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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Carolina Salles Domingues

A doenca de Chagas é um problema de saude publica mundial, acometendo entre 6
e 7 milhGes de pessoas em todo o mundo. Os diversos surtos orais da doencga de
Chagas que tém ocorrido mostraram a importancia desta via de transmissdo em
humanos e ampliaram o interesse no estudo de isolados de Trypanosoma cruzi
oriundos destes surtos. Os mecanismos envolvidos na infeccéo oral, assim com sua
imunopatologia tanto no que diz respeito ao papel do parasito quanto do hospedeiro,
sdo complexos e pouco discutidos. Desta forma, o objetivo deste trabalho é
identificar as alteragbes imunopatologicas causadas pela infeccdo do Trypanosoma
cruzi isolado SC2005 em camundongos, analisando a influéncia da via de infeccéo,
assim como da genética do hospedeiro. Para isto o presente trabalho foi dividido em
duas partes. Na primeira, camundongos Swiss Webster foram infectados por via
intragastrica (IG) ou intraperitoneal (IP) com formas tripomastigotas de T. cruzi,
isolado SC 2005, derivadas de cultura de célula. Na segunda, camundongos BALB/c
e A foram infectados por via IG, pelo mesmo isolado. Foram realizadas analises
hematoldgicas, histopatologicas e imunolégicas nos camundongos infectados e
controles. Os resultados mostraram uma parasitemia com picos mais tardios e
menores e uma menor mortalidade nos camundongos Swiss Webster infectados
pela via IG, quando comparado aos mesmos animais infectados por via IP. Por sua
vez, a linhagem BALB/c apresentou maior parasitemia e mortalidade do que os
animais A. Em ambos os experimentos foram observados parasitos em diferentes
orgaos, com a presenca de infiltrados inflamatorios e, que variaram de intensidade
dependendo da via de infeccdo e da linhagem de camundongo estudada. Foi
observado o acometimento do coragdo, o qual se iniciou pela regido atrial, além de
hematopoiese extramedular no figado. Uma flutuacdo da populacédo de linfécitos T
foi notada nos diferentes tecidos de todos os animais infectados, caracterizada,
principalmente, pelo aumento de linfocitos T CD8*. No soro dos animais das
linhagens A e BALB/c também foi observado o aumento na produgéo de citocinas
pro-inflamatorias, tais como: IL-6, TNF-a e IFN-y. Os resultados obtidos no presente
estudo demonstraram a influéncia da via de inoculagdo, no estabelecimento e
desenvolvimento da infec¢cdo pelo isolado SC2005, além do papel da resposta do
hospedeiro frente a infeccdo. O presente estudo enfatiza a importancia do
desenvolvimento de uma resposta imune precoce, caracterizada por um perfil celular
citotoxico e producdo de citocinas pro-inflamatorias para uma manifestacdo mais
branda da doenca de Chagas.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Carolina Salles Domingues

Chagas disease is a global public health problem that affects from six to seven
million people worldwide. Several outbreaks of oral Chagas disease have occurred
highlighting the importance of this route of transmission and extending the interest in
studying Trypanosoma cruzi isolates from these outbreaks. The immunopathology of
oral infection, as well as the roles of the parasite and host genetics, are complex and
unknown. Therefore, the aim of this work is to identify the immunological alterations
caused by T. cruzi (isolate SC2005) infection in mice, studying the influence of the
infection route and host genetics. The work was divided in two parts. On the first,
Swiss Webster mice were infected either by intragastric (IG) or intraperitoneal (IP)
route with culture-derived trypomastigotes from the SC2005 isolate of T. cruzi. On the
second, BALB/c and A mice were infected by IG route with the same isolate.
Hematological, immunological and histopathological analysis were carried out on
infected and control animals. Results showed later and milder parasitemia peaks and
a lower mortality rate in Swiss Webster mice infected by the IG route, when
compared with the same animals infected IP. Moreover, BALB/c mice presented
higher parasitemia and mortality rate than the A animals. In both experiments,
parasites and inflammatory infiltrate could be observed in several organs; however
the intensity varied depending on the mouse strain and infection route. Heart
alterations initiated at the atrial region. Extramedullary hematopoiesis in the liver was
also observed. A fluctuation of the T lymphocyte population was noted in the different
tissues of the infected animals, characterized mainly by the increase of CD8* T cells.
In the serum of infected A and BALB/c mice, increased production of proinflammatory
cytokines such as IL-6, TNF-a and IFN-y was observed. The results of this study
show the influence of the infection route on the establishment and development of
the T. cruzi SC2005 isolate, as well as the role of the host response to infection. The
present study emphasizes the importance of an early development of the immune
response, characterized by a cytotoxic cellular profile and production of
proinflammatory cytokines for a milder manifestation of Chagas disease.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma zoonose
parasitaria, sistémica e crbnica causada pelo parasito hemoflagelado Trypanosoma
cruzi. Esta doenca é determinada por uma fase aguda, que ocorre durante as
primeiras semanas de infec¢do, e uma fase cronica, que pode acarretar na populacao
acometida lesbes irreversiveis e cronicas no coragdo, no sistema digestorio e no
sistema nervoso (Bern 2015; PAHO 2016).

