptativa € essencial para o controle do

parasitismo durante a infecgéo (239).

As citocinas TH1 possuem um papel importante na regulagao da replicagcéo do
T. cruzi e na resposta imune conferindo resisténcia do hospedeiro, enquanto
citocinas Tn2, como IL-4 e IL-5, estdo associadas a susceptibilidade do hospedeiro
(70). No inicio da infeccdo, DNA do parasito e glicoconjugados de superficie sao
capazes de desencadear a resposta imune inata através da ligacdo com TLR-2, -4 e
-9 em macréfagos e DCs, aumentando sua capacidade endocitica e de eliminagao
do parasito por estresse oxidativo. Citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, favorece

a ativagcédo de células inflamatorias que migram para controle da carga parasitaria
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(239). Elevados niveis de TNF-a, como observados em 10, podem estar envolvidos
com danos cardiaco, esplénico e hepatico, e choque téxico em camundongo, como
ja foi descrito em outros estudos (142, 240). Reforgando essa ideia, |10 apresentou
pico de TNF-a com 17 dpi, quando se inicia a mortalidade (Figura 1.8). O grupo IG
também comeca a morrer nesse mesmo momento, mas em taxas mais baixas que
0. Nesse sentido, a detecgdo de TNF-a por RT-PCR também foi maior em amostras
de coragao do grupo 10 que do IG (Figura 5.6). Além disso, também demonstramos
anteriormente que tanto em IG como em 10, IL-10 e IL-4 estavam aumentadas (17
dpi), enquanto IO apresentava menor quantidade da citocina reguladora TGF-
circulante. Essas citocinas estdo envolvidas na inibicado da fungao microbicida de
macrofagos e na protegdo do hospedeiro contra dano tecidual (142, 144). Tem sido
descrito que células produtoras de IL-17 contribuem para a formagao da barreira
gastrointestinal (184). Os resultados obtidos durante o mestrado demonstraram que,
como esperado, a inoculagao do parasito por vias de mucosa (IG e 10), desencadeia
a ativacao dessas ceélulas, elevando a producgéo desta citocina (Figura 1.9).

Estudos abordando diferentes vias de infeccdo sdo relevantes uma vez que
parecem promover diferengas na resposta imune e no progndstico da doenca.
Infecgbes bacterianas como com L. monocytogenes, Streptococcus pyogenes e
Francisella tularensis através da mucosa (intranasal ou oral) promovem resposta
Tu17, enquanto vias sistémicas (intravenosa ou subcutédnea), Tu1. Antigenos
administrados pela via de mucosa estimulam células produtoras de IL-17 (241),

como foi também observado na infecgéo pelo T. cruzi.

Nos camundongos infectados |0, os elevados niveis circulantes de TNF-a em
17 dpi estavam associados a dano hepatico e morte. Resultados similares foram
observados em camundongos deficientes de IL-10, que desenvolvem aumentada
destruicdo hepatica e choque toxico por TNF-a elevado. Para corroborar que TNF-a
estava envolvido na morte dos camundongos |0, bloqueamos esta molécula. Por
essa citocina ser critica no controle da parasitemia [32,48], a administracido de
etanercepte comegou em 14 dpi, quando a parasitemia ja estaria sendo controlada
pela resposta imune humoral. O tratamento com etanercepte atrasou a mortalidade
sem alterar a parasitemia, revelando o papel critico de TNF-a no curso da infecgao
IO (Figura 5.8). Resultados similares foram também observados por Rodriguez-

Angulo e colaboradores (242).
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Varios grupos de pesquisa incluindo o nosso demonstraram que a via de
inoculagdo do parasito é fator chave no que diz respeito ao desenvolvimento da
doenca, portanto vale considerar a infecgdo oral especificamente, uma vez que a
transmissdo oral tem apresentado grande relevancia epidemiolégica. Nesse
trabalho, demonstramos que a resposta do hospedeiro € distinta quando o parasito e
inoculado na boca ou por gavagem. Se compararmos com 0s pacientes, os surtos
de transmissdo oral estdo relacionados a ingestdo de comidas/bebidas
contaminadas (49), e curiosamente, os pacientes apresentam edema de face (243).
Parasitos/antigenos podem ser capturados por células dendriticas tolerogéncias da
mucosa oral produtoras de IL-10 e IL-12 (perfil regulador e inflamatorio), ou no trato
gastrointestinal de onde podem ser drenados para o figado pelo sistema porta (20,
244). Considerando a infeccdo oral, ndo podemos assumir que O Pprocesso
infeccioso é o mesmo apdés inoculagdo oral ou por gavagem

(intragastrica/intrafaringeana).

Dados do nosso grupo demonstraram que apdés a infecgédo oral o T. cruzi é
detectado nos linfonodos mandibulares (mandLNs)(178), corroborando a importancia
do contato do patégeno na cavidade oral antes da chegada ao trato gastrointestinal
inferior. Portanto, avaliamos a drenagem e ativagao inicial da resposta imune

especifica nesses linfonodos apds a infecgao oral por L. monocytogenes.

L. monocytogenes foi principalmente descrita por infectar o intestino delgado,
mas o colon também ja foi relatado como sitio primario de replicagdo bacteriana
apos ingestédo de alimentos contaminados (220). No entanto, o papel da boca e dos

linfonodos drenantes ainda nao foram abordados.

Apods infecgdo pela via tradicional descrita na literatura por inoculagao 1V,
camundongos BALB/c apresentam carga bacteriana principalmente no bago e
figado, e em menor proporgdo nos intestinos delgado e grosso apos 24h de
infeccdo. No entanto, apds inoculagdo intragastrica (IG), L. monocytogenes é
preferencialmente detectada nos mLNs, e intestinos delgado e grosso, mas também
no figado em camundongos BALB/c e C57BL/6 (mais e menos susceptivel
respectivamente). Além disso, a microbiota intestinal foi descrita como protetora
contra a infecgado IG (18, 218, 223).

D’Orazio discute que a questdo da inoculacdo IG pode promover diferentes
resultados no que diz respeito a disseminagao bacteriana. Alguns autores mostram
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que L. monocytogenes alcanga o bago e o figado em 4h, mas outros né&o
observaram disseminagdo sistémica apds 48h (218). Ghanem e colaboradores
desenvolveram um modelo de infeccdo oral por ingestdo de p&o contaminado,
utilizando uma cepa murinisada, L. monocytogenes-InlA™, e detectaram carga
bacteriana nos intestino e posterior disseminacdo para o bago e o figado (220).
Entretanto, a disseminagcdo para tecidos adjacentes a cavidade oral ndo foram
estudados anteriormente. Nesse trabalho, demonstramos que a bactéria € capaz de
alcancgar os mandLNs dentro de 20h pés-infecgao, em vez do mLN (Figura 5.9). Em
contraste, a infecgao IV, como esperado promove tropismo preferencial para o bago.
Interessantemente, um relato clinico na literatura demonstrou um caso de linfadenite
com presencga de L. monocytogenes em secgdes histologicas do linfonodo cervical
de um paciente (245). Estes dados corroboram a importancia de considerar que
esses patdogenos sdo capazes de atravessar a barreira da mucosa oral antes de
alcangar o intestino em infecgbes oralmente adquiridas. Em contraste, infec¢ao IV
com doses mais altas de Lm selvagem (5x10° CFU de EGDe) também permite a
deteccao da bactéria em linfondos cervicais em menor propor¢ado em comparagao

com o bago (246).

Duas proteinas de invasao celular estdo envolvidas na entrada de L.
monocytogenes em células nado fagociticas, InlA e InIB (247). InlA liga-se a E-
caderina humana, promovendo a invasdo de células epiteliais (248, 249), enquanto
InIB reconhece receptores HGF ou Met, tanto murino quanto humano, em diversos
tipos celulares de mamiferos, como hepatdcitos e células endoteliais (185, 186).
Entretanto, apesar da E-caderina humana e murina possuirem 90% de identidade,
InlA liga-se fracamente a molécula de origem murina (193). A fim de otimizar o
modelo murino de infecgdo oral, foi desenvolida uma cepa geneticamente
modificada expressando InlA que reconhece E-caderina de camundongo com alta
afinidade, conhecida como murinisada (L. monocytogenes-InlIA™) (194). Nesse
trabalho, utilizamos uma cepa expressando OVA (L. monocytogenes-OVA) e InlA
selvagem. Apesar da invasédo celular mediada por InlA ser mais rapida, também é
capaz de utilizar vias alternativas, como a passagem por células M para translocar
através da mucosa intestinal (250). Uma vez nas placas de Peyer (PP), ambas as
cepas selvagem e murinisada provavelmente sdo capturadas por macrofagos
independetemente de InlA/B, e em seguida, essas células migram para os mLNs e

sangue (194). Células dendriticas CD8a* também estdo envolvidas na disseminagao
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de L. monocytogenes para o bago de forma independente de internalinas (251).
Considerando que nosso objetivo € investigar a importancia do contato da bactéria
com a cavidade oral, vale ressaltar que este ambiente €& rico em diferentes
populagcdes de DCs e sua capacidade migratéria poderia auxiliar a disseminagao
através do sistema linfatico, incluindo linfonodos drenantes da cavidade oral (27,
252-254). Portanto, mesmo na auséncia do ligante de alta afinidade de E-caderina,
L. monocytogenes é capaz de atravessar a barreira da mucosa oral e alcancgar os
mandLN como foi observado. Além disso, até mesmo cepas deficientes de InlA
estabelecem infecgao intestinal apds infecgao por alimento contaminado (220). Apos
60-72h de infecgao oral ou IG, em contraste a L. monocytogenes-InlA™, a cepa
selvagem (InlA de baixa afinidade) comega a ser eliminada (194). Essa cepa
murinisada pode também aumentar a disseminagcdo a partir do intestino para os
mLNs, mas esse processo nao é exclusivamente dependente de InlA (220).
Interessantemente, as cepas selvagem e murinisada podem apresentar diferentes
niveis intracelulares, mas a maioria ainda € encontrada no meio extracelular em
mLNs (221). Estudos epidemiolégicos demonstraram que carreadores
assintomaticos e produtos alimentares estao associados cepas com InlA truncada ou
secretada, enquanto em pacientes, InlA completa € mais frequente, sugerindo uma

correlagao entre essa molécula e a viruléncia de L. monocytogenes (195, 196).

Apos infecgao IG, altas frequéncias de linfocitos T CD8* LLO-especificos sé&o
detectadas na lamina prépria dos intestinos, enquanto apds IV, no figado e baco.
Dentro da populagao de linfécitos intraepiteliais dos intestinos, PP e mLNs, células
especificas sdo menos abundantes independenteda via de infecgdo em
camundongos BALB/c (223). A infeccdo oral por L. monocytogenes também
promove robusta expansdo de linfécitos T CD8* enddogenos antigeno-especificos
sistemicamente e nos compartimentos da lamina propria e intraepitelial. Além disso,
a remogao do baco ndo afeta a resposta, sugerindo que este 6rgao nao seja
essencial para a ativacdo inicial apds infec¢ao oral, mas sim os mLN (201). Nossos
resultados sugerem que na verdade, os mandLN sao o principal sitio de expansao
de linfécitos antigeno-especificos apos infec¢do oral por L. monocytogenes-OVA, em
vez dos mLNs e bago. Além disso, os dados sugerem uma expansao de OT-I que foi
acompanhada por um tendéncia de aumento na expressdo de marcadores de
ativacdo recente, CD25 e CDG69, nos mandLNs (Figura 5.11; Figura 5.13).

Interessantemente, um modelo experimental de infecgao intrabucal (inje¢do na base
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do vestibulo mandibular anterior) com Porphyromonas gingivalis, uma bactéria gram-
negativa que causa periodontite, demonstrou o envolvimento dos linfonodos
submandibulares. Apds reestimulacdo especifica in vitro, células T provenientes
desses linfonodos de camundongos infectados eram capazes de produzir elevados
niveis de IFN-y e IL-17 (255).

A eliminagdo de patdégenos é seguida pela formacdo de populagdes de
memoéria distintas, incluindo linfocitos T CD8*. Essas populacbes apresentam
propriedades e localizagcbes definidas, e sdo capazes de responder rapidamente a
um segundo desafio. As células T de memoria central (“Central memory”, Tcwm)
residem em tecidos linfoides, enquanto as de memodria efetora e uma uma
subpopulacdo associada, as residentes de memoria (“Resident memory”, Trv) s&o
principalmente encontradas em tecidos periféricos n&o linfoides (10, 16, 256, 257).
Nossos dados mostraram uma tendéncia de aumento em numeros absolutos de
precursores de Tcm (CD44M9"CD62LM9") em todos os drgédos apos infecgédo oral,
enquanto IV, apenas no bago. Células efetoras precursoras de memoria (“Memory
precursor effector cells”, MPEC) e efetoras de vida curta (“Short-lived effector cells”,
SLEC) representadas em conjunto na populagdo CD44M"CD62L'°" foram
detectadas nos mandLNs, mLNs e bag¢o, mas apods infecgao IV, principalmente no
baco (Figura 5.14; Figura 5.15).

Sheridan e colaboradores demonstraram que apés infecgdo oral com Lm-
INJA™ ha uma rapida formagao de linfocitos T CD8" KLRG1-CD127* intestinais
(MPECs). Essas células aumentam preferencialmente a expressdo de CD103 e
CD69 e sobrevevem a longo prazo, corroborando o conceito de que Trw,
caracterizada pela expressao dessas moléculas, podem ser derivadas de MPECs
infiltrantes no inicio da resposta. As Trwm intestinais sdo essenciais para protecéo
otima contra a bactéria nesse modelo, uma vez que ha uma elevada expresséo de
047 e seu bloqueio sistémico aumenta a carga bacteriana no figado e mLN. Em
contraste, linfécitos T CD8" KLRG1*CD127- (SLECs ) entram em apoptose no
intestino. Apesar dos niveis similares no inicio da infecgdo, MEPCs aumentam e
SLECs diminuem ao longo do tempo (201). Em vez do intestino, avaliamos os
mandLNs, mLNs e baco. Nossos resultados mostraram que MPECs e SLECs foram
principalmente detectadas no baco independente da via de infeccao, mas também

em menor propor¢ao nos mandLN apds infecgao oral.
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As infecgdes 10 e IV foram realizadas com indculos diferentes devido a maior
letalidade pela via IV, portanto ndo comparamos numericamente os dados entre as
duas vias. No entanto, mesmo com menor inoculo, a infecgdo IV induziu intensa
resposta (tendéncia de aumento de celularidade e numeros de OT-l) no bago
semelhante a infeccdo oral. Dessa forma, a via IV representa um bom controle
positivo da infecgdo. Os resultados sugerem que a infec¢do oral, que representa
melhor a via natural de transmissdo, promove intensa resposta principalmente nos
mandLN, enquanto IV pouco afeta os mandLN. Interessantemente, o bloqueio da
entrada e saida de linfocitos dos 6rgaos linfoides através do tratamento com MEL-14
e FTY720 demonstrou uma tendéncia mais evidente nesses perfis (Figura 5.16;
Figura 5.17).

Estudos anteriores abordaram a preparacdo dos linfondos cervicais em
camundongos para avaliar hemodinamica e interagdes linfocitos-HEV (Vénulas de
endotélio alto) através de microcopia de fluorecéncia intravital (9). De forma
semelhante, demonstramos a area de drenagem dos mandLNs e padronizamos a
cirurgia para exposicdo dos mesmo como uma ferramenta para avaliar o
comportamento em condigdes homeostaticas e na imunidade adaptativa utilizando o
modelo de infecgdo oral por L. monocytogenes. Nossos resultados relacionados a
velocidade de células T em torno de 15 um/min em condi¢gdes homeostaticas estao

de acordo com a literatura (258).

Diferengas na nomenclatura anatébmica na literatura dificultam comparagdes.
Nesse trabalho, utilizamos a nomenclatura proposta por Van den Broeck e
colaboradores, que descreve principalmente 4 grupos de linfonodos na regidao do
pescoco: mandibular, mandibular acessorio, parétido superficial e cranial profundo
(12). Nossos experimentos foram realizados com os linfonodos mandibulares e
mandibulares acessorios, aqui identificados de genericamente como mandLN.

O presente trabalho apresenta dados inovadores mostrando a importancia do
contato do patégeno com a mucosa oral e considerando os linfonodos mandibulares
como um importante sitio de disseminacdo de Lm e ativacao inicial da resposta
imune apods infecgdo oral em camundongos. Além disso, apresentamos um modelo
apropriado para imageamento intravital da resposta de linfécitos T CD8" T em

linfonodos drenantes da cavidade oral apés infecgéo oral (Figura 5.18; Figura 5.19).
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusoes parciais:

e Nossos resultados demonstraram que as diferengas de infectividade e
parasitemia apdés a infeccdo IG e |0 pelo T. cruzi observadas
anteriormente, no nosso modelo, ndo podem ser atribuidas a um efeito

deletério do pH gastrico.

e O grupo 10 apresentou hepatite mais intensa que o grupo |G, e ambos os
grupos apresentaram composig¢ao de infiltrado inflamatério semelhante,
presenca de morte celular e deposi¢dao de colageno tanto no coragao
como no figado. No coragdo houve uma maior deteccdo de expresséo
génica de citocinas no grupo 10 em relagéo ao 1G.

¢ Os macrofagos foram identificados como a principal fonte tecidual de TNF-
a, e os elevados niveis séricos dessa citocina estavam relacionados a

morte dos camundongos |O.

e Apds a infeccdo na cavidade oral por L. monocytogenes, houve uma
deteccdo da bactéria nos mandLN e os dados sugerem que esse seja O
local prefencial de ativagdo da resposta de células T CD8 antigeno-

especificas.

¢ Nesse trabalho foi padronizada a cirurgia para exposi¢ao dos mandLN que
permitiu uma preparacdo estavel para visualizacdo intravital de células

antigeno-especificas.

Conclusao final:

Nossos dados demonstraram que a passagem do patdgeno pela a cavidade oral
inflencia a parasitemia, mortalidade, comprometimento de 6rgaos alvo e perfil de
citocinas, e os elevados niveis de TNF-a observados apds a infeccdo oral estdo
associados a alta mortalidade. Além disso, os dados sugerem que ha um
direcionamento inicial do patégeno para os linfonodos mandibulares, onde ocorre

preferencialmente a ativagao da resposta de células T CD8 antigeno-especificas.
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Figura 7.1 Infecgao oral pelo T. cruzi e L. monocytogenes.

O esquema representa o desfecho da infecgédo por diferentes portas de entrada (rosa). A entrada do
T. cruzi pela cavidade oral (I0) ou diretamente no estdbmago (IG) promove diferengas com relagéo a
orgaos alvo (vermelho) e resposta imune. A infeccdo IO desencadeia maiores niveis séricos de
citocinas Th1 (IFN-y e TNF-a), dano hepatico e os elevados niveis de TNF-a circulante estédo
envolvidos com a morte. Ja a Infecgdo IG leva a maior detecgdo de citocinas reguladoras/Th2/Th17
(TGF-B, IL-4 e IL-17) e maior dano cardiaco. Apds inoculagédo de L. monocytogenes na cavidade oral,
a bactéria é capaz de alcangar os linfonodos mandibulares (lilas) e possivelmente promove a
expanséo de linfécitos T CD8 antigeno-especificos. No entanto, ndo se sabe se a bactéria chega aos

linfonodos livremente ou transportada por fagocitos. Adaptado de (120).

Como perspectivas, pretendemos:

e Avaliar a resposta imune especifica ao T. cruzi nos mandLNSs;

e Avaliar por bioluminescéncia a cinética de infeccdo e selecionar momentos
especificos para analise individual de determinados érgéaos apés a infecgao
oral por L. monocytogenes;

e Padronizar protocolo de visualizagdo por 2PM de migracao de células
efetoras antigeno-especificas na regido mandibular apds a infecgao oral por
L. monocytogenes;

e Visualizar L. monocytogenes-InIA™-OVA-RFP em diferentes érgaos.
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9 ANEXOS

9.1 Anexol
Sequéncias dos iniciadores para cada alvo avaliado

Alvo - . . -
(RNAm) Senso Néo senso Fabricante Ciclagem da PCR Concentracao
ATGGCCTTGTAGAC | GCTATCGATTTCTCCC 95 °C —10 min
IL-10 N oTG Aol IDT (NM_010548) | 95 °C - 15s 40x 300nM
63 °C — 1min
GCCTAGCTCTGAGA | CACCATCCTTTTGCC 95 °C 10 min
IFN-y CAATGAACGC AGTTCCTCCA IDT (Este estudo) 95 °C - 15§ 40x 300nM/300nM
63 °C — 1min
GGCAGAAGAGGCAC | TGGTGGTTTGCTACG 95 °C —10 min
TNF-a TetCata it IDT (Este estudo) | 95 °C —15s 40x 100nM/100nM
64 °C — 30s
CCGAATGTCTGACG | GCGGACTACTATGCT 95 °C 10 min
TGF-B N TOAAGA AGAGE IDT (NM_011577) | 95 °C - 15s 40x 300nM
63 °C — 1min
Invitrogen 95 °C — 10 min
uprr | TCCCAGCGTCGTGA | GGCCACAATGTGATG (HB095B01/ o °G 156 4ox 300mM
TTAGCGATG GCCTCCC _
H6995B02) 63 °C/64 °C — 1min/30s
GTCCACACCCGCCA | ATGCCGGAGCCGTTG Invitrogen 95°C =10 min
. Vi °
B-actin CCAGTTCG TCGAC (467G05/467G06) | 20 C— 198 40x 300nM

63 °C/64 °C— 1min/30s

*20uL volume final da reagao
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9.2 Anexoll

Anticorpos utilizados na imunofluorescéncia.

Especificidade Especificidade o . L . L .
i . Espécie de origem e isotipo  Concentragao estoque  Diluigao Clone Fabricante
(antigeno) (espécie)

CD4 Camundongo Rato, 19G2a, k 0,5 mg/mL 1:20 H129.19  BD Pharmingen

F4/80 Camundongo Rato,lgG2b 0,1 mg/mL 1:50 Cl:A3-1 Abcam

TNF alfa Camundongo /etc Coelho, IgG 0,2 mg/mL 1:25 Policlonal Abcam

IgG Rato Cabra, Alexa Fluor® 488 2 mg/mL 1:400 Invitrogen

Abreviagdes: |g, imunoglobulina.
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9.3 Anexolll

Producao cientifica durante o periodo de doutorado
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Abstract

Oral transmission of Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, is the
most important route of infection in Brazilian Amazon and Venezuela. Other South American
countries have also reported outbreaks associated with food consumption. A recent study
showed the importance of parasite contact with oral cavity to induce a highly severe acute
disease in mice. However, it remains uncertain the primary site of parasite entry and multipli-
cation due to an oral infection. Here, we evaluated the presence of T. cruziDm28c luciferase
(Dm28c-luc) parasites in orally infected mice, by bioluminescence and quantitative real-time
PCR. In vivo bioluminescent images indicated the nasomaxillary region as the site of para-
site invasion in the host, becoming consistently infected throughout the acute phase. At later
moments, 7 and 21 days post-infection (dpi), luminescent signal is denser in the thorax,
abdomen and genital region, because of parasite dissemination in different tissues. Ex vivo
analysis demonstrated that the nasomaxillary region, heart, mandibular lymph nodes, liver,
spleen, brain, epididymal fat associated to male sex organs, salivary glands, cheek muscle,
mesenteric fat and lymph nodes, stomach, esophagus, small and large intestine are target
tissues at latter moments of infection. In the same line, amastigote nests of Dm28c GFP T.
cruziwere detected in the nasal cavity of 6 dpi mice. Parasite quantification by real-time
gPCR at 7 and 21 dpi showed predominant T. cruzi detection and expansion in mouse nasal
cavity. Moreover, T. cruzi DNA was also observed in the mandibular lymph nodes, pituitary
gland, heart, liver, small intestine and spleen at 7 dpi, and further, disseminated to other tis-
sues, such as the brain, stomach, esophagus and large intestine at 21 dpi. Our results
clearly demonstrated that oral cavity and adjacent compartments is the main target region in
oral T. cruziinfection leading to parasite multiplication at the nasal cavity.
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Author summary

Oral transmission of Trypanosoma cruzi associated with food/beverage consumption is
presently an important route of infection in Brazil and Venezuela. Colombia, Bolivia,
Argentina and Ecuador have also reported to have acute cases of Chagas disease transmis-
sion through the oral route. Significant studies about this form of T. cruzi infection are
largely lacking. In addition to the classic cardiac involvement, orally-infected patient
progress to a highly symptomatic disease and increased mortality rate (8-35%), surpassing
the calculated mortality produced by the disease resulting from the biting of infected
insect vectors (5-10%). Here, we explored by in vivo bioluminescent images, qPCR and
fluorescence microscopy the primary site of parasite entry and multiplication in oral
infection (OI). Our results clearly demonstrated that the oral cavity is the main T. cruzi
target region in OI, leading to parasite multiplication at the nasal cavity and parasite dis-
semination to the brain and peripheral tissues. Interestingly, facial edema, paraesthesia of
the tongue, gingivitis and dry cough were already described in affected patients. These
findings might be associated to our present data, which describe for the first time the
nasomaxillary region as the main target tissue following oral T. cruzi infection.

Introduction

Human Chagas disease (American trypanosomiasis) is a neglected tropical illness caused by
the protozoan Trypanosoma cruzi. Infection affects 6-8 million people worldwide and is con-
sidered a global health problem. Chagas disease is endemic in Mexico, Central America and
South America and is also spreading in non-endemic countries through migration of infected
people [1]. It can be transmitted by excreta deposition after biting of blood sucking Triatomi-
nae bugs, blood transfusion; organ transplantation; laboratory accident; congenitally and
orally [2, 3].

Outbreaks of oral transmission of Chagas disease were described in Brazil, Venezuela,
Colombia, French Guyana, Bolivia, Argentina and Ecuador [4-9]. All of these outbreaks were
associated with contaminated food/beverage consumption as wild animal meat, vegetables,
sugar cane extract, acai pulp, guava juice, bacaba, babacu and vino de palma [10-12]. From
1968 to 2000, 50% of acute cases in Amazon region were attributed to oral transmission [8]
and these numbers reached 70% between 2000-2010 [6]. Venezuela has also reported the big-
gest outbreak described so far, with two distinct occurrences affecting respectively 103 and 88
people. These outbreaks involved adults and children from urban and rural schools [5, 13].
Mortality rate in orally infected patients is reported as higher (8-35%) when compared to the
classical vectorial transmission, through triatomine excreta deposition after biting (<5-10%)
[14]. It is well known that both trypomastigotes and metacyclic trypomastigotes are associated
with oral Chagas transmission [15-17]. Regarding T. cruzi genotypes, isolates from DTUs I, II,
IIL, IV and VI have been associated with patients from oral Chagas outbreaks [18-25]. Although
relevant, there are few reports about T. cruzi oral transmission in the literature. Some authors
have demonstrated parasite-mucosa interaction, some aspects of immune response as well as
disease outcome after intragastric, pharyngeal or buccal parasite challenge. These models of oral
T. cruzi infections present both patent parasitemia and heart parasitism, which indicate systemic
infection [26-30]. In addition, T. cruzi glycoprotein gp82 seems to bind gastric mucin, promot-
ing invasion and replication in epithelial cells from the gastric mucosa [31]. This initial invasion
is related to establishment of a progressive gastritis and allows further systemic dissemination of
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the parasite. Nonetheless, the short replication period at this mucosal site induces specific
immunity, as protection was observed after a secondary mucosal challenge, involving the pro-
duction of IgA and IgG antibodies [27]. In orally infected mice, inflammatory infiltrates are
observed in tissues such as pancreas, spleen, liver, bone marrow, heart, duodenum, adrenal
glands, brain and skeletal muscle. Moreover, it was suggested that intraepithelial and lamina
propria lymphocytes are involved in IFN-y but not IL-4 production in orally infected hosts [27].
Following disease outbreaks caused by T. cruzi food contamination, a clear increase in severity
of clinical manifestations was observed in patients, as compared with other types of transmis-
sion routes [8, 14]. These observations raise important questions concerning the particular fea-
tures of T. cruzi entry via the mucosa, including the possible modulation of local immune
mechanisms and the impact on regional and systemic immunity [32, 33]. We have recently
demonstrated that the site of parasite entrance, through oral infection (OI)-directly in the
mouth, as observed in natural infection, or gastrointestinal infection (GI)-directly to the stom-
ach via gavage differentially affects host immune response and mortality. Thus, comparing to
GI mice, we observed that OI mice presented elevated infection rate and parasitemia, higher
TNF serum levels, more severe hepatitis and milder carditis [15]. This difference in immunolog-
ical response and infection severity between GI and OI mice raised important questions about
the primary site of T. cruzi infection by the oral route and its impact on disease progression.

Bioluminescent imaging is a promising technique that brings the opportunity to approach
the in vivo host-pathogen interactions through a highly sensitive and non-invasive way [34]. In
addition to allow the follow up of infection progression by keeping the animal alive, this tech-
nique also gives the possibility to observe new sites of infection and parasite distribution that
are hardly observed by histological techniques [35]. In the past years, some reports developed
in vivo bioluminescent analysis both in T. cruzi infected mice and in the invertebrate host [35-
37]. In the present work, by employing the bioluminescent technique and real-time qPCR, we
followed the dynamics of T. cruzi Dm28c luciferase (Dm28c-luc) distribution throughout the
host using our well-established model of OI in mice [15]. The bioluminescence results indi-
cated the nasal cavity as the main primary site of parasite invasion and multiplication in the
host. At later moments, luminescent signal progressively increased in the abdomen and genital
region, as a result of parasite dissemination. Quantification of parasite load, via T. cruzi satellite
DNA (SatDNA) detection by real-time qPCR at 7 and 21 dpi, corroborated the biolumines-
cence results, showing predominant T. cruzi detection in mouse nasal cavity. Parasite amplifi-
cation was also observed in the mandibular lymph nodes, pituitary gland, heart, liver, small
intestine and spleen at 7 dpi, and was disseminated to other tissues, such as the brain, stomach,
esophagus and large intestine at 21 dpi. Our results indicate the oral cavity and adjacent tissues
as the main target region for oral T. cruzi infection, leading to parasite multiplication at the
nasal cavity.

Methods
Mice and Trypanosoma cruziinfection

Male BALB/c mice, aged 6-8 weeks, were obtained from the animal facility of Oswaldo Cruz
Foundation (Rio de Janeiro, Brazil) and used in all experiments. Animals were handled
according to the rules of the Ethics Committee for Animal Research of Oswaldo Cruz Founda-
tion. The total number of mice used in each experimental set is described in S1 Fig flowchart.
Mice were infected via the oral cavity (OI) with trypomastigotes of a Dm28c (DTU- TcI)
genetically modified to express the firefly luciferase (Dm28c-luc), Dm28c-GFP or Tulahuén
(DTU- TcVI) strains [35, 38].

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507  April 5, 2017 3/26


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507

@' PLOS NEGLECTED
Nz ’ TROPICAL DISEASES Target tissues in oral Chagas disease

Parasites were obtained from infected cultures of a monkey kidney epithelial cell line (Vero
cells) from the particular Cell Line Collection of the Laboratory on Thymus Research, Oswaldo
Cruz Institute. T. cruzi were counted using Neubauer’s chamber in phosphate buffered saline
(PBS). Mice were maintained starving for 4 hours and then infected with 1x10° trypomasti-
gotes in 50 pL of parasite suspension into the mouth. At the infection moment, mice swallow-
ing time was respected to avoid parasite aspiration.

A control experiment was performed with injection of 50 uL of black ink suspension at the
oral cavity or intranasally to validate our protocol of oral infection and to exclude the possibil-
ity of an intranasal contamination (S2 Fig).

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 Brazilian National Council of Animal Experimen-
tation and the Federal Law 11.794 (10/2008). The Institutional Ethics Committee for Animal
Research of the Oswaldo Cruz Foundation (CEUA-FIOCRUZ, License: LW-23/12) approved
all the procedures used in this study.

Parasitemia

Mouse parasitemia was individually evaluated at different days post-infection (4, 7, 11, 14 and
21 dpi-S1 Fig) by counting trypomastigotes in 5 uL of tail vessels blood. Blood-parasite num-
ber was calculated according to the Brenner method.

In vivo and ex vivo bioluminescence imaging (BLI)

Photoluminescence signals were measured at different time points post-infection (15 and 60
minutes (min), 7 and 21 dpi-S1 Fig), in anesthetized animal, by ventral and lateral position
using the IVIS Lumina image system (Xenogen Corp, CA, EUA). D-luciferin potassium salt
(Xenogen) stock solution was prepared in PBS at 15 mg/mL and stored at -80°C.

Analyses of 15 min post-infection imaging were performed with a 5 min pre-incubation of
Dm28c-luc with 0.15 mg in PBS (10 pL) of D-luciferin stock solution followed by mouse infec-
tion. Photoluminescent images of infected mice were acquired 15 min later.

Images at 60 min post-infection were carried out after intraperitoneal injection of D-lucif-
erin (150 mg/Kg of body weight) followed by an addition of 50 uL of D-luciferin (0.75 mg in
PBS) at the oral cavity, just before capturing the images.

At 7 and 21dpi analyses, photoluminescent signals were measured with images starting 15
min after an intraperitoneal injection of D-luciferin solution in potassium salt (150 mg/Kg of
body weight).

Mice were placed inside the animal chamber anaesthesia delivery system (Xenogen XGI-8
Gas Anaesthesia system). Isoflurane (1.5%) anaesthesia was applied until the mice became
recumbent. These animals were then placed into the image chamber of IVIS Lumina system
(Xenogen Corp, CA, USA) and controlled flow of isoflurane, with a nose cone device into the
chamber, maintained them anesthetized during the bioluminescence imaging acquisition.

For the analysis of T. cruzi presence in specific organs, mice were injected with D-luciferin
at different times post-infection (S1 Fig), and 10 min later mice were euthanized in order to
perform single tissue harvest. Tissues were removed, transferred to a culture dish and images
acquired at the IVIS Lumina image system.

Acquisition of bioluminescent images of both mice and tissues was performed by 5 min of
exposure and the photons emitted from luciferase-expression T. cruzi were quantified using
the Living Image 3.0 software program.
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Ex vivo analysis of parasite nests

Uninfected and six days post infection mice were euthanized, the nasal cavity were isolated
and tissue were included in tissue tek (OCT, Sakura, USA). Cryosections (5 um) of frozen tis-
sues were analyzed using a fluorescent Zeiss microscope (Germany). Images were digitalized
using AxioCam HRm and Axio Vision Rel 4.8 software.

DNA extraction from tissues

DNA extraction was performed from nasal cavity, palate, tongue, esophagus, stomach, small
intestine, large intestine, liver, heart, spleen, mandibular lymph nodes, pituitary gland and brain,
using the QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, CA). Tissues were obtained from dissected infected
mice at different time points (60 min, 7 and 21 dpi), individually weighted (maximum 10 mg for
spleen and 30 mg for other tissues was used), washed in PBS (except tissues from nasal cavity,
mandibular lymph nodes and pituitary gland) and stored at -20°C until DNA extraction. Blood
was drawn via cardiovascular perfusion with PBS, immediately after euthanasia. Nasal cavity tis-
sue was obtained after scraping the region. Tissues and organs from non infected mice were
used for negative control. The protocol was carried out according to the manufacturer’s instruc-
tions and the DNA was eluted with 100 pL of elution buffer (AE). As a qualitative internal refer-
ence control, the exogenous internal amplification control (IAC), a pZErO-2 plasmid containing
an insert from the A. thaliana aquaporin gene, was used as reported by Duffy (2009). Before
DNA extraction, 5 uL (40 pg/mL) of linearized IAC were added to the samples. DNAs were
stored at —20 ° C until use and their purity and concentration were determined using a Nano-
drop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific) at 260/280 and 260/320 nm.

Quantitative duplex real-time PCR (qPCR)

According to the international consensus for quantification of Trypanosoma cruzi DNA in
Chagas disease patients [39], Quantitative Real Time PCR Multiplex assays using TagMan
probes were performed targeting the satellite region of the nuclear DNA (SatDNA) of T. cruzi
and the exogenous internal amplification control (IAC), as described in Dufty et al, 2009. The
qPCR reactions were performed in a final volume of 10 pL containing 1.5 pL of DNA template,
5 uL of 2X TaqgMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), 750 nM of both
cruzil (5 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 3') and cruzi2 (5’ AATTCCTCCAAGCAGCGGAT
A3’) primers and 50 nM cruzi3 probe (5 FAM- CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB 3')
specific for T. cruzi SatDNA; 100 nM IAC Fw (5CCGTCATGGAACAGCACGTA3') and IAC
Rv (5’CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT 3') primers and 50 nM IAC Tq probe (5’ VIC-AG
CATCTGTTCTTGAAGGT-NFQ-MGB 3'). Cycling conditions were a first step at 95°C for

10 min followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 58°C for 1 minute. The amplifications
were carried out in a ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Standard
curves for the absolute quantification were constructed by serial dilution of DNA, extracted
from 1 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Dm28c-luc and Tulahuén strain), ranging from 10°
to 0.5 parasite equivalents (par. eq). Normalization of the parasite load was performed by tissue
mass, after the absolute quantification of T. cruzi by real time qPCR and results were expressed
as parasite equivalents/tissue mass (g).