Atualmente, esta enfermidade acomete entre 6 e 7 milhdes de pessoas em todo
0 mundo, sendo a maioria residente nas areas endémicas de 21 paises nas Américas
Central e do Sul (Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica,
Equador, ElI Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México,
Nicardgua, Panam4, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela) (WHO 2017).
Nestas regides, a incidéncia anual da doenca de Chagas € de cerca de 28.000 casos
causando em torno de 7.000 mortes por ano, sendo a doenca parasitaria que mais
leva a 6bito na América Latina. Além disso, nas Américas, aproximadamente 65
milhdes de pessoas estédo susceptiveis a contrair essa doenca (PAHO 2016; Chatelain
2017).

Argentina, Brasil e México s&o os trés paises com o maior numero estimado de
pessoas acometidas pela doenca de Chagas na regido da América Latina, com 26%,
20% e 15% do total de infectados respectivamente. No entanto, se forem
considerados o numero total de casos de cada pais em relacdo ao nUmero da sua
respectiva populacdo, uma alta prevaléncia da doenca de Chagas, acima de 3%, é
observada na Argentina e Bolivia. O Brasil apresenta uma baixa prevaléncia de 0,6%,
com 6 pessoas infectadas a cada 1000 habitantes (WHO 2015; Dias et al. 2016).

Apesar do grande namero de casos registrados nas Américas Central e do Sul,
a doenca deixou de ser um problema isolado de salde publica e passou a se estender
a outros continentes. Nas Ultimas décadas o nimero de pacientes acometidos pela
doenca em regies da América do Norte, Japdo, Australia e muitos paises da Europa
tém aumentado. A ocorréncia de casos fora das regibes endémicas e até mesmo em
regides sem transmissao vetorial € resultado da grande mobilidade da populagéo
mundial, seja por migracao, viagens e até mesmo processos internacionais de adoc¢ao
de criangas, e das diferentes formas de transmissao da doenca (Filigheddu et al. 2017;
WHO 2017).



1.1 Transmissao

Desde sua descri¢cdo em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Chagas, a doenga
de Chagas ou tripanossomiase americana vem apresentando diferentes perfis
epidemioldgicos. A evolucdo dos cenarios epidemiologicos se deve tanto as variadas
formas de transmissao de seu agente etioldgico, que vem sendo descritas ao longo
dos anos, como ao desenvolvimento de diferentes estratégias de prevencdo e
combate a transmissao da doenca. Apesar dos progressos alcancados, ao longo dos
anos, tanto no controle da transmissdo, quanto no apoio continuo de diferentes
organizacdes a populacdo atingida, esta doenca ainda afeta individuos das
populacdes de baixa renda, sendo considerada negligenciada pelas autoridades
(Molyneux et al. 2017).

As diversas vias de transmissdo da doenca como a transfusional (Moncayo
1999; Moncayo 2003), a transplacentaria ou congénita (WHO 1991, Prata 2001; WHO
2005), por transplantes de 6rgdos (Prata 2001), acidentes de laboratério (Coura et al.
2002; Dias 2006); sexual (Vianna, 1911; Araujo et al. 2017) e pela ingestdo de
alimentos contaminados (Coura et al. 2002; Dias 2006) continuam ocorrendo e
garantindo a manutencéo desta zoonose.

Acdes sistematizadas de programas regionais, visando o controle quimico do
vetor da doenca, como as ocorridas nos paises do Cone Sul, do Pacto Andino e
América Central, mostraram uma reducéo significativa de novos casos da doenca, que
passaram de 700.000 em 1990 para 41.200 em 2006. Tais acfes levaram o Brasil a
receber em 2006 uma certificacdo internacional pela interrupcdo da transmissao da
doenca de Chagas pelo Triatoma infestans, inseto de habito essencialmente
domiciliar, considerado na época, o principal responsavel pela transmisséo vetorial do
T. cruzi (Ministério da Saude 2015; WHO 2017). Além disso, também foi alcancada
em 2010, a interrupcéo da transmissao vetorial pelo vetor Rhodnius prolixus, em todos
0s paises da América Central, além da Costa Rica, El Salvador e México (Hashimoto
& Schofield 2012). Apesar do controle do principal vetor da doenca de Chagas, vetores
secundarios como T. brasiliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T.
sordida, ainda desempenham um importante papel na transmissdo da doenca para o
homem. A maioria das espécies de vetores conhecidas vive no meio silvestre, no
entanto, ainda podem ser encontradas em distintas regides do Brasil diferentes
espécies de triatomineo habitando regibes domiciliares e peridomiciliares (Ministério
da Saude 2009).



A partir da década de 1980, o controle sorologico de doadores nos bancos de
sangue foi responsavel por uma expressiva redu¢do da transmissao transfusional, que
com o combate ao inseto vetor, se tornava o principal mecanismo de transmissao.
Tais iniciativas foram responsaveis, no Brasil, por uma reducéo, tanto da prevaléncia
de soropositividade nos bancos de sangue, que passou de 6,9%, em 1970, para 0,2%,
na década de 90, quanto do indice de transmisséo anual, via transfusdo de sangue,
de 20.000 para 13 em quatro décadas (Morae-Souza & Ferreira-Silva 2011). Além
disso, 19 dos 21 paises da América Latina alcancaram a realizacdo de 100% da
triagem de doadores de sangue (WHO 2015).

Gracas ao controle vetorial e ao controle sorolégico nos bancos de sangue e
orgaos, segundo dados do Ministério da Saude, a transmisséo oral é, atualmente, a
principal via de infeccdo da doenca (Ministério da Saude 2015). Esta via tem se
mostrado altamente eficiente, ja que até mesmo triatomineos que ndo eram
considerados vetores em potencial conseguem atuar na transmisséo oral do parasito
(de Noya & Gonzalez 2015). Atualmente, numerosos casos da doenca de Chagas tém
sido associados com a transmisséao oral no Brasil, Coldmbia e Venezuela (Filigheddu
et al. 2017). No Brasil, entre os anos de 2000 a 2013 foram notificados 1.570 casos
de doenca de Chagas aguda, sendo a maioria destes casos (91,1%) registrados na
regido Norte, onde o estado do Para foi responsavel por 82% dos casos, seguida pelas
regides Nordeste (4,7%), Sul (1,8%), Centro-Oeste (1,7%) e Sudeste (0,8%). Dos
casos registrados neste periodo, 68,9% ocorreram através da transmissdo oral
(Ministério da Saude 2015).

A alteracdo na epidemiologia da transmissédo da doenca de Chagas no Brasil
aconteceu devido a ocorréncia de diversos casos da infec¢do adquirida pela via oral
em regides onde o vetor da enfermidade ndo esta presente, pelas modificacdes
ambientais, demogréficas, econbmicas e sociais, além das altera¢des realizadas no
controle e vigilancia da doenca (Dias et al. 2016). Devido a essas mudancas do quadro
epidemioldgico da doenca, no Brasil, foi adotado um novo modelo de vigilancia
epidemioldgica, de acordo com os padrdes de transmissdo de cada area geografica
do pais (Ministério da Saude 2017). No entanto, essa acdes e estratégias de vigilancia
ainda precisam ser mais detalhadas, para promover melhorias nas praticas sobre
politicas de vigilancia epidemiolégica, no acompanhamento clinico dos casos da
doenca de Chagas e nos processos de educacdo em saude (de Goes Costa et al.
2017).



1.1.1 Ciclo de vidado Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas teve inicio nas popula¢des humanas como uma enzootia,
onde a transmisséo do T. cruzi ocorria em um ciclo silvestre entre animais e vetores
selvagens, sendo acidentalmente transmitida aos seres humanos. A transmissao do
parasito aos hospedeiros vertebrados, incluindo o homem, acontece através de
vetores hemipteros da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, denominados
triatomineos, sendo, portanto, o T. cruzi, um parasito heteroxeno (Chagas 1909; Tyler
& Engman 2001; Coura 2015).

Existem mais de 140 espécies de triatomineos distribuidas pela América Latina,
dentre as quais os géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus estdo entre os
principais vetores do T. cruzi. Além disso, existem dezenas de espécies de mamiferos
silvestres e domésticos distribuidos em diversos biomas, que sao reservatérios para
este parasito. A extensa distribuicdo, nos mais distintos ecotopos, de vetores e
reservatorios, contribui para a ocorréncia de distintos focos naturais de transmissao
(Coura 2015; Dias et al. 2016).

Durante muitos anos, a doenca de Chagas esteve restrita ao ambiente rural.
No entanto, as modificacdes ocorridas na sociedade ao longo dos anos tais como: o
éxodo rural, o desmatamento, as mudangcas socioecondmicas e a urbanizagao
modificaram o perfil epidemiol6gico desta enfermidade. Com o desmatamento em
areas geograficas que abrigam triatomineos, houve a adaptacdo destes as areas
peridomiciliares e domiciliares. A doenca de Chagas foi classificada como uma
antropozoonose, uma vez que seres humanos se infectavam, quando ocupavam o
ambiente silvestre ou quando vetores e/ou reservatorios silvestres invadiam
ambientes domésticos. Com a domiciliacdo de vetores e reservatorios, a transmissao
do T. cruzi ocorre também em um ciclo doméstico, envolvendo hemipteros
domiciliados, homens e animais domésticos, tornando a doenca um fendémeno mais
urbano/periurbano. No cenario atual, com a infec¢cdo permutando entre animais e
humanos, a doenca de Chagas ocorre como uma zoonose (Coura & Dias 2009; Coura
2015; Dias et al. 2016).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve trés formas evolutivas diferentes do parasito:
epimastigota, tripomastigota e amastigota, nas quais as transformacdes morfolégicas
ocorridas estéo relacionadas a interacdo do parasito com o hospedeiro mamifero e o
inseto vetor (Goldenberg & Avila 2011). O inseto vetor, quando infectado, apresenta