Statistical analyses

Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test) or Mann-Whitney tests were used for the statistical analyses.
P values < 0.05 were considered statistically significant. Tests were performed using GraphPad
Prism 5.
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Results

Trypanosoma cruzi-luc inoculation through the oral route promotes
acute infection in mice

Mice orally infected with T. cruziDm28c-luc were examined for blood parasitemia during the
acute phase of infection. Peripheral blood parasites started to be detectable at 7 dpi, with a
peak of parasitemia at 11 dpi. At later moments, the number of circulating parasites gradually
decreased (Fig 1).

The head region is the main affected area in orally Trypanosoma cruzi
infected mice

In order to determine the anatomical route of parasites entrance after OI, mice were infected
and evaluated by bioluminescence imaging. At 15 and 60 min after OI, mice were placed
inside the IVIS Lumina chamber and the images were obtained in ventral (upper panels) and
lateral (lower panels) position (Fig 2). Detection of bioluminescence images after 15 min of OI
showed that all infected mice analyzed had highest intensity of bioluminescence in the head
region, concerning the mouth, nose and eyes. Although less intensive, bioluminescence was
also observed in the neck, thorax and at the abdominal region. Bioluminescence signals were
consistently observed from either ventral or lateral viewpoints (Fig 2A and 2B). One hour after
infection, the major bioluminescence image detected remained in the head region (Fig 2C and
2D).

To confirm luciferase activity in living trypomastigotes, 5x10* Dm28c-luc T. cruzi parasites
were incubated in vitro with medium or D-luciferin in 24 well plate (black circle). Medium or
D-luciferin (150 ug/mL) substrate was added to the well and, after 5 min of incubation, images

10

8..

Ln parasites/mL

1 ]
0 4 7 11 14 21
Days post-infection

Fig 1. Parasitemia levels in mice orally infected with Dm28c-luc. Male BALB/c mice were infected with
1x10° trypomastigotes forms of T. cruziexpressing luciferase (Dm28c-luc) through the oral cavity (Ol).
Parasitemia was assessed during acute phase by couting parasites with light microscope and the number of
peripheral blood parasites was calculated by the Brener method. Values represent mean + SEM. n: 4 and 11
dpi=6; 7, 14 and 21 dpi = 16. The total number was obtained from two independent experiments.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9001
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Fig 2. In vivo bioluminescence imaging of mice infected with Dm28c-luc at 15 and 60 min of infection. Male BALB/c mice were infected in the oral
cavity (Ol) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruzi expressing luciferase (Dm28c-luc). Evaluation of Ol mice was performed at 15 (A and B) and 60
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min (C and D) post-infection using bioluminescent imaging (IVIS Lumina system). (A) /n vivo bioluminescence imaging at 15 min post-infection (n = 5). (B)
In vivo quantification of luminescent signal at 15 min post-infection (n = 5). (C) In vivo bioluminescence imaging at 60 min post-infection (n = 3). (D) /n vivo
quantification of luminescent signal at 60 min post-infection (n = 3). The scale bar for radiance (below) was correlated with the signal intensity, where red
indicates higher signal and blue indicates a lower signal. Maximum and minimum signals are indicated at the right and left of the scale bar, respectively.
Numbers represent mean + SEM. Data were analyzed using one tailed Mann-Whitney test. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.

* p<0.05; ** p<0.01.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9002

were acquired. As demonstrated in S3 Fig, luminescent signals were only detected in D-lucif-
erin treated parasites. Moreover, as in vivo controls, non-infected mice were treated with D-
luciferin and bioluminescent signal analyzed. S4 and S5 Figs show that, in absence of T. cruzi
infection, D-luciferin was incapable to promote bioluminescent signal.

The nasal cavity is the site of parasite persistence in acute oral Chagas
disease

For ex vivo evaluation of parasites in specific organs, mice were euthanized at 15 and 60 min
and 48 hours after OI. The selected head tissues (nasomaxillary region, mandible region,
cheek muscle, tongue and eyes) and gastrointestinal tract (esophagus, stomach, small and large
intestine) were excised. The ex vivo evaluation of dissected organs and tissues by biolumines-
cence imaging confirmed the in vivo bioluminescent T. cruzi foci, as most of the signal
detected was localized in the head, specifically in the nasomaxillary region (including areas of
the nose, nasal cavity and upper oral cavity) (Fig 3A and 3B). A slight bioluminescence signal
was observed in the cecum and mandible region in one single animal, 15 and 60 min after
infection, respectively (Fig 3B). Furthermore, no luminescent signal was observed in tongue,
eyes, cheek muscle, stomach and small intestine at this time (Fig 3B). At 60 min and 48 hours
after OI, ex vivo bioluminescence imaging of the heart, brain, spleen, liver, male sex organs,
lung and salivary gland was negative (Fig 3C). Taken together, our data suggests that the pri-
mary site of T cruzi invasion due to Ol is located at the upper region of the oral cavity, specifi-
cally at the nasomaxillary region. To exclude the possibility of an intranasal contamination in
our oral infection protocol, mice were inoculated with black ink suspensions at the oral cavity
or intranasally. As observed in S2 Fig orally inoculated mice after 5 min showed ink labeling in
the tongue and the oral cavity, but were negative in the nasal cavity. In contrast, the intranasal
inoculation clearly labeled the nasal cavity (S2 Fig).

To have an overview of parasite distribution at different stages of infection, OI mice were
analyzed at 7 dpi, an early stage of infection when blood parasites started to be detected, and at
21 dpi, a late point of the acute phase allowing a better analysis of parasite distribution and the
target tissues. On 7 dpi, bioluminescent signal was detected in the head, neck and abdomen. It
is noteworthy that the head region (mouth, nose and eyes) remained the major focus of biolu-
minescence (Fig 4). At 21 dpi, infection was dispersed trough the animal body, including head,
ears, abdomen, genital region and thorax. Interestingly, at this moment, the genital region
showed to be an important focus of bioluminescence signal (Fig 4).

To accurately identify the infected tissue, images of individual organs were captured at 7
and 21 dpi. Dissected tissues comprise the nasomaxillary region, palate, mandible, tongue,
eyes, cheeks muscle, esophagus, stomach, small and large intestines, mandibular lymph nodes,
salivary gland, heart, lung, spleen, liver, brain, pituitary gland, mesenteric fat and lymph nodes
and male sex organ, including preputial glands, testicles, epididymis fat and penis. To better
evaluate the nasomaxillary region, we removed the hard and soft palate exposing nasal septum
and nasal cavity.

Ex vivo evaluation of dissected organs and tissues at 7 dpi demonstrated that high biolumi-
nescent signal remained at the nasomacxillary region of the mice (Fig 5A and S6 Fig).
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Fig 3. Ex vivo evaluation of dissected organs and tissues by bioluminescent imaging. Male BALB/c mice were infected in the oral cavity (Ol) with
1x10° trypomastigotes forms of T. cruziexpressing luciferase (Dm28c-luc). After 10 min of D-luciferin i.p administration (150 mg/kg), organs were harvested
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and images were captured using an IVIS Lumina Il system. (A) Schematic picture for anatomic localization of organs and tissues analyzed. Nasomaxillary
region includes all tissues from regions of the nose, nasal cavity and upper region of the oral cavity with exception of the cheek muscle. Mandible region
includes all tissues of the mandible and the lower region of the oral cavity, with exception of the tongue (B and C). Ex vivo bioluminescence imaging from
selected organs and tissues at 15 min (n = 3), 60 min (n = 4 in the nasomaxilary region; n = 2 in other organs) and 48 hours (n = 5) post-infection. The scale
bar for radiance (right) was correlated with the signal intensity, where red indicates higher signal and blue indicates a lower signal. Maximum and minimum
signals are indicated at the top and bottom of the scale bar, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.g003

Furthermore, after removal of the entire palate, nasal cavity and nasal septum region showed
the major bioluminescence signal (Fig 5A). Light foci were also detected in the palate in 75%
of OI mice, shown in Table 1, which describes the percentage T. cruzi-positive tissues analyzed
(Fig 5A and Table 1 and S6 Fig). Interestingly, at this moment of infection, images of T. cruzi
were detected in the brain, located in the olfactory bulb region (Fig 5C and S6 Fig). Biolumi-
nescence was also detected in the cheek muscle, mandibular lymph nodes and mandible in
50% of OI mice (Fig 5A and 5C and Table 1 and S6 Fig) and 66.6% of spleens (Fig 5D and
Table 1). A slight bioluminescence signal was observed in the esophagus, liver, large and small
intestines, mesenteric fat and lymph nodes (Fig 5B and 5D and S6 Fig). Bioluminescent foci
were also detected in male sex organs, specifically in the testicle and epididymis fat in 33.33%
of OI mice (Fig 5E and Table 1 and S6 Fig). The bioluminescence signal was undetected at this
time in the tongue, eyes, stomach, pituitary gland, salivary gland, lung and heart (Fig 5A, 5B,
5C and 5F and S6 Fig). In agreement with initial bioluminescent images, a large number of T.
cruzi Dm28c-GFP amastigote nests are detected in the nasal cavity of OI mice at 6 dpi (Fig 6).

At 21 dpi, bioluminescence was clearly observed in the nasomaxillary region, palate, mandi-
ble region, cheek muscle, esophagus, mandibular lymph nodes, spleen, liver, mesenteric fat
and lymph nodes and male sex organ (Fig 5A, 5B, 5C, 5D and 5E and S7 Fig). The major
affected tissues and organs in the genital region were penis and preputial gland (Fig 5E). In
addition, tissues such as the salivary glands, heart and lung started to reveal parasite presence
at this moment (Fig 5C and 5F and S7 Fig). At this time of infection, we also observed an
increased signal of bioluminescence in the gastrointestinal tract, mostly in the stomach, intes-
tines and mesenteric fat (Fig 5B and 5D and S7 Fig). Bioluminescence signal was observed in
75% of the intestines analyzed and in 50% of stomach and esophagus (Fig 5B and Table 1 and
S7 Fig). Finally, at 21 dpi, the ex vivo evaluation revealed that parasites were disseminated to
different organs of the body.

In conclusion, at 7 and 21 dpi, T. cruzi spreads to other parts of the body, infecting other
organs. The persistence of bioluminescence signal emitted from the nasomaxillary region sug-
gested the existence of a general maintenance of parasite proliferation in this region.

Quantitative PCR detected parasite loads correlated with ex vivo
bioluminescence and confirmed the nasal cavity as the major site of
parasite burden

In contrast to the classical techniques, bioluminescence imaging is able to identify small foci of
infection in the whole animal, but, in some cases, bioluminescent signal can be under detection
limits. Quantitative real-time PCR (qPCR) is an accurate technique to evaluate the presence of
parasites in tissues. To examine the parasite burden in target tissues, we collected tissues from
orally infected mice at 60 min, 7 and 21 dpi and performed qPCR to compute parasite load.
Initially, tissues of the oral cavity, the gastrointestinal tract and adjacent regions, such as the
nasal cavity, tongue, palate, mandibular lymph nodes, esophagus, stomach, large and small
intestines were all analyzed by qPCR.

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507  April 5, 2017 10/26


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.g003
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507

@‘ PLOS NEGLECTED
Nz ’ TROPICAL DISEASES Target tissues in oral Chagas disease

7 dpi
|| Ventral

Lateral

Ventral

21 dpi
|

Lateral

1,71e5 Radiance 9,10e5
(p/ sec/cm?/sr)
Fig 4. Course of parasite dissemination in Trypanosoma cruzi oral infection. Male BALB/c mice were
infected in the oral cavity (Ol) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruzi expressing luciferase (Dm28c-luc).
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Representative in vivo bioluminescence images were acquired in the same mice (n = 6), at 7 and 21 dpi, after
15 min of D-luciferin IP administration (150 mg/kg), using IVIS Lumina image system (Xenogen) The scale bar
for radiance (below) was correlated with the signal intensity, where red indicates higher signal and blue
indicates a lower signal. Maximum and minimum signals are indicated at the right and left of the scale bar,
respectively. White arrows indicate the presence of bioluminescence.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9g004

Consistent with the bioluminescence results observed in the nasomaxillary region at 60 min
(Fig 3B) and 7 dpi (Fig 5A), T. cruzi foci were detected in elevated numbers at the nasal cavity
by qPCR. The first hour after infection showed T. cruzi Sat DNA detection in the nasal cavity
among 80% of OI mice, with parasite quantification up to 560 parasite equivalents/g (par.eq./
g) (mean of 180) (Fig 7A and Table 1). Parasite amplification was also detected in the esopha-
gus, stomach, small intestine and large intestine (Fig 7A), although these tissues were negative
by bioluminescence imaging (Fig 3B). Interestingly, at 60 min, SatDNA detection was
observed in one OI mouse at the esophagus, small intestine and large intestine (Fig 7A). Fur-
thermore, T. cruzi SatDNA was detected in 75% of the analyzed OI mice in the stomach and
mandibular lymph nodes at 60 min, with T. cruzi quantification up to 191.1 (mean of 52.0)
and up to 1.63 (mean of 1.0) par.eqs./g, respectively (Fig 7A and Table 1).

In addition, SatDNA T. cruzi quantification in the nasal cavity was much higher at 7 dpi,
ranging from 6.2x10> to 7.5x10° par.eqs./g (mean of 2.2x10°) (Fig 7A). In this time points after
infection, nasal cavity showed the highest parasite load among the analyzed tissues. Interest-
ingly, mandibular lymph nodes also showed high parasite loads, ranging from 31.2 to 6300
par.egs./g (mean of 3.5 x 10%) (Fig 7A). It becomes evident that the mean parasite load detected
in the nasal cavity was 10” times higher than in the other organs (Fig 7A).

At 21 dpi, due to parasite dissemination, high levels of par.eqs./g were detected in all tissues
(Fig 7A), in accordance to the bioluminescence imaging. In addition, it was not possible to
detect parasite presence in the palate and tongue due to PCR inhibition (no amplification of
the qualitative exogenous internal amplification control (IAC). To evaluate parasite dissemina-
tion throughout the body and to determine if there was any correlation with the biolumines-
cence signal, we analyzed parasite load in the pituitary gland, brain, heart, spleen and liver at
60 min, 7 and 21 dpi. Ex vivo imaging of the brain, spleen and liver did not reveal any biolumi-
nescence signal at 60 min (Fig 3C). As expected, gPCR results confirmed the bioluminescence
imaging and T. cruzi DNA amplification was undetectable in these organs (Fig 7B). Low
amount of parasite detection was observed in the heart of a single animal (0.8 par.eq./g), at 60
min (Fig 7B). At 7 dpi, T. cruzi SatDNA was detected in the heart, spleen, liver and pituitary
gland (Fig 7B). Finally, at 21 dpi, parasite dissemination favored T. cruzi detection in all ana-
lyzed tissues (Fig 7B).

T. cruzi is highly genetically diverse and currently six Discrete Typing Units (DTU), TcI to
TcVI, are recognized [38]. Tcl, Tcll, TcIlI, TcIV and TcVI genotype has been reported in oral
transmission of acute Chagas disease [18-25]. Because of this biological polymorphism, differ-
ent strains may present tropisms for distinct tissues (cardiac muscle, myoenteric plexuses in
the esophagus and rectum and others tissues) and consequently differences in the clinical
forms of the disease [40]. Due to this difference tissues tropism in T. cruzi strains, gPCR of gas-
trointestinal tract, nasal cavity and heart tissues from OI mice using a different strain (Tula-
huén strain, DTU—TcVI) was performed to compute parasite load. Tissues were collected at
60 min and 7 dpi from OI mice.

Consistent with the qPCR results observed in OI mice with Dm28c-luc strain (DTU- TcI)
(Fig 7), sixty minutes after infection, T. cruzi foci was detected in elevated numbers at the nasal
cavity in OI mice with Tulahuén strain (DTU- TcVI). T. cruzi presence was also detected in
the stomach at this time point (Fig 8). However, at 7dpi the highest SatDNA T. cruzi
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Fig 5. Ex vivo bioluminescence images from infected mice confirm the systemic dissemination of the parasite. Male BALB/c mice were infected in
the oral cavity (Ol) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruziexpressing luciferase (Dm28c-luc). After 10 min of D-luciferin administration IP (150 mg/kg),
organs were harvested and images were captured using an IVIS Lumina Il system. Ex vivo bioluminescence imaging at 7 and 21 dpi: (A) oral cavity and
adjacent organs; (B) gastrointestinal tract organs; (C) others head and neck organs. Pituitary gland: inside white circle; (D) abdominal organs; (E) In the male
sex organ image, testicle and epididymal fat are located at the sides and the preputial gland in the bottom; (F) thorax organs. (n = 4 palate, cheek muscle;
pituitary gland, mandibular lymph nodes mesenteric fat and lymph nodes; n = 6, others organs). The scale bar for radiance (right) was correlated with the
signal intensity, where red indicates higher signal and blue indicates a lower signal. Maximum and minimum signals are indicated at the top and lower region
of scale bar, respectively. (G) Schematic drawing of an anatomic section from a mouse head. The septum was removed, exposing the lateral wall and some
of the major structures in the head. Palate (yellow), eyes (red), brain (light and dark green), olfactory bulb (light green) and nasal cavity are shown and the
distribution of surface epithelial types lining the nasal airways is represented in blue, dark-purple, orange and light-purple colors for the squamous,
transitional, respiratory, and olfactory epithelium, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9005
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Table 1. Percentage of T. cruzi—positive tissues analyzed by bioluminescence and gPCR methods.