formas epimastigotas, nédo infectivas, em seu intestino anterior, as quais se replicam
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por reproducéo assexuada e migram para a porcao distal do intestino, onde sofrem o
processo de metaciclogénese se diferenciando em tripomastigotas metaciclicas,
infectivas para os hospedeiros mamiferos. No momento do repasto sanguineo o
inseto, subsequentemente, defeca proximo a area da lesdo causada por sua picada
liberando formas tripomastigotas metaciclicas. A infeccéo do hospedeiro pode ocorrer
através do local da picada, por lesGes da pele, ou pelo contato da méo contaminada
com o parasito presente na dejecao dos barbeiros, com as mucosas da boca ou dos
olhos. Uma vez no interior do hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas
metaciclicas invadem as células ou sao fagocitadas, principalmente por macroéfagos,
onde os parasitos, evadem do vacuolo parasitéforo, alcancam o citoplasma e
diferenciam-se em amastigotas, formas n&o infectivas, que se replicam
assexuadamente. ApOs completar diversos ciclos de multiplicacdo, as formas
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineas, que lisam as células
hospedeiras podendo infectar células proximas, ou se dispersar através da corrente
sanguinea (Engman & Leon 2002; Andrade & Andrews 2005). No momento de um
novo repasto sanguineo, no hospedeiro mamifero infectado, os triatomineos ingerem
formas tripomastigostas sanguineas do T. cruzi, que, no intestino anterior, se
diferenciam em epimastigotas, dando continuidade ao ciclo de vida deste parasito
(Chagas 1909; Tyler & Engman 2001).

1.1.2 O parasito

O T. cruzi durante seu ciclo de vida apresenta diferentes formas evolutivas, as
quais se desenvolvem em diferentes hospedeiros e possuem caracteristica definidas.
As formas amastigotas, com aproximadamente 5 ym de comprimento, s&o
caracterizadas pelo formato esférico ou oval, cinetoplasto visivel e corpo achatado
com flagelo ndo exteriorizado, restrito a bolsa flagelar. As formas epimastigotas,
medem 20 a 40 um de comprimento, possuem cinetoplasto anterior ao nucleo e flagelo
livre. As formas tripomastigotas possuem aproximadamente 25 ym de comprimento e
caracterizam-se pela presencga do cinetoplasto posterior ao nucleo, flagelo livre e
membrana ondulante que percorre toda extensdao da célula (Hoare 1972; Tyler &
Engman 2001; Burleigh & Woolsey 2002).

Além das caracteristicas que diferem as formas evolutivas, sdo observadas
particularidades comuns a ordem. A ordem Kinetoplastida, da qual o T. cruzi é
membro, se caracteriza pela presenc¢a de um unico flagelo e uma mitocdndria Unica,

que percorre toda extensdo celular. O DNA mitocondrial, denominado kKDNA, é
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mantido de forma organizada e compactada pela presenca de proteinas basicas
associadas ao DNA, formando uma estrutura denominada cinetoplasto (Sibley 2011).
O kDNA representa cerca de 20 a 30% do DNA total do parasito e esta organizado
sob a forma de maxi e minicirculos (Cano et al. 1995; Shapiro & Englund 1995). Outras
estruturas e organelas intracelulares especializadas como glicossomos, citéstomo,
reservossomo, acidocalcissoma e vacuolo contratil estdo presentes nos parasitos
pertencentes a esta ordem (Souza 2009).

A membrana plasmatica que envolve a célula atua de forma altamente seletiva
e especifica no sentido de interligar funcionalmente o ambiente extra e intracelular.
Dependendo da forma evolutiva na qual se encontram os parasitos e da viruléncia
deste, diferencas significativas na conformacéo e na constituicio da membrana
podem ser notadas. Abaixo da membrana plasmatica esta presente um conjunto de
microtubulos em arranjo helicoloidal ao longo de todo o corpo celular, conferindo maior
rigidez e garantindo a manutencéo da forma do parasito, exceto no cistéstoma, regiao
envolvida na captacdo de macromoléculas do meio extracelular (Souza 2009).

O flagelo do T. cruzi, presente em todas as formas evolutivas do parasito, é
formado por uma estrutura basica semelhante a outros flagelos. Este é composto por
um axonema formado por nove pares de microtubulos periféricos e um par central,
envolvido por uma membrana que emerge da bolsa flagelar. Nas formas evolutivas
epimastigotas e tripomastigotas, uma estrutura denominada corpo paraxial ou
estrutura paraflagelar estd presente. Esta estrutura esta localizada ao lado do
axonema, sendo formada por um complexo arranjo de filamentos de diferentes
espessuras compostos por diversas proteinas (Bastin & Gull 1999).