Region
Oral cavity and adjacent organs

Head and neck organs

Abdominal organs

Gastrointestinal tract organs

Genital organs
Thorax organs

Tissues

Nasal cavity
Palate
Mandible
Cheeks muscle
Tongue
Mandibular LN
Salivary gland
Brain

Pituitary gland
Eyes

Spleen

Liver
Mesenteric fat and LN
Esophagus
Stomach

Small intestine
Large intestine
Male sex organs
Heart

Lung

BLI (n)
100% (4)
NA

50% (2)
ND (2)
ND (2)
NA

ND (2)
ND (2)
NA

2)

ND (
ND (2)

N
-

N
-

2)

ND (
ND (
ND (
ND (2)
ND (
ND (
ND (2)

60 min

qPCR (n)
80% (5)

I

NA

NA

I

75% (4)
NA

ND (5)
ND (5)
NA

ND (5)
ND (5)
NA

25% (4)
75% (4)
20% (5)
20% (5)
NA
20% (5)
NA

Times after infection
7 dpi

BLI (n)
100% (6)
75% (4)
50% (6)
50% (4)
ND (6)
50% (4)
ND (6)
66,6% (6)
ND (4)
ND (6)
66,6%(6)
33,3%(6)
25% (4)
16,6% (6)
ND (6)
50% (6)
16,6% (6)
33,3% (6)
ND (6)
ND (6)

qPCR (n)
100% (5)
|

NA

NA

|

100% (3)
NA

20% (5)
80% (5)
NA
100% (4)
60% (5)
NA

NA

25% (4)
100% (3)
ND (4)
NA

80% (5)
NA

BLI (n)
50% (4)
25% (4)
75%(4)
100% (4)
ND (4)
25% (4)
75%(4)
ND (4)
ND (4)
ND (4)
25% (4)
25% (4)
100%(4)
50% (4)
50% (4)
75% (4)
75% (4)
100% (4)
50% (4)
25% (4)

21 dpi

qPCR (n)
100% (4)
|

NA

NA

|

100% (3)
NA

100% (4)
100% (4)
NA

100% (4)
100% (4)
NA

100% (3)
100% (3)
100% (4)
100% (4)
NA
100% (4)
NA

BLI: Bioluminescence imaging; n: number of animals; LN: Lymph nodes; NA- not analyzed; ND- not detected; |- PCR inhibition. The percentage of infected
tissues was obtained from the number of tissues presenting bioluminescence signal or T. cruzi SatDNA amplification, over the total number of tissue (from

different mice) analyzed.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.t001

Fig 6. Amastigote nests detection by fluorescence microscopy of nasal cavity from mice infected with Dm28c-GFP. Male
BALB/c mice were infected with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruziexpressing GFP reporter gene (Dm28c-GFP). At 6 dpi, the
nasal cavity tissues were removed, frozen and sections were prepared for fluorescence microscopy analysis. (A) Representative
fluorescence image of the nasal cavity from uninfected mice. (B) Representative fluorescence image of the nasal cavity from
infected mice. Several amastigote nests (green) can be observed in the nasal cavity. Data represent analysis from an experiment

withn=2.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9g006
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Fig 7. Quantification of tissue parasite loads in BALB/c mice orally infected with T. cruzi Dm28c-luc strain. Male BALB/c mice were infected in the
oral cavity (Ol) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruziexpressing luciferase (Dm28c-luc). Organs and tissues were harvested for gPCR analysis to
determine the parasite load (parasite equivalent/g) at 60 min, 7 and 21 dpi. The qPCR was performed in multiplex, targeting T. cruzinuclear satellite DNA
(Sat DNA) and IAC, as a quality control. (A) Parasite load in the nasal cavity (n: 60 min and 7dpi = 5; 21 dpi = 4), esophagus (n: 60 min = 4; 21 dpi = 3),
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stomach (n: 60 min and 7 dpi = 4; 21 dpi = 3), small intestine (n: 60 min = 5; 7 dpi = 3; 21 dpi = 4); large intestine (n: 60 min =5; 7 and 21 dpi = 4) and
mandibular lymph nodes (n: 60 min = 4; 7 and 21 dpi = 3). (B) Parasite load in the pituitary gland (n: 60 min and 7dpi = 5; 21 dpi = 4), brain (n: 60 min and 7
dpi =5; 21 dpi = 4), heart (n: 60 min and 7dpi = 5; 21 dpi = 4), spleen (n: 60 min = 4; 7 and 21 dpi = 4) and liver (n: 60 min and 7 dpi = 5; 21 dpi = 4). Red dots:
no parasite detection. Values present mean + SEM. Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test) was used for group kinetics. Statistical analysis was performed using
Graph Pad Prism 5. * p <0.05, **p <0,01.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9g007

quantification in the nasal cavity suggested intense parasite growing in this tissue, in contrast
with the stomach (Fig 8). Altogether, these data confirms that the nasal cavity is the
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Fig 8. Quantification of tissue parasite loads in BALB/c mice orally infected with T. cruzi Tulahuén strain. Male BALB/c mice were infected in the
oral cavity (Ol) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruzi Tulahuén strain (DTU-TcVI). Organs and tissues were harvested for gPCR analysis to
determine the parasite load (parasite equivalent/g) at 60 min and 7 dpi. The qPCR was performed in multiplex, targeting T. cruzinuclear satellite DNA (Sat
DNA) and IAC, as a quality control. Parasite load in the: nasal cavity (n: 60 min = 5; 7 dpi = 4), esophagus (n: 60 min and 7dpi = 5), stomach (n: 60 min and 7
dpi =5), small intestine (n: 60min and 7 dpi = 5), large intestine (n: 60 min and 7 dpi = 5), mandibular lymph nodes (n: 60 min =4 and 7 dpi = 5) and heart (n:
60 min =4 and 7 dpi = 5). Red dots: no parasite detection. Values present mean + SEM. One tailed Mann-Whitney test was used for group kinetics.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5. * p <0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.g008
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preferential site T cruzi infection and expansion in oral infection, regardless of DTU strain
specificity (Fig 8).

Interestingly, the percentage of OI mice with blood parasitemia at 7 and 21 dpi was 25%
and 56%, respectively. However, by assessing the percentage of infected mice in these same
points of infection using bioluminescent imaging (evaluating the presence of the biolumines-
cence signal) and qPCR (evaluating T. cruzi SatDNA amplification in tissue), 100% of OI mice
showed both bioluminescent signal and T. cruzi SatDNA amplification in tissues at 7 and 21
dpi. We conclude that the parasitemia is less sensitive to determine the percentage of infection
in animals inoculated by the oral route in our model, since the bioluminescence techniques
and qPCR showed signs of active infection in mice in these times.

Taken together, bioluminescence and qPCR data showed that at the first moments after OI,
T. cruzi is able to infect nasal cavity, mandibular lymph nodes and stomach. However, nasal
cavity is the major focus for parasite permanence and replication. These results show parasite
distribution kinetics, thus suggesting that T. cruzi may disseminate to other organs (pituitary
gland, brain, heart and liver) from the nasal cavity (Fig 9).
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Fig 9. Hypothesis: Oral infection involves Trypanosma cruziinfection through the mouth into the nasal cavity, the main source of parasite
replication. Nasal cavity parasites might disseminate through the olfactory nerve to the brain and also by the lymphatic and/or blood circulation to distant
tissues. Moreover, as previously described by others, a small amount of parasites migrates to the gastric mucosa in initial moments of infection. T. cruzi
infection in the stomach may also be associated to parasite dissemination trough the host.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005507.9g009
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Discussion

In the past years, the number of oral Chagas disease outbreaks in Brazil and other Latin Amer-
ica countries are increasing. Presently, the most common pathway of T. cruzi infection in the
Brazilian Amazon is the oral route and, from 2000 to 2013, this pathway of infection was
responsible for 70% of acute cases in Brazil [4, 6].These outbreaks were associated with inges-
tion of contaminated food and beverage[11, 41]. Orally infected patients are frequently highly
symptomatic, presenting long-lasting fever, headache, facial and bipalpebral edema, lower
limb edema, myalgia, abdominal pain, meningoencephalitis and the classical cardiac involve-
ment [6, 9, 42-44]. Analysis of distinct outbreaks demonstrated that the mortality rate of
affected patients in the first two weeks of infection is estimated at 8-35%, considerably higher
than the mortality rate from the classical vectorial transmission (< 5-10%). The higher mortal-
ity rate can be associated with elevated prevalence of cardiac pathology and absence of an ear-
lier diagnosis [14, 43].

Despite being an important route of infection, there are few studies regarding T. cruzi oral
transmission in the literature. Previous data, using histopathology studies, showed signs of a
possible T. cruzi penetration in the oral, esophageal, gastric, and intestinal mucosa with a local
reaction with eosinophilia, infiltrated lymphocytes and monocytes after oral infection in dog
[45]. In contrast, some authors have demonstrated that orally T. cruzi infected mice involves
gastric mucosal invasion for the systemic infection. It has been shown, by histological analysis,
that T. cruzi infection is observed in the gastric mucosal epithelium. However, parasites were
not detected in other areas throughout the gastrointestinal tract, like esophagus and orophar-
ynx. These authors observed that T. cruzi initiates systemic parasite dissemination as a conse-
quence of an oral infection by gastric mucosal invasion [27]. By using intragastric or
intrapharyngeal challenge, another group observed that T. cruzi glycoproteins, such as gp82
and gp30, are important for gastric invasion. Prior to invasion, the parasite binds to gastric
mucin using these glycoproteins that allow T. cruzi to invade and replicate in the stomach [29,
31, 46, 47]. We have previously shown that the site of inoculation, through the oral cavity (OI)
or the stomach (by gavage-GI), differentially affects host immune response and mortality. OI
developed a highly severe acute disease with higher parasitemia, TNF serum levels, hepatitis
and mortality rates when compared to GI [15], suggesting that the inoculum site is a key factor
in Chagas disease progression, possibly modulating local immune mechanisms that impacts in
the systemic immunity. In addition, intraperitoneal (IP), intravenous and subcutaneous infec-
tion shows higher infection rates and mortality than mucosal ones (oral, intragastric, intrarec-
tal, genitalia or conjunctival) [33, 48, 49].

Here, we searched for the site of parasite entry in the host in orally infected mice. It is well
accepted that bioluminescence imaging is an innovative technique that helps the identification
of parasite distribution in distinct tissues, allowing a panoramic comprehension of T. cruzi dis-
semination in the entire animal body [34]. By using bioluminescence technique, we demon-
strated that, few minutes after OI, parasites are concentrated in the head region, specifically in
the nasomaxillary region (upper oral cavity, nose and nasal cavity). In a lesser intensity, para-
sites were also detected in the thorax and at the abdominal region. In addition, T. cruzi was
detected in the nasal cavity and draining lymph nodes at 60 min post-infection by qPCR, con-
firming that the nasal cavity has the highest parasite load among affected tissues, in contrast
with the stomach and intestines. In the same way, two and seven days after inoculums, images
revealed that the nasomaxillary region remains as the major focus of infection.

Interestingly, facial edema is a common feature in affected patients, being described in 57-
100% of cases in Brazilian outbreaks of oral infection [6]. Nevertheless, a contaminated sugar
cane juice outbreak of oral infection in Paraiba State (Brazil) revealed the presence of bilateral
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palpebral edema in 92% of orally infected patients [44]. An outbreak with contaminated fresh
guava juice in Venezuela showed that 40% of hospitalized patients had facial edema [50].
Moreover, another outbreak in Venezuela involving five members of the same family
described that all patients showed edema in the face, mouth and cheek, and edema and paraes-
thesia of the tongue [51]. Furthermore, other clinical finding in the face region, such as gingivi-
tis and dry cough has been attributed to the penetration of the parasite throughout the oral or
pharyngeal cavity [6, 43]. Interestingly, T. cruzi infection and gingival inflammatory foci has
been shown at the oral cavity from a chronic Chagas disease patient [52]. These findings might
be associated to our present data, which describe for the first time the nasomaxillary region as
the main target tissue following oral T. cruzi infection.

The mouth can be targeted by various infectious diseases, including viral, bacterial, and
fungal. The oral cavity contains distinct mucosal surfaces composed of sophisticated structures
and molecules, such as mucins, in which the microorganisms can bind and colonize the envi-
ronmental cells [53]. It has been shown that the soft palate is an important site of infection and
adaptation of influenza viruses. The soft palate infection may contribute to airborne transmis-
sion by providing a mucin-rich microenvironment and perhaps the initial region of infection.
In fact, the expression of o 2,3 sialic acids and viral hemagglutinin ligand is detected on the
soft palate in the regions of the oral surface, mainly at the basal cells, and the nasopharyngeal
tissues from humans and ferret [54]. Interestingly, o 2,3 sialic acids are the main molecule
involved in T. cruzi transialidase mediated binding. Transialidase has been considered as an
important virulence factor of T. cruzi, due to its ability to reduce host cell immune response
and mediate T. cruzi and host cells adhesion [55]. It has been shown that transialidase have
adhesive capacity with host sialoglycans, generating “eat me” signals in epithelial cells, facilitat-
ing the parasite entry into non-phagocytic cells [56]. Based in these previous studies we can
hypothesize that oral T. cruzi infection may occur on the palate, through the interaction of
transialidase molecules in the parasite membrane with o 2,3 sialic acids residues present in the
soft palate [54]. Other molecules may also be involved in T. cruzi adhesion with oral cavity
cells, such as mucins and glycoproteins such as gp82, gp30, gp90 [57].

Seven days after infection reveals that nasal cavity, nasal septum region, palate, cheek mus-
cles, mandible and mandibular lymph nodes are target tissues of the parasite. Surprisingly, the
mean parasite load detected by gPCR in the nasal cavity of OI mice with Dm28c-luc (DTU-
TcI), is 103 times higher than other tissues. This predominant T. cruzi detection in mouse
nasal cavity is also observed in OI mice with other T. cruzi strain (Tulahuén strain, DTU-
TcVI. Altogether this data suggesting that nasal cavity is the main site of T. cruzi maintenance
and replication following oral infection.

In the line with our findings, Giddings and colleagues demonstrated that nasal cavity is the
principal site of parasite infection and replication after conjunctival T. cruzi infection with
Tulahuén strain (DTU-TcVI). The predominant invasion occurs through epithelia lining nasal
cavity and nasolacrimal ducts. T. cruzi initially replicates within these sites and further spread
to draining lymphoid organs with systemic dissemination. In the nasal cavity, parasites were
detected in areas such as the submucosa of the epithelial lining the nasal septum, nasal
mucosa-associated lymphoid tissue and bone marrow of the facial bones surrounding the
nasal cavity [58]. Mice infected with the Tulahuén strain of T. cruzi by the intranasal route
shows higher brain parasitism than mice infected by the subcutaneous pathway [49]. It was
also observed that parasites gain access to the brain via olfactory nerve tissues. The authors
proposed that, within the first moments, parasites invade nasal cavity cells, multiply and then
migrate to the brain via the olfactory tissues [49]. Supporting this idea, we have observed that
after infection and multiplication of parasites in the nasal cavity of orally infected mice, biolu-
minescence imaging of T. cruzi at 7 dpi were detected in the bulbous olfactory region of the
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brain in orally infected mice. Interestingly, parasites were also detected by qPCR in the pitui-
tary gland at 7 and 21 dpi, but not in the central region of the brain at 7 dpi, turning positive at
21 dpi. Thus, we propose that brain infection is subsequent to the nasal cavity and the olfactory
nerve tissue commitment. Corroborating our results of T. cruzi detection in the pituitary gland
and in the brain, a previous study detected the parasite kinetoplast DNA in the pituitary gland
during the acute phase [59].

Despite bioluminescence imaging is able to identify small foci of infection in the tissues and
in the whole animal, this technique has limitations and some aspects that should be considered
[34, 37]. The detection sensitivity is dependent on several factors, such as the level of luciferase
expression, type of tissues, depth of labeled cells within the body and sensitivity of the detec-
tion system. Thus, in some cases, bioluminescent signal can be under the detection limit [37,
58-60]. As we have observed in our model, the percentages of T. cruzi-positive analyzed sam-
ples by bioluminescence and qPCR are different in some tissue (Table 1). Indeed in both pitui-
tary gland and the heart at 7 dpi the presence of T. cruzi was not detected by bioluminescence,
however it was detected by qPCR. This can be explained by higher sensibility of the gPCR
compared to bioluminescence, as the qPCR allows detection of at least 0.5 equivalents parasites
[61] and bioluminescence does not.

T. cruzi infection has been associated to disturbances in immune-endocrine systems, lead-
ing to activation in the hypothalamus-pituitary—adrenal (HPA) axis and high glucocorticoid
production. The high glucocorticoid secretion seems to limit the excessive production of pro-
inflammatory cytokines, protecting the host from tissue injury and metabolic alterations. Fur-
thermore, the elevated glucocorticoid production in the acute phase is involved in thymus
atrophy and immature T CD4"CD8" cell apoptosis [60, 61].

In Fig 4 we observe that animals analyzed showed differences in bioluminescence signal.
Some animals present less intensity of bioluminescence signal in the head, demonstrating that
these animals have a lower parasitism in this region in that time point. Note that with 21dpi
these same animals presented a larger signal in the region in the nasal cavity, which shows that
they may have different evolution kinetics. This does not exclude the fact that they were
infected and presented high intensity of signal at the same regions as the others, but not exactly
at the same time. These differences between mice in T. cruzi infection can be observed also in
parasitemia (Fig 1) or in parasitism load at different tissues (Figs 7 and 8). Interestingly, we
can also see in Fig 7A a large difference in parasite load in the nasal cavity with 7 dpi between
animals analyzed by qPCR, although not analyzed in the same animals bioluminescence.

Interestingly, with the development of the infection and spread of T. cruzi, we observed the
presence of bioluminescence signal mainly in the male sexual organs (testicles, epedidimal fat,
preputial gland and epididymis). As described in previous studies, male sex organs are fre-
quently infected in T. cruzi experimental infections, including testes, penis, epididymis ducts
and accessory sex glands (prostate, preputial gland and seminal vesicle) of mice infected by IP
route [62-65]. In humans some cases of orchitis due to gonadal parasitism during the acute
phase of Chagas disease have been described. Furthermore, clinical manifestations of sexual
dysfunction such as decreased of libido, erection and ejaculation were reported [66-69].
Although the possibility of sexual transmission of T. cruzi has been suggested, few studies have
been published on this theme. In the acute phase of experimental infection, sexual transmis-
sion has been described, but with low transmission rates in uninfected and immunosuppressed
females through males infected by IP route [70]. Ribeiro and colleagues evaluated the potential
of sexually transmission of T. cruzi in the chronic phase with infected males to uninfected
females and vice versa by using mice infected via IP route. After copulation, 100% of the ani-
mals, both males as females seroconverted (ELISA and IF) and presented T. cruzi DNA in the
heart and skeletal muscle [71].
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In the present work, we have identified the site of T. cruzi initial invasion and replication
after infection through the oral route. Our results demonstrated that oral infection involves T.
cruzi passage through the mouth into the nasal cavity, where parasite replication occurs. Then,
nasal cavity parasites might disseminate through the olfactory nerve tissues and blood to dis-
tant tissues (Fig 9). Thus, the proper oral cavity operates as a potential source of infection, and
places the regional innate and adaptive immune systems as central players in the disease pro-
gression. Therefore, the elucidation of the tissue/organs targets and the molecular components
regulating the establishment of oral T. cruzi infection is critical to understanding the pathogen-
esis of this current form of Chagas’ disease.

Supporting information

S1 Fig. Flowchart of the total number of mice used in each experiment. Male BALB/c mice,
aged 6-8 weeks were used in all experiments and the number of animals used in each experi-
ment performed on different time post-infection was demonstrated in the flowchart.

n = number of animals, BLI = Bioluminescence imaging, LN = lymph nodes.

(TIF)

S2 Fig. Black ink inoculation via oral or intranasal cavity. Oral and intranasal inoculations
were performed using black ink suspension. Animals were analyzed after 5 min of inoculation,
the nasomaxillary region; tongue and nasal cavity were removed. To evaluate the nasal cavity
we removed the hard and soft palate exposing nasal septum and nasal cavity (n = 2).

(TIF)

$3 Fig. Bioluminescence of Dm28c-luc Trypanosoma cruzi trypomastigotes. In vitro activity
of luciferase of Trypanosoma cruzi Dm28c-luc strain. In a 24-well plate, 5x10* trypomastigotes
were plated with D-luciferin (black circle) and negative control with medium RPMI with 10%
FBS (white circle). 150 pg / ml of D-luciferin substrate was added to the well and after 5 min of
incubation, image was acquired by IVIS Lumina system (Xenogen Corp., CA, USA). The scale
bar for radiance (below) was correlated with the signal intensity, where red indicates higher
signal and blue indicates a lower signal. Maximum and minimum signals are indicated at the
top at the right and left of the scale bar, respectively.

(TIF)

$4 Fig. Ex vivo evaluation of dissected organs and tissues from non-infected mice by biolu-
minescence imaging. Organs and tissues were removed after 10 min of D-luciferin (150 mg/
kg) IP administration from non-infected mice and images were acquired using IVIS Lumina
IT system.

(TIF)

S$5 Fig. In vivo bioluminescence imaging from non-infected mice. Male BALB/c mice were
inoculated with D-luciferin substrate, after 15 min of D-luciferin (150 mg/kg) IP administra-
tion images were acquired using IVIS Lumina II system. No background was visualized. The
scale bar for radiance (below) was correlated with the signal intensity, where red indicates
higher signal and blue indicates a lower signal. Maximum and minimum signals are indicated
at the top at the right and left of the scale bar, respectively.

(TIF)

S6 Fig. Ex vivo tissues bioluminescence images from OI mice at 7 dpi. Male BALB/c mice
were infected in the oral cavity (OI) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruzi expressing
luciferase (Dm28c-luc). After 10 min of D-luciferin IP administration (150 mg/kg), organs
were harvested and images were captured using an IVIS Lumina II system. Ex vivo tissues
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bioluminescence imaging at 7 dpi of nasomaxillary region (n = 6), palate (n = 4), mandible
(n = 6), tongue (n = 6), cheek muscle (n = 4), esophagus and stomach (n = 6), small intestine
and large intestine (n = 6) male sex organs (n = 6), mandibular lymph nodes (n = 4), salivary
gland (n = 6), brain (n = 6) and pituitary gland (n = 4), eyes (n = 6), spleen (n = 6), liver

(n = 6), mesenteric fat and lymph nodes (n = 4), heart (n = 6) and lung (n = 6). In the male sex
organ image, testicle and epididymal fat are located at the sides and the preputial gland in the
bottom. Pituitary gland: inside white circle. The scale bar for radiance (right) was correlated
with the signal intensity, where red indicates higher signal and blue indicates a lower signal.
Maximum and minimum signals are indicated at the top and lower of scale bar, respectively.
White arrows indicate the presence of bioluminescence.

(TIF)

S7 Fig. Ex vivo tissues bioluminescence images from OI mice at 21 dpi. Male BALB/c mice
were infected in the oral cavity (OI) with 1x10° trypomastigotes forms of T. cruzi expressing
luciferase (Dm28c-luc). After 10 min of D-luciferin IP administration (150 mg/kg), organs
were harvested and images were captured using an IVIS Lumina II system. Ex vivo biolumines-
cence imaging at 21 dpi of nasomaxillary region (n = 6), palate (n = 4), mandible (n = 6), ton-
gue (n = 6), cheek muscle (n = 4), esophagus and stomach (n = 6), small intestine and large
intestine (n = 6) male sex organs (n = 6), mandibular lymph nodes (n = 4), salivary gland

(n = 6), brain (n = 6) and pituitary gland (n = 4), eyes (n = 6), spleen (n = 6), liver (n = 6),
mesenteric fat and lymph nodes (n = 4), heart (n = 6) and lung (n = 6). In the male sex organ
image, testicle and epididymal fat are located at the sides and the preputial gland in the bottom.
Pituitary gland: inside white circle. The scale bar for radiance (right) was correlated with the
signal intensity, where red indicates higher signal and blue indicates a lower signal. Maximum
and minimum signals are indicated at the top and lower scale bar, respectively. White arrows
indicate the presence of bioluminescence.

(TIF)
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Abstract

Oral transmission of Chagas disease has been documented in Latin American countries.
Nevertheless, significant studies on the pathophysiology of this form of infection are largely
lacking. The few studies investigating oral route infection disregard that inoculation in the
oral cavity (Oral infection, Ol) or by gavage (Gastrointestinal infection, Gl) represent differ-
ent infection routes, yet both show clear-cut parasitemia and heart parasitism during the
acute infection. Herein, BALB/c mice were subjected to acute Ol or Gl infection using 5x10*
culture-derived Trypanosoma cruzi trypomastigotes. Ol mice displayed higher parasitemia
and mortality rates than their Gl counterparts. Heart histopathology showed larger areas of
infiltration in the Gl mice, whereas liver lesions were more severe in the Ol animals, accom-
panied by higher Alanine Transaminase and Aspartate Transaminase serum contents. A
differential cytokine pattern was also observed because Ol mice presented higher pro-
inflammatory cytokine (IFN-y, TNF) serum levels than Gl animals. Real-time PCR confirmed
a higher TNF, IFN-y, as well as IL-10 expression in the cardiac tissue from the Ol group
compared with Gl. Conversely, TGF-B and IL-17 serum levels were greater in the Gl ani-
mals. Immunolabeling revealed macrophages as the main tissue source of TNF in infected
mice. The high mortality rate observed in the Ol mice paralleled the TNF serum rise, with its
inhibition by an anti-TNF treatment. Moreover, differences in susceptibility between Gl ver-
sus Ol mice were more clearly related to the host response than to the effect of gastric pH
on parasites, since infection in magnesium hydroxide-treated mice showed similar results.
Overall, the present study provides conclusive evidence that the initial site of parasite
entrance critically affects host immune response and disease outcome. In light of the occur-
rence of oral Chagas disease outbreaks, our results raise important implications in terms of
the current view of the natural disease course and host-parasite relationship.
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Chagas disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi is endemic in Latin America
and a neglected tropical disease, which affects 6-7 million people worldwide. Currently, oral
transmission is the most frequent pathway of infection in Brazil but also occurs in other
endemic countries. This important infection route is underestimated and understudied.
Here, we demonstrate that the site of parasite entrance, in the oral cavity (OI), as observed
in natural infection, or directly to the gastrointestinal tract (GI), differentially affects the
host-immune response and mortality. OI promotes a severe acute disease, elevated parasite-
mia and TNF mediated mortality. OI showed intense hepatitis and mild heart damage.
Interestingly, GI mice presented mild disease, along with less circulating TNF and higher
TGEF-B and IL-17 serum contents. GI animals showed mild liver damage and intense heart
inflammation. Our study is a pioneer work that analyzes the features of two distinct routes
of oral infection. In addition, it provides new clues for Chagas pathology and stimulates
background for the elucidation of disease features in orally exposed populations.

Introduction

Chagas disease (American trypanosomiasis), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
affects 6-7 million people worldwide, with an annual incidence of 28 thousand cases in the
Americas [WHO, 2015]. Chagas disease is endemic in 21 countries in Latin America and was
previously confined to this region. However, it has spread to other continents due to the migra-
tion of infected people [1]. Transmission to humans occurs through excreta deposition after
biting of contaminated insect vectors belonging to the Reduviidae family, blood transfusion,
organ transplantation, laboratory accident as well as congenitally and orally [2,3].

The first case of T. cruzi oral transmission in Brazil was reported in 1965 in Teotonia, Rio
Grande do Sul [4]. Since then, outbreaks of orally transmitted Chagas disease have occurred in
several Brazilian states, such as Amazonas, Amap4, Bahia, Ceard, Par4, Paraiba, Rio Grande do
Sul and Santa Catarina. Although underestimated, oral transmission of Chagas disease was
responsible for more than 739 cases in the Para State in legal Amazonia, Brazil (1986-2012); 369
cases in Venezuela (2007-2009); 45 cases in Colombia (2008-2010); 14 cases in Bolivia (2010),
and orally transmitted Chagas disease was reported in Argentina and Ecuador [5,6,7,8,9,10,11].
All of these outbreaks were associated with food/beverages consumption like: wild infected ani-
mal meat, vegetables, sugar cane extract, acai pulp, goiaba juice, bacaba, babagu and vino de
palma [5,12,13,14]. Interestingly, oral transmission of Chagas disease is currently the most
important transmission pathway in the Brazilian Amazon after the pan-American Health Orga-
nization declared the interruption of vectorial transmission in this area [6]. In past years, the
proportion of orally infected patients has increased. From 1968 to 2000, 50% of acute cases in
the Amazon region were attributed to oral transmission,[9] and between 2000-2010, the rate
reached 70% [7]. Furthermore, wild strains of the parasite in oral transmission lead to cardiac
involvement in patients in the Amazon region [14,15,16,17]. Mortality rates in these orally
infected patients are higher (8-35%) when compared with the classical vectorial transmission
through triatomine excreta deposition after biting (<5-10%) [18]. Despite this, there are contro-
versies about mortality rates, because oral transmission gained more attention after outbreaks
over the years. Previous studies suggested that metacyclic trypomastigotes are more infective by
oral than cutaneous challenge, emphasizing the higher severity of oral infection [19].

The common immunological knowledge of experimental T. cruzi infection comes from
studies with intraperitoneal/ subcutaneous infected mice [20,21]. Although relevant, there are
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few reports regarding T. cruzi oral transmission in the literature. Some authors have demon-
strated parasite-mucosa interaction and few aspects of immune response and disease outcome
after intragastric, pharyngeal or oral cavity parasite challenge. These models of oral T. cruzi
infections result in parasitemia and heart parasitism, which indicates systemic infection
[22,23,24,25,26]. In addition, T. cruzi glycoproteins (e.g., gp82) seem to bind gastric mucin,
promoting invasion and replication in epithelial cells from the gastric mucosa [27]. This initial
invasion is related to the establishment of a progressive gastritis and allowing further systemic
dissemination of the parasite. Nonetheless, the short replication period at this mucosal site
induces specific immunity, as protection was observed after a secondary mucosal challenge,
involving the production of IgA and IgG antibodies [23]. Interestingly, humoral and cellular
responses are also protective after parasite inoculation in the conjunctival mucosa, a natural
portal of entry for T. cruzi that leads to nasal infection with subsequent systemic spreading
[28]. In orally infected mice, inflammatory infiltrates are observed in several tissues, such as
the pancreas, spleen, liver, bone marrow, heart, duodenum, adrenal glands, brain and skeletal
muscle [23]. Moreover, it was suggested that intraepithelial and lamina propria lymphocytes
are involved in IFN-y, but not IL-4 production, in orally infected hosts [23]. Interestingly, this
infection route does not affect CD8" T cell response [26]. Following disease outbreaks caused
by food contamination with T. cruzi, a clear increase in the severity of clinical manifestations
was observed in these infected patients compared with other types of transmission routes
[9,18]. These observations raise important questions concerning the particular features of T.
cruzi entry via the mucosa, including the possible modulation of local immune mechanisms
and the impact on regional and systemic immunity [20,21]. Herein, we demonstrate that the
site of parasite entrance, through the oral cavity (as observed in natural infection- OI) or
directly into the stomach (GI), differentially affects host immune response and mortality. In
this study, we demonstrate that a highly severe acute disease follows in mice subjected to OI,
compared with GI. They presented elevated parasitemia, high TNF serum levels, hepatitis and
mild carditis, as well as a high mortality rate, which were partly reverted by anti-TNF therapy.
This pioneer study approaches two distinct routes of oral infection that not only provides new
clues for understanding Chagas pathology but also stimulates background for the elucidation
of disease features in orally exposed populations.

Results

Ol-infected mice present higher parasitemia and mortality compared
with Gl infection

BALB/c mice were infected with the highly virulent T. cruzi Tulahuén strain (DTU- TcVI). In
order to assess whether the route of infection interferes in the course of infection, infectivity,
mortality and parasitemia were analyzed in intragastrically (GI), oral cavity/orally (OI) or
intraperitoneally (IP) infected mice (Fig 1A and 1B and S1 Fig). IP infection, with 5x10* trypo-
mastigotes promoted elevated infectivity, parasitemia and mortality (Figs 1 and S1). Regarding
the mucosal pathway of infection, OI mice were more susceptible to T. cruzi infection than GI
mice, with higher parasitemia, mortality (Fig 1A and 1B) and infectivity (97.5% and 49.3%,
respectively) (S1 Fig).

Differences in the infectivity rate may be associated with the low stomach pH, affecting par-
asite burden or its molecules. In our model of infection, mice were kept without water and food
for 4 hours, and at that moment, the gastric pH was 3 and the oral cavity pH was 5. Treatment
with the antacid Magnesium Hydroxide (Mg(OH), Phillips—19.4 mg/Kg) immediately neu-
tralized the stomach pH to 7 and maintained the gastric pH at 5 for 30 minutes. In our study,
differences in parasitemia observed between GI and OI could not be attributed to the acidic
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Fig 1. Severity of acute T. cruzi infection is higher in orally infected mice. A/B) Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue culture-derived
trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (Gl) or oral cavity (Ol). C) Gl and Ol T. cruzi inoculation was performed with antacid
(Magnesium Hydroxide suspension, 19.4 mg/Kg) or medium. A/C) Parasitemia (mean and SEM) was assessed during the acute phase and expressed as In
parasites per milliliter for statistical analysis. Parasites were counted by light microscopy, and parasitemia calculated by the Brener method. Parasitemia
comparisons were performed at different days post-infection (dpi), Kruskal-Wallis, Dunn’s post-test (until 15 dpi) and one-tailed Mann-Whitney (after 15 dpi)
tests were used. A) n: IP, 3 dpi =3, 7 dpi= 17, 9 dpi = 10, 12 dpi = 5, 15 dpi = 3; Gl, 3dpi = 7; 7 dpi = 22; 9 dpi = 29; 12 dpi = 17; 15 dpi = 45; 17 dpi = 10; 21
dpi = 24; 25 dpi = 16; 29 dpi = 11 and Ol, 3 dpi = 4; 7 dpi = 9; 9 dpi = 14; 12 dpi = 22; 15 dpi = 40; 17 dpi = 12; 21 dpi = 14; 25 dpi = 8; 29 dpi = 6. Lower
numbers represent early stages, when parasitemia was still undetectable and final stages, when mortality rates were too high. The total number was
obtained from different experiments. * represent differences in comparison to IP and #, differences between Gl and Ol. C) Gl = 7 and Ol = 7 from Mg(OH),
treated mice and controls. B) Mortality was followed and survival was analyzed by Log-rank (Mantel-Cox) (*) and Gehan-Breslow-Wilcoxon (#) tests. n = 20
mice (equivalent to 100%). Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5. * p=0.05; ** p=0.01; *** p =0.001.

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9001

gastric pH in the mucosa because the Mg(OH), suspension addition at the time of inoculation
(pH = 7) in both experimental groups did not interfere with blood-parasite burden (Fig 1C).
Antacid treatment five minutes before infection showed similar results.

Taken together, our data clearly demonstrate that T. cruzi trypomastigote exposure in the
oral cavity leads to a highly severe acute disease in mice. Moreover, although GI and OI are
considered similar mucosal infection routes, their pattern of host response is not the same.

Gl-infected mice present more extensive cardiac tissue compromise,
whereas Ol infection leads to significant hepatic lesions

The myocardium is one of the most affected tissues during T. cruzi infection in patients [18].
As we observed that different inoculation routes could distinctly affect acute phase severity, a
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histopathological analysis of heart sections was performed in 3, 9, 15, 21 and 25 dpi (days post-
infection). At initial stages of infection (3-9 dpi), scarce infiltration is observed in the pericar-
dium of both GI and OI groups (S3 Table). Nevertheless, inflammatory infiltration was signifi-
cantly higher in the GI-infected mice than in OI after 15 dpi, affecting both the pericardium
and the myocardium (Fig 2A and 2B and S3 Fig). Mild collagen deposition was observed in
both groups when compared with uninfected mice (S3 Fig).

In conformity with previous studies in these experimental models, IP-infected mice showed
extensive inflammatory infiltration in the heart throughout the course of the acute phase [29].
As observed in Fig 2, both groups showed a similar profile of infiltrating cells (CD4 and CD8
cells, F4/80" macrophages and Ly6G™ neutrophils).

Orally administered drugs/antigens are usually absorbed by the gastro-intestinal tract and
transported to the lymphatic or hepatic portal system [30]. Moreover, the liver is known to be a
target tissue for the parasite and plays a role in clearance of blood trypomastigotes [31]. As such,
the liver may be involved with acute phase development in an orally infected host. To test this
hypothesis, a comparative analysis of hepatic sections between GI and OI infected mice was nec-
essary. As judged by liver histopathological analysis in 3, 9, 15-17, 25 dpi, OI promoted severe
hepatitis. During the initial stages of infection (3-9 dpi), hepatic infiltrates showed mild intensity
mainly around the small and medium size vessels and it was higher in OI than GI. As the infec-
tion develops (15-17 dpi), infiltration notably increased also affecting the parenchyma in both
OI and GI mice (Fig 3A and S4 Table). Amastigote nests were rarely detected in the liver. More-
over, it was evident that medium vessels with blood stasis and suggestive formation of throm-
botic masses occurred mainly in the OI-infected mice (S4 Table). Picrossirius Red staining
revealed progressive deposits of collagen in blood vessel walls, mainly in OI infected mice (54
Table). Immunofluorescence analysis from two different lobes showed that the inflammation
was mainly composed by F4/80" macrophages. However, CD4" cells, CD8" cells and Ly6G"*
neutrophils were also observed (Fig 3B). Furthermore, the OI group presented hepatic damage
given the increased ALT and AST serum levels (17 dpi). Apoptotic (TUNEL") cells were also
detected in the inflammatory infiltrate and at the parenchyma at 16 dpi (Figs 3C and S4).