Apesar das caracteristicas comuns apresentadas pelo T. cruzi, uma grande
variabilidade genética € observada dentro desta espécie. Estas diferencas séo
responsaveis por uma grande diversidade de isolados, 0s quais sao classificados em
distintos grupos. Vérios trabalhos vém sendo desenvolvidos abordando a
caracterizacdo de subpopulagdes de T. cruzi. O parasito apresenta inUmeros isolados
distribuidos entre diferentes espécies de insetos vetores e hospedeiros mamiferos
domeésticos e silvestres (Zingales et al. 1998).

Atualmente, a classificacdo intraespecifica do T. cruzi é feita em Unidades
Discretas de Tipagem (DTUs- Discrete Typing Units). Em um consenso de
nomenclatura, ocorrido no ano de 2009, foram definidas seis DTUs de Tcl a TcVI,
incluindo, recentemente, um novo gendtipo associado a morcegos antropogénicos

com potencial para infectar humanos, o TcBat detectado no Brasil, Panama e
6



Colémbia (Zingales et al. 2009; Zingales et al. 2011; Messenger et al. 2015). As
subdivisdes em DTUs estdo associadas a padrdes ecoldgicos, de transmissao (ciclo
domeéstico / silvestre) e de manifestacdes clinicas da doencga (Ramirez & Hernandez
2017).

Os isolados pertencentes ao grupo Tcl sdo os mais abundantes e possuem
ampla dispersdo nas Américas. S&o encontrados em uma ampla gama de
triatomineos e estdo associados com os ciclos silvestre e domeéstico do T. cruzi.
Infecgcbes humanas com isolados Tcl estdo geralmente associadas a cardiomiopatia
chagéasica. ADTU Tcll é encontrada em ciclos domésticos principalmente nas regides
sul e central da América do Sul, estando associada a manifesta¢cfes cardiacas, que
podem estar acompanhadas por megaeséfago e megacadlon. Os isolados Tclll estdo
normalmente associados ao ciclo silvestre do T. cruzi com poucas infec¢cdes humanas
descritas, sua distribuicdo ocorre no Brasil e paises adjacentes. O TclV mostra um
padrdo de distribuicdo semelhante ao observado na DTU Tclll, porém sua frequéncia
em infecgcbes humanas € alta, sendo a segunda causa da doenca de Chagas na
Venezuela. TcV e TcVI sdo DTUs hibridas associadas a ciclos domésticos que
ocorrem no sul e centro da América do Sul (Zingales et al. 2011). A maioria dos casos
de doenca de Chagas adquirida pela via oral foi devido a isolados pertencentes a DTU
Tcl, com raros casos envolvendo Tclll e TclV, sendo notificados no sul do Brasil surtos
associados ao Tcll (Zingales et al. 2011; Ramirez & Hernandez 2017).

Apesar de diversos estudos tentarem relacionar localizacdo geografica com o
isolado de T. cruzi e o tipo de patologia induzida, esta correlacdo depende de
diferentes fatores como a idade e a genética do hospedeiro, a origem geogréfica, a
via de infec¢éo, entre outros. Além disso, nenhuma evidéncia clara foi observada entre
a morbidade crénica e a variabilidade genética do T. cruzi (Messenger et al. 2015;
Chatelain 2017).

1.1.3 Infeccéao oral

Em humanos, a primeira microepidemia da doenca de Chagas transmitida por
via oral foi relatada por Mazza et al. (1936). Os autores descreveram a transmissao
do T. cruzi por meio do leite materno. Na Argentina, relatos de casos humanos foram
descritos na regido do Chaco através do consumo de uma bebida composta por varias
ervas e sangue de tatu, provavelmente contaminado, ou pelo consumo de carne de
animais silvestres mal cozida (Valente et al. 2006). No Brasil, a primeira microepidemia

foi registrada em 1965 em TeutOnia, RS onde, simultaneamente, 17 pessoas se
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contaminaram apos a ingestao de alimentos contaminados com secre¢cfes de animais
silvestres (Coura 1966; Nery-Guimaraes et al. 1968). A segunda microepidemia, em
1969, foi registrada em uma familia residente em Belém (PA) onde os estudos
epidemioldgicos sugeriram a hipotese de transmissdo por alimentos contaminados
com fezes de triatomineos (Shaw et al. 1969).