The pattern of cytokine secretion is distinct between Ol and Gl infected
mice

In immune response to infection, Th1, Th2, Th17 and regulatory cytokines play an important
role in the control of parasite and disease development [32]. To investigate the impact of the
route of infection on systemic cytokine levels, a thorough multiplex analysis was performed. As
demonstrated in Fig 4, OI mice showed higher type 1 cytokines levels, i.e., IFN-y (3 dpi) and
TNF (12, 17 dpi) but also IL-10 (17dpi), than GI mice. Conversely, IL-17 (3 dpi) and the regu-
latory cytokine TGF-f (12 dpi) was increased in GI mice (Fig 4). Elevated levels of pro-inflam-
matory cytokines are also associated with cardiac tissue damage [32]. In order to analyze
cytokine presence in the cardiac tissue of infected mice, real time PCR was performed for IFN-
v, TNF, IL-10 and TGF-p cytokines. Interestingly, IFN-y, TNF, and IL-10 gene expression was
increased in the OI group (Fig 4). Moreover, TNF increase was evident in OI mice, but not GI
mice (Fig 4B).

TNF production in the heart and liver

Immunofluorescent staining from heart and liver samples of 16 dpi mice showed the presence
of TNF in these tissues. TNF labeling was evident in inflammatory cells, mainly in macro-
phages (Figs 5 and S2). OI hepatic sections presented a higher number of macrophages than
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Fig 2. Hearts of Gl infected mice are more inflamed than the Ol infected mice. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue culture-derived
trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (Gl) or oral cavity (Ol). Hearts were harvested at different days post-infection (dpi), fixed
and embedded in paraffin. A) Histological longitudinal sections were stained by Hematoxylin-Eosin. For the quantification of inflammatory infiltrate and
amastigotes nests in heart tissue, a relative area of infiltrate/or amastigote nests from 50 fields (400X) was analyzed. Pictures represents cells-rich infiltrated
areas. B) Values are the mean = SEM. n = 4-5 mice/dpi/group. *Gl versus Ol. C) Immunofluorescence analyses demonstrating the percentage of each
subset present within the tissue after 16/17 dpi, CD4*, CD8", F4/80* and Ly6G™* cells. Numbers represent mean+SEM. n = 3 mice/group (two different
sections from each mouse). Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5. Comparison between Gl and Ol groups was performed by using
one-tailed Mann-Whitney test. * p = 0.05; **p = 0.01; ***p = 0.001. dpi, days post-infection. Ui, uninfected. N.A., not analyzed. Bars represent 20 ym. Inserts
show amastigote nests.

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9002
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Fig 3. Liver histology during acute Trypanosoma cruzi infection after Gl and Ol inoculation. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue culture-
derived trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (Gl) or within oral cavity (Ol). A) Hematoxylin and Eosin stained sections
demonstrating liver histological lesions in terms of inflammatory foci. For the quantification of inflammatory infiltrate, the relative area of infiltration from 25
fields (200X) was analyzed. Pictures represents cells-rich infiltrated areas. n: Gl, 9 dpi = 4, 1517 dpi = 4, 25 dpi = 5; Ol, 9 dpi = 4, 15—-17 dpi = 9. B)
Immunofluorescence analyses demonstrating the percentage of each subset present within the tissue after 16/17 dpi, CD4*, CD8*, F4/80* and Ly6G™ cells.
Numbers represent mean+ SEM. n = 3 mice/group (two different section from each mouse). C) ALT and AST activity (17 dpi) in sera. All statistical analyses
were performed using one-tailed Mann-Whitney test, GraphPad Prism 5. Comparison between Gl and Ol groups, and each one of them with uninfected mice.
*, p=0.05; ** p=0.01; *** p=0.001. Bars represent 20 ym. Arrows show inflammatory infiltrates.

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9003

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003849  June 19, 2015 7/21



@' PLOS NEGLECTED
Nz : TROPICAL DISEASES Oral Trypanosoma cruzi Infection Promotes a Severe Disease in Mice

A
IFN- : N
1000 Y 100 TNF-a p IL-17
600- i H L i 80 3
4 1 4_
2004 Na 607 5]
3| 40+ ]
E . T ]
e LA 5 G 00 ol g
E: ) T T T T T 0 — O T ﬁli S |ﬁ T 0 ] T T i T D T
4 0 3 9 12 17 0 3 9 12 17 0 3 9 12 17
%)
—~ IL-10 TGF- IL-4
g| 60 6000 p 2.5
5l ol -
3 ] u 2.0
40 4 %
_ 4000- L5
| 1 1.0
20 2000- Hk 1
| il ' 1| I T i
0 T T T = T T 0 . ; T - : 0.0 T T i Iﬁi ﬁ" T
0 3 9 12 17 0 3 9 12 17 0 3 9 12 17
Days post-infection (dpi) GI M o1
B
IFN-y TNF-a
= 14
1000- : . .
| I 12 :
100 10-
] % 8]
| 104 6
1) 1 T il
= 1 i 4]
g ]
S 2] o i
E 0.1 T T T T 0 | I T II. | |I T
5 0 9 17 C+Lymph 0 9 17 C+Lymph
< IL-10 TGF-
Z | 1000 12 J
=4
=} 1 % . b3
100
] 0.8
10 1
T - L 0.4-
1+ -
0.1 T T T T 0.0 T T T T
0 9 17 C+Lymph 0 9 17 C+Lymph

Days post-infection (dpi)

Fig 4. Cytokine production in Gl and Ol infected mice. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue culture-derived trypomastigotes forms of T. cruzi
(Tulahuén strain) through gavage (Gl) or within oral cavity (Ol). A) In the course of acute infection, serum was isolated and levels of cytokines (IFN-y, TNF, IL-
17, IL-10 and TGF-B) were quantified in uninfected control and infected mice by a multiplex analysis. The results are expressed as the mean values (+SEM)
for each group/day post-infection. n: IFN-y, uninfected (0) = 12; 3 dpi Gl =11, Ol =5; 9 dpi Gl =8, Ol =5; 12 dpi Gl =9, Ol = 4; 17 dpi Gl = 4, Ol = 6. TNF,
uninfected (0) = 11; 3dpi Gl =10, Ol =10; 9, 12 dpi, Gl =3, Ol = 3; 17 dpi, Gl =6, Ol = 11. IL-17, uninfected (0) = 12; 3 dpi, Gl = 10, Ol = 10; 9 dpi, Gl = 3,

Ol =3; 12 dpi, Gl =5, Ol =5; 17 dpi, Gl = 6, Ol = 14. TGF-B, uninfected (0) = 6; 3 dpi, Gl =4, Ol = 4; 9 dpi, Gl =5, Ol = 5; 12 dpi, Gl =5, Ol = 4; 17 dpi, Gl = 2,
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Ol =5.1L-10 and IL-4, uninfected (0) = 6; 3, 9, 12 dpi, Gl = 6, Ol = 6; 17 dpi, Gl = 3, Ol = 8. B) Cytokine gene expression levels were performed by RT-qPCR.
Total RNA was isolated from the heart at different days post-infection, and the reaction was performed using SYBR Green Master Mix. HPRT and B-actin
were used as housekeeping genes. RT-qPCR data were normalized to the housekeeping genes, and fold changes were determined compared with
uninfected controls, using the Expression Suite software. Lymphocytes from subcutaneous lymph nodes of infected mice were stimulated with anti-CD3 and
used as positive control of cytokines production (C+ Lymph). Statistical analysis was performed using ACt values. n: uninfected (0) = 5-9; 9 dpi Gl = 3,

Ol = 2-3; 17 dpi Gl = 2-3, Ol = 2-3. Both sets of data were analyzed using one-tailed Mann-Whitney test, GraphPad Prism 5. *, p = 0.05; **, p = 0.01; ***,
p =0.001. *Gl versus Ol. Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test) for group kinetics: A) IFN-y, TNF and IL-10 increased in both groups compared with uninfected.
IL-17 presented a non-significant increase followed by decrease. TGF- was only elevated in Gl group at 12 dpi in sera. B) IFN-y increased in both groups
compared with uninfected. TNF and IL-10 increased in Ol whereas TGF-[3 decreased in Gl.

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9004
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Fig 5. F4/80* cells are the major TNF-producing cells. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue
culture-derived trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (Gl) or within oral cavity
(OI). Immunofluorescence analyses demonstrated the percentage of TNF-producing cells among each
subset present within the tissue after 16/17 dpi, CD4*, CD8", F4/80* and Ly6G™* cells. A) heart and B) liver.
Numbers represent meantSEM. n = 3 mice/group (two different sections from each mouse).

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9005
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GI (mean + SEM, standard error of the mean: 1200 +18.68 versus 963 + 43.15, respectively)
analyzed in 14 fields from two different liver lobes.

Elevated TNF production is involved in orally infected mice mortality

To evaluate the impact of elevated TNF serum levels in host resistance, OI mice were treated
with the anti-TNF, etanercept (Enbrel). Enbrel treatment in OI mice started at 14 dpi. As dem-
onstrated in Fig 6, our protocol of TNF blockade did not affect blood trypomastigotes number,
but treated mice presented a longer survival than non-treated ones (Fig 6).
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Fig 6. Anti-TNF therapy improves the survival of orally infected mice. Male BALB/c mice were infected
with 5x10* tissue culture-derived trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) within oral cavity (Ol).
Anti-TNF treatment with etanercept began after 14 dpi and was performed weekly. A) Parasitemia (mean and
SEM of In parasite/mL) and B) mortality were followed during the acute phase and subjected to statistical
analysis. Parasites were counted by light microscopy, and parasitemia calculated by Brener method.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5. For parasitemia comparisons on days 8, 15, 19
and 22 dpi, one-tailed Mann-Whitney test was used. n: Ol+enbrel = 14—23, Ol+H,0 = 3-23. Survival was
analyzed by Log-rank (Mantel-Cox) (***) and Gehan-Breslow-Wilcoxon (##) tests. n = 20 mice (equivalent to
100%). * p=0.05; ** p=0.01; *** p = 0.001.

doi:10.1371/journal.pntd.0003849.9g006
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Discussion

Currently, oral transmission of Chagas disease is the most important route of transmission in
Brazil (70-80% of cases) [7]. Venezuela, Colombia, Bolivia, Argentina and Ecuador have also
reported to have acute cases of Chagas disease associated with food/beverage consumption, but
a significant study in the region is lacking [5]. These orally infected patients progress with a
highly symptomatic disease (fever, facial edema, exanthema, hemorrhage, meningoencephali-
tis, abdominal pain, others), beyond the classical cardiac involvement. Additionally, increased
mortality rate is marked in the first 2 weeks (8-35%), surpassing the calculated mortality pro-
duced by the disease resulting from the biting of infected insect vectors (5-10%) [18].

It has been well accepted that the route of parasite entry into the host is a key factor in Chagas
pathogenesis [21]. Previous reports demonstrated that systemic versus mucosal infection pro-
motes a distinct disease pattern. It has been shown that CFI mice infected with the Peruvian strain
(TeII) of T. cruzi through systemic routes IP, intravenous, or subcutaneous (s.c) have higher
infection rates (67-100%) and mortality than mucosal routes [OL, GI, intrarectal, genitalia, or
conjunctival] (17-67%) [33]. Moreover, Caradonna and Pereiraperrin [34] infected BALB/c and
C57BL/6 mice with the Tulahuén strain (TcVI) of T. cruzi via s.c. and intranasal routes (i.n.), and
found higher mortality in the s.c. group. Furthermore, mice infected via the i.n. route developed a
higher brain parasitism and lower parasitemia than animals infected via the s.c. route, suggesting
a preferential homing of the parasite to the brain after intranasal administration [34]. Interest-
ingly, when mice are infected with the same strain simulating natural infection, by oral (orophar-
ynx) or cutaneous (over a puncture wound) challenge, insect-derived trypomastigotes are more
infective through oral inoculation [19]. Regardless of DTU (T«cI or T¢Il strains), infection through
gavage (intragastrically) presents less infectivity, parasitemia and mortality than intraperitoneal
injection [35], as we have also observed with the Tulahuén strain (TcVI). Here, we demonstrated
that OI infected mice induced a higher infective rate when compared with GI infected mice (S1
Fig). As well as the inoculation route, certain factors, such as the inoculum size, DTU and T. cruzi
developmental stage, may be involved in the disease outcome. Previous studies demonstrated that
the Y strain (TcII) with 5x10* blood trypomastigotes infection by gavage (GI) showed higher
parasitemia than the Colombian (TcI) strain [35]. In addition, IP infection with blood trypomas-
tigotes shows higher infectivity than insect-derived trypomastigotes [36].

Gp82 and gp30 are involved in gastric invasion and can be differently expressed among dis-
tinct strains and developmental stages. Culture-derived metacyclic trypomastigotes from the
Tulahuén strain (TcVI) was already described as expressing gp82 and CL strain, from the same
DTU, presented high expression of gp82 and gp30, similarly to human isolates. These strains
induce high parasitemia [25,27,37,38]. Another glycoprotein, gp90 (impairs cell invasion), is
less expressed in CL (TcVI) parasites, when compared with the SC strain (isolated from a
patient who ingested contaminated sugar cane). However, the SC strain is highly infective
because its gp90 is susceptible to gastric juice [27].

Cortez and colleagues identified the mucin-ligand sequence present in gp82 from metacyclic Y
strain (TcII) and its counterparts Tc85-11, involved in cell invasion by tissue culture-derived try-
pomastigotes (TCT) [39]. In our study, both TCT and insect derived trypomastigotes were able
to promote mice infection trough the GI route. Moreover, it has been shown that both insect-
derived metacyclic trypomastigotes (triatomine insects that were crushed along with fruits) and
blood/ cell-derived trypomastigotes (consumption of infected wild T. cruzi reservoir hosts- mar-
supials, bats and others) are associated with human outbreaks of oral Chagas disease [5,40,41].

The primary site of parasite entry in oral infection is still unknown. Previous data proved
that in orally infected mice, parasites are not detected within the oropharynx and esophagus,
instead, amastigote nests are present in the stomach [23]. In line with these findings, another
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group suggested that parasite glycoproteins, such as gp82 and gp30, are involved in gastric
invasion following intragastric/intrapharyngeal inoculation [27,37,42,43]. Altogether, these
reports name intragastric, intrapharyngeal and oral cavity parasite delivery as “oral” infection.
Here, we demonstrate that BALB/c mice infected through the oral cavity (OI) experienced a
higher infective rate when compared with GI infected mice. To our knowledge, this constitutes
the first report addressing the potential differences in disease outcome according to OI or GI
route. After reaching systemic circulation, T. cruzi can multiply inside several cell types, such
as macrophages, fibroblasts, skeletal and cardiac muscle, neurons and epithelial cells. Notably,
the parasite presents tropism for cardiac tissue, where it forms amastigote nests and triggers
immune cell recruitment [32]. Here, we demonstrated that in spite of the lower parasitemia
and mortality, GI- mice developed a more severe myocarditis than OI mice, suggesting that
cardiac involvement might not be related to the elevated mortality of the OI group. Tulahuén
(TcVI) is not described as myotropic strain, but, this reticulotropic strain still affects the heart
of infected mice. Moreover, in our study, this strain induced differences in inflammatory infil-
tration in the heart and damages in the liver between OI and GI groups. In addition, the intra-
gastric infection with Colombiana (TcI) myotropic strain induces inflammation and
amastigote nests formation in the heart [24].

It has been shown that T. cruzi is able to infect the reticuloendothelial system, including bone
marrow, spleen and liver. Moreover, IP infection leads to apoptosis of hepatic cells and liver
inflammation due to TNF production. In this regard, it was previously shown that the Tulahuén
strain of T. cruzi induces TNF- production and death of hepatocytes by apoptosis, involving tBid
and Bax proteins and influencing organ function [44]. OI and GI infection also promote apopto-
sis in the liver and in the heart of acute infected mice (54 Fig). Interestingly, hepatic damage in
Ol is severe, as judged by histopathology and elevated ALT and AST serum levels. It has been
shown that hepatocytes are not commonly infected in vivo, but amastigote nests may be observed
in sinusoidal and Kupffer cells [45]. Here, we have hardly detected amastigote in hepatic tissue,
most likely in Kupffer cells. This scarcity of T. cruzi amastigotes in hepatic cells is assumed to
occur because of efficient control of the parasite clearance within this organ [46]. Additionally,
the liver is described as the first line of protection against pathogens and in tolerogenic responses
to antigens coming from the gut through the portal system [46,47,48,49]. Our results demon-
strated that macrophages in the liver are TNF" cells (Fig 5). Activated macrophages producing
TNF in the liver may be involved with T. cruzi killing in the tissue. Nevertheless, considering the
role of TNF in cell death, apoptotic bodies were also evident in TNF-rich regions (S4 Fig).

Paralleling parasitological and histological differences, GI- and OI- mice presented elevated
IFN-v levels in the serum, whereas higher levels of TNF were only observed in OI mice. Cellu-
lar adaptive immune response during infection is essential for parasitism control [50]. Cyto-
kines play important roles in regulating T. cruzi replication and the immune response of
infected animals. Th1 cytokines, such as IFN-y and TNF, are involved in parasite control and
host resistance whereas Th2 cytokines, such as IL-4 and IL-5, are associated with host suscepti-
bility [32]. In the initial stage of infection, parasite DNA and surface glycoconjugates are able
to trigger innate immune response through TLR-2, -4 and -9 in macrophages and dendritic
cells, enhancing their endocytic capacity and killing by oxidative burst. Pro-inflammatory cyto-
kines, such as IFN-v, favors inflammatory cell activation that migrate to control parasite bur-
den [50]. Elevated TNF levels, as observed in OI, may be associated with cardiac, spleen,
hepatic damage, and toxic shock in mice, as reported in other studies [51,52]. Reinforcing this
view, OI mice showed a peak in TNF serum levels at 17 dpi, the time when they started to die.
GI mortality also started at this time point, but the rate was lower than in OI mice. In the same
sense, TNF detection by RT-PCR was higher in cardiac cells from OI than GI mice. Extending
these findings, we have also shown that both GI and OI mice presented a high serum
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concentration of IL-10 and IL-4 (17 dpi). Meanwhile, the OI group had lesser amounts of the
TGEF-p regulatory cytokine. Both cytokines were proven to inhibit macrophage microbicidal
function and protect the host from tissue damage [52,53]. It has been shown that IL-17 produc-
ing cells contribute to the formation of the gastrointestinal barrier [54]. Our results demon-
strated that, as expected, parasite inoculation into mucosal routes (GI and OI) triggered IL-
17-producing cell activation, given its high serum levels.

Studies addressing different routes of infection are relevant as they seem to lead different
immune responses and disease outcome. Infection with bacteria, such as Listeria monocyto-
genes, Streptococcus pyogenes and Francisella tularensis through mucosal sites (intranasal or
oral) promotes Th17 response with the systemic route (intravenous/s.c.) triggering a Th1
response. Antigens delivered into mucosal tissues stimulate these IL-17 producing cells [55],
which was also observed in T. cruzi infection.

In OI animals, elevated circulating levels of TNF after 17 dpi were strongly associated with
hepatic damage and death. Similar results were observed in mice deficient of IL-10, which dis-
play enhanced hepatic cell destruction and toxic shock by increased TNF. To comprobate that
TNF is involved in the death of OI mice, we blocked this molecule. Because TNF is critical to
control parasitemia [32,48], etanercept administration started at 14 days post-infection, at the
time that parasitemia could also be controlled by humoral response. Etanercept treatment sta-
tistically delayed mortality without altering the levels of parasitemia, revealing the critical role
of TNF in the course of OI infection, (Fig 6). Strikingly, similar results were also observed by
Rodriguez-Angulo [56].

In fact, there is a clear association between peaked 17 dpi TNF circulating levels and liver
alterations in terms of inflammatory infiltrates, which may impact organ functionality.

For several years, the IP route of T. cruzi infection has been chosen as the main pathway of
parasite challenge in experimentally infected hosts in attempting to reproduce the vectorial
route. We and others have already demonstrated that the route of parasite challenge is a major
issue in terms of infection outcome and hence, worth considering in the human counterpart,
mainly because oral transmission is becoming more epidemiologically relevant. Here, we
clearly demonstrate that the host response differs when parasites are delivered into the mouth
or by gavage. If compared with patients, oral outbreaks are related to contaminated food inges-
tion [5] and interestingly, the appearance of facial edema is frequent in these patients [57]. Par-
asite/antigens can be captured in the oral mucosa by tolerogenic dendritic cells that produce
IL-10 and IL-12 (regulatory and inflammatory profile), or in the gastrointestinal tract from
where they are drained to the liver by the portal system [49,58]. Even considering oral infec-
tion, it should not be assumed that the infectious processes are the same when parasites are
delivered into the oral cavity or by gavage (intrapharyngeal /gastrointestinal).

On a theoretical basis, our studies also raise a series of questions worth exploring. For
instance, the immunopathological and parasitological consequences of oral and systemic infec-
tion in the same host at different times are of interest. Whether there is a favorable influence of
oral or systemic infection depending on which comes first is also interesting. From a transla-
tional standpoint, the finding that the route of parasite contact is involved in a differential
pathophysiology and disease morbidity provides information that sounds suitable for clinical
management and disease control strategies.

Materials and Methods
Animals and infection

Male BALB/c mice were obtained from the Oswaldo Cruz Foundation animal facilities (Brazil).
Mice (6-8 weeks old) were infected by gavage as a gastrointestinal attempt (GI) or in the oral
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cavity (OI) with 5x10* T. cruzi tissue culture-derived trypomastigotes forms (Tulahuén strain,
TcVI [59]). Parasites were obtained from infected cultures of a highly susceptible lineage of
monkey kidney epithelial cell line (Vero cells) [60]. Oral Chagas disease outbreaks are related
to the consumption of contaminated food with infected triatomine excreta (metacyclic trypo-
mastigotes) or consumption of wild T. cruzi reservoir hosts (blood and cell-derived trypomasti-
gotes). The purpose of this study was to analyze the immune response of infected mice. As
components from excreta could interfere in this response, some experiments were performed
with trypomastigotes mixed with or without non-infected Triatoma infestans excreta. In these
infections, uninfected mice were stimulated with saline. For both GI and OI, mice were main-
tained starving 4 hours before and at least 15 minutes after inoculation (100 pL of parasites sus-
pension). GI was performed using a gavage canule and OI, by pipeting the volume into the
mouth.

As GI infection is the less effective route of infection, 5x10% 10> or 10° inocula size were
tested by gavage. In this study, the lower (5x10*) inoculum capable of infecting mice GI was
chosen.

For comparative purposes, in some experiments, intraperitoneally infected mice were also
analyzed.

In other series of experimental rounds, mice were also infected concomitantly with an inoc-
ulation of antacid (19.4 mg/Kg of Magnesium Hydroxide [Mg(OH),] suspension, Phillips-
Brazil), and trypomastigotes.

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 Brazilian National Council of Animal Experimen-
tation and the Federal Law 11.794 (10/2008). The Institutional Ethics Committee for Animal
Research of the Oswaldo Cruz Foundation (CEUA-FIOCRUZ, License: LW-23/12) approved
all of the procedures used in this study.

Parasitemia and survival

Parasitemia was detected at different days post-infection (dpi) by counting trypomastigotes in
5 pL of tail blood, and parasite number was calculated using the Brener method. Mortality and
survival were followed until 60 days post-infection.

Parasitemia and survival rates were evaluated with all inoculated animals. Due to differences
in infectivity from OI and GI mice, in the other figures throughout this paper were included
infected mice with patent parasitemia.

Heart and liver histopathological analyses

Hearts and livers from infected or uninfected mice were fixed in buffered 5% formalin. Heart
samples were sliced longitudinally in two parts, and the liver, in several fragments from differ-
ent lobes. Paraffin-embedded 5 um sections were mounted on glass slides and stained with the
Hematoxylin-Eosin and Picrossirius Red technique to evaluate infiltrating cells and collagen
fibers. Photos were taken using the Leica DM 2500 microscope and then analyzed using Image
J software. In the heart, the percentage area with inflammatory infiltrates or amastigote nests
was calculated by analyzing 50 fields/section/mouse. In addition to the area of inflammation,
the degree of pericarditis and myocarditis was classified according to the extension of infiltrat-
ing area: +, very mild (similar with uninfected); ++, mild (small areas of infiltrates); +++, mod-
erate (moderate areas of infiltrates); ++++, severe (extensive areas of infiltrates); +++++, very
severe (very extensive areas of infiltrates).
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In hepatic tissue, the percentage area with inflammatory infiltrates was calculated by ana-
lyzing 25 fields/mouse (two different sections from each mouse). The inflammatory infiltrates
were scored as:-, without infiltrates (without alterations); +, mild lesions areas (small focal
infiltrates mainly around the vessels, parenchyma not infiltrated); ++, moderate areas of infil-
trates (infiltrates with intermediate size, around the vessels, but few diffuse and microgranulo-
mas also within the parenchyma and thrombus formation in some vessels); +++, severe areas
of infiltrates (areas of infiltrates with microgranulomatous structure, diffuse infiltrates within
the parenchyma and more vessels with thrombus formation), ++++ very severe (extensive
areas of infiltrates with microgranulomatous structure and diffuse infiltrates within the
parenchyma).

Serum cytokine analysis

Mice were bled by cardiac puncture at 3, 9, 12, 15, 17, 21, 25 and 27 days post-infection. Serum
was stored frozen at -70°C until used. Serum levels of IL-4, IL-10, IL-17, IEN-y, TNF and TGF-
B were measured in a Multiplex analysis, Milliplex MAP—mouse cytokine / chemokine mag-
netic bead panel kit and TGFp1 single plex kit (Merk Millipore, USA). The assay was per-
formed by the Génese Institute of Clinical Analyses, Sdo Paulo/SP, Brazil. Cytometric beads
assay (CBA), using the Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine kit (BD Biosciences, USA) was also
performed for serum cytokine analysis according to the manufacturer’s instructions. Samples
were immediately acquired using FACSCanto II (Becton and Dickinson, USA) equipped with
FACSDiva software (Becton and Dickinson, USA). Data were analyzed using FCAP Array soft-
ware (Becton and Dickinson, USA).

Cytokine gene expression in the heart

For real-time quantitative RT-PCR (RT-qPCR), the total RNA from one-half of the heart (lon-
gitudinal section; average weight: 87.9 mg) samples was extracted using Trizol Reagent
(Ambion, Life Technologies) associated with the RNeasy Mini kit assay (Qiagen), from the
phenol-chloroform aqueous phase, following the manufacturer’s instructions. Reverse tran-
scriptase reactions were performed on 3.5 ug RNA using Super Script II kit (Invitrogen, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Real-time RT-PCR assays were performed on
StepOnePlus (Applied Biosystems, USA) using Power SYBR Green Master Mix (Applied Bio-
systems), and the primers for cytokines, IFN-y, TNF, TGF-8, IL-10 and IL-17, purchased from
IDT (Integrated DNA Technologies) (S2 Table). Hypoxantine-guanine phosphoribosyltranse-
ferase (HPRT) and B-actin genes were used as endogenous housekeeping controls (52 Table).
cDNA were diluted 1:10 and reactions were performed in duplicate using 2 pL per reaction, in
a total volume of 20 pL. After amplification, dissociation curves were performed, revealing only
one melting peak for each amplified fragments. Relative quantifications of target gene levels
were performed using AACt method [61]. RT-qPCR data were normalized to the housekeeping
genes, and fold changes were determined compared with uninfected control samples using the
Expression Suite software (Life Technologies, USA). Statistical analysis was performed from
ACt values.

ALT and AST measurement

Blood samples obtained from mice of all groups were allowed to coagulate, and the serum was
then isolated. Serum ALT (alanine transaminase) and AST (aspartate transaminase) activities
were measured with the Reflotron (Roche, Germany) apparatus according to the manufac-
turer's instructions.
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Immunofluorescence analysis

Hearts and livers from infected or uninfected mice were included in tissue tek (OCT, Sakura,
USA). Heart samples were sliced longitudinally in two parts, and the liver, in several fragments.
To evaluate TNF-producing cells, double immunofluorescences were performed. Cryosections
with 3 um were fixed in acetone for 5 minutes at 4°C. After two washes in cold PBS, a blocking
solution of 10% normal serum goat and 1% BSA was applied to the sections for 1 hour at room
temperature. Samples were incubated overnight at 4°C with primary antibodies and washed
three times in PBS and subjected to the appropriate secondary antibodies for 45 minutes at
room temperature, Alexa-488 goat anti-rat for anti-CD4, -CD8, -F4/80 and -Ly6G, and Alexa-
546 goat anti-rabbit for anti-TNF. The characteristics of the antibodies used in immunostain-
ing are listed in S1 Table. After three washes in PBS, the slides were mounted in ProLong Gold
Antifade Mountant with DAPI (Molecular Probes, USA).

To evaluate apoptosis, the ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit (Merk Millipore, USA)
was used following the manufacturer instructions. Counterstaining/mounting was performed
using ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI (Molecular Probes, USA).

All images were visualized using the Zeiss microscope (Germany) and digitalized using
AxioCam HRm and AxioVision Rel 4.8 software.

The subsets (CD4", CD8", F4/80" and Ly6G™) present in the infiltration were counted in 10
and 14 fields/photos for the heart and liver, respectively, and TNF" cells were quantified. Two
sections from the heart and two from different liver lobes from each mouse were analyzed. The
percentage of CD4, CD8, macrophages and neutrophils was calculated over the sum of all sub-
sets from different sections.

Anti-TNF treatment

Orally infected BALB/c mice were treated intraperitoneally with a quimeric anti-TNF protein
(Etanercept Enbrel, Wyeth Pharmaceuticals, 0.83 mg/Kg). The treatment began at the 14th day
post-infection with weekly subsequent doses. Parasitemia and mortality were analyzed
throughout the course of infection.

Statistical analysis

Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test) or Mann-Whitney tests were used for the statistical analyses.
Survival was analyzed by Log-rank (Mantel-Cox Test) and Gehan-Breslow-Wilcoxon test. P
values < 0.05 were considered statistically significant. Tests were performed using GraphPad
Prism 5.

Accession number for the genes and proteins mentioned

Genes: IFN-y (NM_008337.3), TGF-B (gb_M13177.1), TNF (NM_013693.3), IL-17A
(NM_010552.3), IL-10 (NM_010548.2), HPRT (gb_J00423.1), B-actin (NM_007393.3). Pro-
teins: IEN-y (gb_EDL24379.1), TGF-B1 (NP_035707.1), TNF (gb_AAC82484.1), IL-17A
(NP_034682.1), IL-10 (NP_034678.1), gp82 (gb_ABR19835.1), gp30 (gb_AEF13371.1), gp90
(gb_AAM47176.1|AF426132_1), mucin (gb_AAA39755.1), IL-4 (NP_067258.1), TLR-2
(gb_AAD49335.1|AF165189_1), TLR-4 (NP_067272.1), TLR-9 (NP_112455.2).

Supporting Information

S1 Fig. Trypanosoma cruzi infection presents differences in infectivity according to the
inoculation route. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue culture-derived trypo-
mastigotes through intraperitoneal (IP), gavage (GI) or oral (OI) inoculation. Infectivity was
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obtained from the percentage of mice presenting parasitemia over the total number of mice
inoculated with parasites. Kruskal-Wallis (Dunn’s post-test) was performed and symbols rep-
resent comparison to IP or OI, * and #, respectively. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 5. **/** p = 0.01

(TTF)

S2 Fig. F4/80" macrophages are the main TNF producer cells. Male BALB/c mice were
infected with 5x10* tissue culture-derived trypomastigotes through gavage (GI) or oral (OI)
inoculation. A, heart and B, liver tissue cryosections were submitted to double immunostaining
for F4/80 (green) and TNF (red). n = 3 mice/group (two sections from each). Bars represent
100 pm.

(TTF)

$3 Fig. Mild collagen production in heart and liver from infected mice. Male BALB/c mice
were infected with 5x10* tissue culture-derived trypomastigotes through gavage (GI) or oral
(OI) inoculation. Paraffin-embedded sections were stained with Picrossirius to reveal collagen
production. A, heart, counterstained with Hematoxylin and B, liver. n = 3-5 mice/group/dpi.
Bars represent 50 um.

(TIF)

$4 Fig. Apoptosis in heart and liver. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue cul-
ture-derived trypomastigotes through gavage (GI) or oral (OI) inoculation. TUNEL technique
was applied to A, heart and B, liver cryosections for apoptosis detection. C, TNF staining (red)
associated with structures that were also related to TUNEL staining (red) within the liver from
infected mice. n = 3 mice/group (two sections from each). Bars represent 100 pm.

(TIF)

S1 Table. Antibodies applied in immunofluorescence. Abbreviations: Ig, immunoglobulin;
mAb, monoclonal antibody.
(DOCX)

S2 Table. Primers sequences for target mRNAs. Sequences of each primer, manufacture and
used concentration are indicated. Holding stages were at 95°C for 10 minutes for all primers,
and cycling stages (40x) varied depending on the target. For IL-10, IFN-y, TGF- cycling stage
was at 95°C for 15 seconds and at 63°C for 1 minute. For TNF, at 95°C for 15 seconds and 64°C
for 30 seconds. HPRT and B-actin cycles were performed in the same conditions of each target.
(DOC)

$3 Table. Heart histopathological analysis. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue
culture-derived trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (GI) or
oral cavity (OI). Hearts were harvested at different days post-infection (dpi), fixed and embed-
ded in paraffin. Histological longitudinal sections were stained by Hematoxylin-Eosin and
Picrossirius Red. The table represents degree of pericarditis and myocarditis was classified as:
+, very mild; ++, mild; +++, moderate; ++++, severe; +++++, very severe. Amastigotes nests
were observed inside or next infiltrating areas. Infected mice presented a mild collagen deposi-
tion, but no important difference between groups was observed in Picrossirius Red staining.

n = 4-6 mice/dpi/group. Abbreviations: dpi, days post-infection; GI, gastrointestinal infection;
O], oral infection, N.A., not analyzed. n = 5 mice/dpi/group.

(DOCX)

$4 Table. Liver histopathological analysis. Male BALB/c mice were infected with 5x10* tissue
culture-derived trypomastigotes forms of T. cruzi (Tulahuén strain) through gavage (GI) or
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oral cavity (OI). Livers were harvested at different days post-infection (dpi), fixed and embed-
ded in paraffin. Histological sections were stained by Hematoxylin-Eosin and Picrossirius Red.
The table represents degree of inflammation in hepatic tissue. U.i., uninfected. In hepatic tissue,
the inflammatory infiltrates were scored as:-, without infiltrates; +, mild lesions areas; ++, mod-
erate areas of infiltrates; +++, severe areas of infiltrates, ++++ very severe. Thickening of blood
vessels walls observed in Hematoxylin-Eosin staining and was corroborated with Picrossirius
red technique. n = 3-6 mice/dpi/group. Abbreviations: dpi, days post-infection; GI, gastroin-
testinal infection; OI, oral infection, N.A., not analyzed. n = 5 mice/dpi/group.

(DOCX)
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infection.

Chagas disease (American Trypanosomiasis) is a neglected trop-
ical illness caused by the hemoflagellate protozoan Trypanosoma
cruzi. This infection is considered a world-wide health problem
with a lack of treatment options due to the absence of a vaccine
and global spreading (1, 2). Trypanosoma cruzi infection was ini-
tially endemic in rural areas of Latin America and, transmitted
by contaminated insect vectors of the Reduviidae family. Insects
become vectors after biting T. cruzi-infected animals or humans.
The parasite can also be directly transmitted by blood transfusion
and organ transplantation as well as orally and congenitally (3,
4). The incubation period (the time between T. cruzi exposure
and development of symptoms) varies according to the infection
route; for example, transmission by vector has an incubation time
of 4-15 days. In cases of transfusion the incubation time ranges
from 8 to 120 days, whereas in congenital transmission it varies
from 3 to 22 days; roughly the same for oral transmission (5, 6).
Today, the oral infection is the most common transmission route
in the Brazilian Amazon region after the pan-American Health
Organization declared the abrogation of vectorial transmission in
the area (5). Interestingly, oral transmission has been associated
with high mortality and morbidity due to an increased prevalence
and severity of cardiac pathology (myocarditis) (7-10).