No entanto, os casos de doenca de Chagas aguda, no Brasil, passaram a ser
oficialmente investigados a partir do primeiro surto de transmissédo oral da infeccéo,
relatado na cidade de Navegantes, Santa Catarina, no ano de 2005. A provavel fonte
de infeccdo apontada foi a ingestédo de caldo de cana contaminado com o T. cruzi. A
partir do estudo deste surto, percebeu-se o importante papel da transmisséo oral entre
as formas de transmissao da doenca (Ministério da Saude, 2015). Surtos da doenca
de Chagas adquirida pela via oral, foram observados mais frequentemente na regiao
Norte do pais, contribuindo para o aumento do niumero de casos registrados. Entre os
anos de 2005 e 2013 foram registrados 112 surtos no Brasil, sendo apontada como a
provavel fonte de infeccdo o consumo de alimentos como o acai, o caldo de cana, a
bacaba, jaci e o palmito de babacu, todos contaminados com T. cruzi. A regiao
Amazonica foi a mais comprometida, envolvendo 35 municipios. Dentre os estados
mais afetados estavam o Pard e o Amapa, onde foram detectados 85 (75,9%) e 14
(12,5%) surtos respectivamente (Ministério da Saude 2015).

Mais recentemente, no Brasil, Coldbmbia e Venezuela, diversos surtos da
doenca tém sido descritos, associados, sobretudo, ao consumo de bebidas
produzidas com frutas e outros vegetais contaminados com secrecdes de
reservatérios, mas principalmente, com deje¢8es de triatomineos (Rueda et al. 2014;
de Noya & Gonzalez 2015; Filigheddu et al. 2017). No Equador e Argentina, casos
esporadicos ocorreram associados ao consumo de carne mal cozida de animais
contaminados. Em 2015, no Brasil, foi registrado um pequeno surto na cidade de
Carauari-AM, onde 12 pessoas se infectaram pelo consumo de acai contaminado com
o T. cruzi (SUSAM 2015). No mesmo ano, foram notificados pela Secretaria de Saude
do Rio Grande do Norte (SESAP-RN) 14 casos confirmados da doenca de Chagas
aguda, onde foi relatado, pelos envolvidos, o0 consumo de caldo de cana proveniente

da mesma fazenda, indicando uma possivel infec¢ao por via oral (SESAP 2016).



1.2 Glicoproteinas de superficie

Na tentativa de entender o mecanismo de infecgéo oral na doenca de Chagas,
varios estudos tém sido realizados desde a década de 1920. Utilizando diversos
modelos experimentais, 0s estudos mostraram que o estabelecimento da infeccéo
pode ocorrer com a ingestdo de diferentes formas evolutivas do parasito (Cardoso
1933; Kofoid & Donat 1933; Dias 1940; Marsden 1967). No entanto, variagdes na
infectividade ocorrem por diversos fatores. Diferencas na presencga e na abundancia
de glicoproteinas de superficie do parasito, apresentado por diferentes isolados e
formas evolutivas, determinam a eficiéncia na migracéo através da mucosa gastrica,
na invasao deste epitélio e na multiplicacdo neste 6rgédo (Clemente et al. 2016; Maeda
et al. 2016).

Estas glicoproteinas presentes na membrana das diversas formas evolutivas
do T. cruzi sdo responsaveis pela interagdo do parasito com o hospedeiro, as quais
variam em decorréncia das alteracdes ambientais sofridas durante o ciclo de vida do
parasito. Tripomastigotas metaciclicas expressam glicoproteinas de superficie como
a gp82, responsavel pela ligacdo dos parasitos a mucina gastrica e consequente
penetracdo na mucosa adjacente. A ligacdo desta molécula ao seu receptor dispara
uma cascata de sinalizacao intracelular, por diferentes vias, resultando na mobilizacao
de Ca* do reticulo endoplasmatico para o citossol. A elevacao do Ca* citossolico induz
dois eventos associados como: a desorganizacéo do citoesqueleto e a mobilizacdo de
lisossomos. Estes dois eventos estdo associados a formacgéo do vacuolo parasitoforo
e ao subsequente processo de invasdo da célula hospedeira pelo T. cruzi (Maeda et
al. 2012). A importancia da gp82 para a infec¢éo de células hospedeiras também foi
comprovada por Eickoff et al. (2010) os quais mostraram que a opsonizacdo de
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi por anticorpos anti-gp82-especificos leva a
uma redugéo da infec¢cdo na mucosa.

Outras glicoproteinas de superficie também séo descritas atuando na interacdo
parasito-hospedeiro. Covarrubias et al. (2007) descreveram a presenca das
glicoproteinas gp82, gp90, gp35/50 na cepa SC2005 de T. cruzi e verificaram que a
interacdo destas com componentes presentes no estdmago do hospedeiro (pepsina e
mucina) interferem na capacidade de invaséo do parasito na infec¢do oral. A gp35/50,
além de proteger o parasito contra a acdo do suco gastrico, também possui uma
afinidade com a mucosa gastrica, embora menos intensa que a apresentada pela
gp82 (Niyogi et al. 2014).



Contrariamente, a presenca da gp90 esta inversamente relacionada a
capacidade de infec¢cdo do parasito, uma vez que esta molécula regula negativamente
0 processo. Esta glicoproteina interage com as células do hospedeiro, porém, ao
contrario da gp82, ndo leva ao aumento do Ca* citossolico e consequente invasao da
célula hospedeira pelo T. cruzi. Cepas com alta capacidade de invaséo celular, como
a CL, expressam pequenos niveis de gp90, indicando a modulagdo negativa desta
glicoproteina durante a invaséo (Hoft et al. 1996; Ruiz et al. 1998; Neira et al. 2003;
Yoshida 2009).

Estudos recentes mostraram que ambas, gp82 e gp90, além de estarem
presentes na superficie do parasito, também s&o liberadas espontaneamente por este
no meio extracelular. Estas proteinas de superficie liberadas pelas formas
metaciclicas de T. cruzi prejudicam a invaséo da célula hospedeira pelo parasito, pois
as moléculas livres de gp82 competem com a proteina expressa na superficie do
parasito para a ligac@o ao receptor da célula hospedeira. Além disso, a presenca da
gp90 liberada resulta na manutencdo dos lisossomos préximo a area perinuclear da
célula hospedeira, contribuindo para a modulacdo negativa do processo de invasdo
(Clemente et al. 2016).

Ao passo que tripomastigotas sanguineas e tripomastigotas derivadas de
cultura de célula expressam a glicoproteina TC85-11, pertencente a mesma
superfamilia da gp82, a qual se liga a laminina e permite a passagem dos parasitos
através da matriz extracelular (Giordano et al. 1999). Apesar das diferencas
apresentadas entre as formas evolutivas do T. cruzi, ambas séo igualmente capazes
de atravessar a barreira de mucina géstrica e alcancar as células alvo. A gp82, por se
ligar a mucina gastrica, é adequada para dar inicio a infeccdo pela via oral, enquanto
Tc85-11, por apresentar afinidade pela laminina, facilita a disseminacéo do parasito
através de diversos tecidos e érgaos (Cortez et al. 2012).

Essa capacidade do T. cruzi em invadir e multiplicar-se no epitélio da mucosa
gastrica murina foi demonstrada por Hoft et al. (1996), onde este epitélio foi
identificado como a Uunica porta de entrada para uma infeccdo sistémica.
Posteriormente, de Noya e Gonzalez (2015), realizaram estudos com caes e
demonstraram, através de estudos histopatologicos, uma possivel penetracdo do T.
cruzi através das mucosas oral, esofagica, gastrica e intestinal. Mais recentemente,
um estudo realizado com camundongos BALB/c infectados por via oral, com isolado

de T. cruzi geneticamente modificado para a expresséao de luciferase fluorescente,
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sugere a regido nasomaxilar como a principal porta de entrada do T. cruzi para uma

infeccéo sistémica (Silva-dos-Santos et al. 2017).

1.3 A doencade Chagas

O periodo de laténcia da infeccao varia de 3 a 22 dias, na doenca adquirida
pela via oral, enquanto na transmisséo vetorial este periodo varia de 15 a 20 dias. O
desenvolvimento da doenca de Chagas ocorre em duas fases clinicas, a fase aguda
da infeccdo, com duracéo de até dois meses apos o contato com o T. cruzi, e a fase
cronica, mais tardia, que ocorre apos o término da primeira.

A fase aguda da doenca pode ser assintomatica ou caracterizada pela
presenca de manifestacdes clinicas variadas, envolvendo de 5 a 10% dos casos.
Estas podem ser mais brandas como febre persistente, astenia, edema de face e/ou
membros e cefaleia ou mais graves como, hepatomegalia, miocardite associada a
taquicardia/arritmias, esplenomegalia e meningoencefalite. As manifestacdes clinicas
desenvolvidas durante a infeccéo oral tendem a ser mais graves, quando comparadas
com a via vetorial. Nesta fase a parasitemia € elevada, com a mortalidade alcan¢cando
de 2 a 8% dos casos adquiridos pela via vetorial (Chatelain 2017; de Goes Costa et
al. 2017; Filigheddu et al. 2017). Entre os pacientes que adquirem o T. cruzi pela via
oral a mortalidade pode atingir 33%, sendo a miocardite a principal causa de morte
(Filigheddu et al. 2017).

Na fase aguda, diversos 6rgaos sao afetados e diversos trabalhos objetivando
esclarecer os mecanismos envolvidos na resposta imune contra o T. cruzi durante
esta fase tém sido desenvolvidos ao longo dos anos. As imunidades inata e adaptativa
desempenham um importante papel para o controle da infec¢do, através da acdo
conjunta de diferentes tipos celulares, como células Natural-Killer (NK), linfocitos
TCD4*, TCD8*, além da producdo de anticorpos pelos linfécitos B. Uma resposta
imune resistente ao T. cruzi tem sido associada a producédo de citocinas inflamatérias,
como IL-12, IFN-y e TNF-a, as quais estimulam macrofagos a produzir 6xido nitrico,
atuando na eliminagéo do parasito (Kuehn et al. 2014).