TRYPANOSOMA CRUZI INFECTION TARGETS SEVERAL
TISSUES IN THE HOST

During the acute phase of the disease, the parasites highly replicate
in tissues (under amastigote form), and infective trypomastig-
ote forms are numerous in the blood. Throughout this phase, T.
cruzi is able to infect many host tissues, including skeletal mus-

cle, lymphoid and nervous tissues, endocrine glands, and mucose
(Table 1).

and an increased severity of clinical manifestations and mortality is observed in infected
patients. These findings have elicited questions about the specific responses triggered
after T cruzi entry via mucosal sites, possibly modulating local immune mechanisms, and
further impacting regional and systemic immunity. Here, we provide evidence for the exis-
tence of differential lymphoid organ responses in experimental models of acute T cruzi

Keywords: Trypanosoma cruzi, lymph nodes, spleen, cytokine, T cell activation

In immunocompetent hosts, the high parasitemia observed in
the acute phase is quickly controlled through immune effector
mechanisms. As a result, T. cruzi numbers in the blood and tis-
sues drop drastically to almost undetectable levels as the infected
individual enters the chronic phase. Nevertheless, in situ PCR
(Polymerase Chain Reaction) and confocal analyses have shown
that even in the chronic phase, tissues are not parasite-free (11—
18). Several tissues, including the heart and the nervous system,
as well as adipocytes, retain amastigote forms that perpetuate
the chronic infection (19-21). Additionally, Chagas disease may
be reactivated during periods of immunosuppression, such as in
patients with HIV/AIDS or undergoing immunosuppressive drug
therapy (22, 23).

Although controlled, T. cruzi persistence in tissues appears to be
associated with inflammatory lesions and disease severity in the
chronic phase (12, 13, 18, 24-28). Using two models of chronic
infection, Zhang and Tarleton (18) demonstrated that parasite
clearance from tissues resulted in the disappearance of associated
inflammatory lesions and resolution of disease. Taken together,
these studies clearly demonstrate that Chagas disease is a systemic
infection and that the immune response is important in contain-
ing T. cruzi replication in the acute phase which impacts disease
severity during the chronic phase of the infection.

SYSTEMIC OR MUCOSAL ROUTES OF T. CRUZI INFECTION
DIFFERENTIALLY AFFECT PARASITE LOAD AND MORTALITY
IN MICE

Experimental models of T. cruzi infection have been widely used
to study various aspects of the pathogenesis and pathophysiol-
ogy of Chagas disease. In fact, the vast majority of our knowl-
edge on the biology of T. cruzi infection was initially obtained
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Table 1 |Tissue infectivity of Trypanosoma cruzi in mammals.

Target tissue Human Animals
Acute Chronic Acute (4-50 dpi) Chronic (60-730 dpi)
Adipose tissue ND Ferreira et al. (21) Andrade and Silva (76), Buckner et al. (77), Guarner et al. (78), Combs
Guarner et al. (78), Combs et al. (20) etal. (20)
Adrenal gland ND ND Buckner et al. (77), Correa-de-Santana et al. ND

Blood

Bone

Bone marrow

Cartilage

Central Nervous
System

Gastro Intestinal
Tract

Heart

Liver

Lung

Lymph nodes

Muscle

Pancreas
Peritoneal cells
Skin

Spleen

Stomach/esophagus

Thymus

kidney

nasal cavity

Bladder

Qvarnstrom et al.
(80)

ND

BaenaTeran et al.
(85)

ND

Mortara et al. (19)

Mortara et al. (19)

Mortara et al. (19)

ND

Mortara et al. (19)

ND

ND

ND

(19)

ND
ND

Moreira et al. (11),
Qvarnstrom et al.
(80)

ND

ND

ND

Mortara et al. (19)

ND

Mortara et al. (19),

Vago et al. (89),

Schijman et al. (90)

ND

ND

ND

ND

ND
ND
Mortara et al. (19)

ND

Vago et al. (91)

ND
ND

ND
ND

(79)

Hoft et al. (69), Buckner et al. (77), Cortez et
al. (81), Guillermo et al. (55), Silva et al. (57),
Veloso et al. (82), Castro-Sesquen et al. (83)

Morocoima et al. (84)

Morocoima et al. (84)

Da Costa et al. (86), Morocoima et al. (34)

Andrade et al. (87), Buckner et al. (77),
Guarner et al. (78), Rachid et al. (38)

Andrade et al. (87), Buckner et al. (77),
Guarner et al. (78)

Andrade et al. (87), Buckner et al. (77),
Guarner et al. (78), Combs et al. (20),
Castro-Sesquen et al. (83)

Hoft et al. (69), Buckner et al. (77), Guarner et
al. (78)

Guarner et al. (78)

Hoft et al. (69), Guarner et al. (78), Giddings
et al. (74)

Buckner et al. (77), Guarner et al. (78)

Guarner et al. (78)
Silva et al. (57)
ND

Hoft et al. (69), Buckner et al. (77), Guarner et
al. (78), Combs et al. (20), Giddings et al. (74)

Hoft et al. (69), Guarner et al. (78), Cortez et
al. (81), Staquicini et al. (92)

Da Costa et al. (86)

Buckner et al. (77), Guarner et al. (78),
Castro-Sesquen et al. (33)

Giddings et al. (74)

Buckner et al. (77)

Veloso et al. (82),
Castro-Sesquen et al. (83)

ND

ND

ND

Andrade et al. (87),
Guarner et al. (78)

Andrade et al. (37),
Guarner et al. (78)

Guarner et al. (78), Combs
et al. (20), Castro-Sesquen
et al. (83)

ND

Guarner et al. (78)

Guarner et al. (78)

Buckner et al. (77),
Guarner et al. (78)

Guarner et al. (78)
ND
ND

Guarner et al. (78), Combs
etal. (20)

Guarner et al. (78)

ND

Guarner et al. (78),
Castro-Sesquen et al. (33)

ND

Buckner et al. (77)

ND - not detected.
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using experimental mouse models. It is well established that the
immune response and immunopathologic manifestations follow-
ing T. cruzi infection are dependent on genetically heterogeneous
host populations, parasite strain, inoculum size, and route of infec-
tion. Moreover, the anatomical route of pathogen invasion may
directly impact upon the host immune response and host resis-
tance (Box 1). In this way, several studies compared mucosal and
systemic T. cruzi infection and mortality in mice.

In 1967, Marsden showed that CFI mice infected with the Peru-
vian strain of T. cruzi by systemic routes [intraperitoneal (i.p.),
intravenous (i.v.), or subcutaneous (s.c.)] showed higher infection
rates (67-100%) and mortality than mucosal routes [oral (0.i.),
intragastric (i.g.), intrarectal (i.r.), genitalia (gen.), or conjunctival
(cnj.)] (17-67%) (29). Similar results were observed in a study by
Camandaroba et al. (30) in which i.p. and i.g. inoculation with
the Peruvian and Colombian strains of T. cruzi were compared in
Swiss mice. Caradonna and Pereiraperrin (31) infected BALB/c
and C57BL/6 mice with the Tulahuén strain of T. cruzi via s.c.
and intranasal (i.n.) routes and observed higher mortality in the
s.c. group. Interestingly, mice infected via the i.n. route developed
higher brain parasitism and lower blood parasitemia than animals
infected via the s.c. route, suggesting a preferential homing of the
parasite to the brain after i.n. administration (31).

Taken together, these observations suggest that the route of
parasite entry into the host is a key factor in Chagas pathogenesis.
It is logical to think that following parasite entry, the initial tar-
get tissues/cells in the circulation (Table 2) may contribute to the
development of an immune response able to control infection.

SYSTEMIC TRYPANOSOMA CRUZI ENTRY INDUCES A
DIFFERENTIAL RESPONSE IN SECONDARY LYMPHOID
ORGANS OF INFECTED MICE

Acute and chronic T. cruzi infections promote significant increases
in the size and numbers of cells in the subcutaneous lymph nodes
(SCLN) and spleen (SP), likely due to persistent T and B cell poly-
clonal activation in these tissues (32, 33). Parasite-derived proteins,
such as trans-sialidase and racemase, as well as T. cruzi-derived
DNA have been shown to contribute to lymphocyte proliferation
in Chagas disease (34-36). Interestingly, the majority of poly-
clonal lymphocytes activated during early T. cruzi infection do
not appear to be parasite-specific (37-45). However, the relative
role of T and B cells in controlling T. cruzi infection remains
controversial. Although there are data showing that T and B cell
activation is necessary for limiting T. cruzi expansion, the poly-
clonal activation also appears to contribute to the pathological
alterations observed in Chagas disease (44, 46, 47). Similarly to
splenocytes, SCLN-derived effector T cells from infected mice
secrete high amounts of IL-2, IL-4, IL-10, and IFN-y, suggest-
ing the existence of a mixed type-1 and type-2 profiles of cytokine
secretion (48, 49).

The process of expansion and contraction by the lymphocyte
population in the secondary lymphoid organs can be regarded as
a regional response to systemic T. cruzi infection. Gut-associated
lymphoid tissues are specialized for draining antigens present in
the gastrointestinal tract and are also involved in the tolerogenic
immune response. In this respect, gut-associated lymphoid tis-
sues may be involved in the progressive damage of the digestive

Box 1| T cell differentiation into effector cells following bacte-
rial infections may be differentially programed depending on
the route of pathogen presentation (96, 97).

Accordingly, intravenous infection generates IFN-y-producing T
cells, whereas the mucosal routes of infection (e.g., intranasal
or intragastric) generate Il-17-producing T cells. These results
are in keeping with the observation that spleen-derived antigen-
presenting (APC) cells are prone to producing Il-12, a cytokine
involved in Th1 differentiation, whereas mucosal APC rather pro-
duce I:6 and TGFB, cytokines that selectively drive the Th17
differentiation program (98). In addition, it is interesting to note
that these route-driven programs of T cell differentiation may
be involved in the fine tuning of innate receptors for bacterial
molecules (96) and influence the ability to generate an efficient
memory pool of effector cells (97).

Table 2 | Primary distribution of T cruzi in infected mice.

Route of infection First target tissues/cells Reference

Intravenous Blood, liver, spleen, lungs, and Kuhn et al. (93)
kidneys/macrophages

Intraperitoneal Peritoneal macrophages Nogueira et al. (94)

Oral Stomach (epithelial cells), Hoft et al. (69),
drainage lymph node Yoshida (95)

Conjunctival Nasolacrimal ducts and nasal Giddings et al. (74)

cavities (epithelial cells), parotid,
and submandibular lymph node

system (megacolon and megaesophagus) that is a consequence of
chronic T. cruzi infection (50-52). For these reasons, the mesen-
teric lymph nodes (MLN) and Peyer’s Patches (PP) are also studied
in systemic infections, since they may be involved in the gut patho-
logical changes that are observed in infected patients. In contrast
to the hyperplasia of the SP and SCLN observed in infected mice,
there is a reduction in the size and cell number of the MLN and PP,
possibly due to the increased depletion of T and B lymphocytes
(49, 53, 54).

As a consequence of cell activation, T lymphocyte apoptosis is
also observed in lymphoid tissues (Box 2). In fact, the Fas mole-
cule is one candidate to regulate T and B lymphocyte responses in
both the SP and SCLN during the acute infection (33, 54, 55). For
example, it has been shown that Fas selectively kills activated IgG™
B lymphocytes with specificities for parasite antigens (56). More-
over, SP-derived CD4™" and CD8™ T cells respond to Fas-induced
apoptosis, as they demonstrate increased Fas/FasL expression and
caspase-8 activation during acute infection (48, 55). In agreement
with these data, it has been shown that the in vivo injection of
anti-FasL and a general caspase inhibitor (zZVAD-fmk) into acutely
infected mice impairs T and B lymphocyte death and improves the
host immune response to infection in both SCLN and SP (55, 57).
Blockade of activated CD8™ T cell death increases IFN-y secretion
by splenocytes in the initial stages of infection, and IL-4 and IL-10
are induced at later stages (55, 58).
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Box 2 |T cell apoptosis can be stimulated in secondary
lymphoid organs by features such as activation-induced
cell death (AICD), granzymes, or growth factor withdrawal
(59, 60).

The abundance of antigens and cytokine production (IL=2) in the
microenvironment is essential to trigger the cell death pathway
(60). In the presence of a given antigen, -2 prompt T cells to die
by AICD, through activation of death receptor molecules (Fas or
TNFR and caspase-8 activation) (61-63). The absence of antigen,
deprivation of cytokines or cytotoxic factors (such as oxidative
stress and glucocorticoids) initiates the intrinsic apoptotic path-
way, regulated by anti-apoptotic BCL=2 family members that can
be divided into three subgroups of proteins: (1) the pro-survival
members (Bcl-2, Bel-x, Mcl-1, A1/Bfl-1, and Bcl-w); (2) the pro-
apoptotic BH3-only proteins (Bim, Bid, Puma, Bad, Bmf, Hrk,
Bik, and Noxa) activated transcriptionally, post-transcriptionally, or
post-translationally by cytotoxic factors; and (3) multi-BH domain
pro-apoptotic protein (Bak and Bax) (64-67). The intrinsic path-
way of death involves mitochondrial membrane permeabilization,
cytochrome c release into the cytoplasm, activation of caspase-9,
and downstream effector caspases (61). Interestingly, regulatory
T cells deprives the effectorT cells of growth factors (such as 11-2),
which causes either proliferation arrest and apoptosis mediated
by growth factor withdrawal (59, 68).

Diminished numbers of MLN and PP lymphocytes from T.
cruzi-infected mice appear to be associated with differences in
lymphocyte activation, proliferation, and apoptosis. MLN-derived
cells from infected mice show reduced numbers of proliferating
lymphocytes in vivo and decreased cytokine production (IL-2,
IL-4,1L-10) in vitro by activated T cells, which have been demon-
strated to produce mainly type-1 cytokines (33, 49). In addition to
Fas, TNFR1/p55-mediated signaling and IL-4 deprivation through
caspase-9 activation are involved in T cell death and consequent
MLN atrophy seen in the course of acute infection (33, 49). These
data suggest that distinct mechanisms are involved in lymphocyte
contraction events.

These studies demonstrated that lymphocyte apoptosis in sec-
ondary lymphoid organs represents an important feature of the
immune response to a given pathogen. In agreement, the in vivo
administration of zZVAD-fmk reduces lymphocyte apoptosis in sec-
ondary lymphoid tissues and increases host resistance to T. cruzi
infection (49). Moreover, SP or MLN cells are involved in the host
immune response, as splenectomy or MLN excision prior to T.
cruzi infection in mice increases susceptibility to infection with
elevated blood parasitemia (49, 54). In this context, further stud-
ies are necessary to approach apoptosis-associated molecules that
might be operating as a consequence of regional response fol-
lowing T cell activation and regulation in the course of T. cruzi
infection (Box 2).

DOES A DISTINCT ROUTE OF INFECTION INTERFERE WITH
SECONDARY LYMPHOID ORGAN DYNAMICS?

Previous data have revealed that oral T. cruzi inoculation results
in blood parasitemia and heart tissue parasitism, thereby clearly
indicating a systemic infection (30, 69, 70). A primary infection
with insect-derived infective forms delivered orally resulted in par-
asite replication within epithelial cells of the gastric mucosa (69).

This initial invasion is related to establishment of a progressive
gastritis and allows further systemic dissemination of the para-
site. Nonetheless, the short replication period at this mucosal site
induces specific immunity, as protection was observed after a sec-
ondary mucosal challenge. Such protection apparently involves
the specific production of IgA and IgG (69) and possibly employs
CCR5-CCLS5 signaling (71).

Protection may also be due to IFN-y-producing lymphocytes as
indicated by their increased frequency in the gastric mucosa and
draining lymph nodes of orally infected mice (69). Moreover, a
mucosal vaccination approach leading to polarized type-1 or type-
2 responses (72) as well as the mucosal challenge of genetically
deficient mice (73) reinforced the central role for a type-1 response
in providing protection following mucosal infection. Interestingly,
these humoral and cellular responses are also protective after par-
asite inoculation in the conjunctival mucosa, a natural portal of
entry for T. cruzi that leads to nasal infection with subsequent
systemic spreading (74).

Following outbreaks of oral contamination by T. cruzi, a clear
increase in the severity of clinical manifestations was observed
in infected patients compared with other types of transmission
routes (7, 75). These observations raise important questions con-
cerning the particular features of T. cruzi entry via the mucosa,
including the possible modulation of local immune mechanisms
and the impact on regional and systemic immunity. In fact, we
have previously shown that mice infected via both the ip. and
s.c. routes show similar parasitemia and induce SCLN expan-
sion as well as MLN atrophy (33). Interestingly, the s.c. route
induced higher SCLN cell expansion and similar MLN atro-
phy at the peak of parasitemia when compared with the i.p.
route. These data suggest that unlike SCLN cells, MLN lympho-
cytes are similarly affected upon infection using both inoculation
routes (33).

One can argue that an oral or intragastric infection might
impact more severely on the mucosal associated lymphoid organs
than the SCLN and SP. We still lack information regarding SCLN
behavior in oral infection, but hyperplasia of the lymphoid fol-
licles in the SP has been reported (30). Additionally, Hoft et al.
(69) showed that after oral T. cruzi infection, BALB/c mice had
an increase in gastric lymph node size. In this study, the analysis
of cytokine production by gastric lymph node cells and spleno-
cytes showed that IFN-y and IL-4 were produced in these tissues.
These data indicate that in both systemic and mucosal infections
splenocytes exhibit a mixed type-1 and type-2 profile of cytokine
secretion (48, 49, 69). Regarding the MLN response upon oral
infection, no data have been reported in the literature. Therefore,
a comparative analysis of oral infections versus other infection
routes should be critically performed to better understand the
immune mechanisms that are involved in the response to mucosal
T. cruzi infection.

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Chagas disease is characterized by both protective and
immunopathogenic responses. An antigenic challenge in the
host elicits a complex protective immune response that includes
both inflammatory and regulatory networks. These networks
are observed after T. cruzi infection and are induced due to
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systemic infection. However, different routes of parasite entry may
impact these immune circuits, define particular regional immune
responses, and perhaps change the existing view of how the host
mounts a protective immune response. Thus, the current micro-
epidemic of the oral transmission of Chagas disease prompts
revisiting previous findings (99). More importantly, new studies
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