Os linfocitos TCD8* desempenham um importante papel no controle da
infeccdo pelo T. cruzi. O aumento da populacdo deste tipo celular é observado durante
a infecgcdo, independente da via e do inbculo utilizado, sendo estas células

amplamente utilizadas em estudos experimentais de vacinacao contra o T. cruzi
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(Collins et al. 2011). O papel dos linfocitos TCD4™ foi descrito em modelo experimental.
A reducdo deste tipo celular acarreta o bloqueio da atividade citotoxica dos linfécitos
T CD8* e areducéo da ativacao policlonal dos linfécitos B (Minoprio et al. 1986). Existe
um crescente consenso de que uma resposta imunoldgica protetora requer a ativacao
de um perfil imunolégico do tipo Thl, com a estimulacdo de linfocitos TCD8*
(Rodrigues et al. 2016). Em alguns modelos experimentais, é observada a producéo
tanto de citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-9, como pré-inflamatérias durante
a infeccao pelo T. cruzi. O padrado misto de expresséo de citocinas pode favorecer a
persisténcia do parasito e o controle retardado da infeccdo, levando a falha do
hospedeiro no controle do parasitismo durante a fase aguda (Rodrigues et al. 2016).

Na infeccdo pelo T. cruzi, os linfocitos B sdo necessarios para a protecao
sistémica. Estas células foram descritas atuando na produc¢do de anticorpos que
reduzem a carga parasitaria e desempenhando um papel critico no desenvolvimento
e manutencdao de linfocitos T CD8* multifuncionais, prevenindo o esgotamento destas
Ultimas apds a exposicao prolongada a altos niveis de antigeno (Sullivan 2015).

Com a drastica queda parasitémica, resultado da resposta imune do hospedeiro
frente a infeccdo, tém inicio a fase crénica da doenca que se caracteriza por dois
periodos, 0 assintomatico ou indeterminado e o sintomatico. No primeiro estagio,
como o proprio nome sugere, ndo sdo observadas manifestacdes clinicas, uma vez
gue a infeccao esta controlada, embora o individuo ainda permaneca infectado pelo
T. cruzi. Esta condicao pode permanecer durante décadas apos a infec¢éo, podendo
evoluir ou ndo para o préoximo estagio da doenca, a fase cronica sintomatica. A
evolugdo para esta fase da doenga ocorre em 10 a 40% dos individuos infectados,
sendo observados comprometimentos cardiacos (cardiomegalia, arritmias,
insuficiéncia cardiaca) ou digestivos (megaeséfago e/ou megacdlon) ou associados
(cardiodigestivos). Nesta fase da doenca, a mortalidade esta associada a problemas
cardiacos, com 70% dos casos de morte envolvendo insuficiéncia cardiaca
progressiva e 30% morte subita. (Rassi et al. 2010; Ayub-Ferreira et al. 2013;
Chatelain 2017).

Diversos estudos mostram que a via de infeccédo € a chave que ira influenciar
na progressédo da doenca de Chagas e na resposta imune gerada pelo hospedeiro
(Barreto-de-Albuguerque et al. 2015; Domingues et al. 2015; Silva-dos-Santos et al.
2017). Diferentemente da infeccéo vetorial, a infecgéo oral apresenta alta mortalidade
e uma variedade de sinais e sintomas na fase aguda da doenca, provavelmente pelo

grande inoculo que ocorre nesta via, pela capacidade de infeccdo da mucosa e pelo
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préoprio local de entrada do parasito, que interfere na resposta imune gerada. Além
disso, fatores relacionados com a genética, a idade, o sexo, a nutricdo, o perfil
imunoldgico e a espécie do hospedeiro, também interferem na infeccao.

Diferentes linhagens de camundongos inbred quando infectados pelo T. cruzi
exibem perfis distintos de resposta a infeccdo, sendo observadas variacbes na
mortalidade, producdo de citocinas, infiltrados inflamatérios e presenca do parasito
estabelecendo diferentes graus de susceptibilidade nos hospedeiros (Silva et al. 2013;
Hardoim 2014). Camundongos CBA, infectados via IP com o isolado SC2005 de T.
cruzi, apresentaram maior mortalidade e parasitemia, quando comparados com a
linhagem C57BL/10. Estas mesmas linhagens quando infectadas pelas vias IG e IP
apresentaram um perfil Th1/Th2/Th17 de producéo de citocinas, no entanto, animais
CBA infectados pela via IG mostraram uma resposta Th2/Th17 maior (Hardoim 2014).
Em outro estudo, Silva et al. (2013) demostraram gque camundongos A/J, BALB/c,
C3H/HePas, C57BL/6 e DBA, infectados via IP com o isolado Y de T. cruzi,
apresentaram diferencas na mortalidade e na parasitemia. A linhagem A/J apresentou
maior sensibilidade a infeccdo, com maior parasitemia, mortalidade, niumero de
células inflamatdrias no figado e numero de amastigotas por célula, em relacdo aos

animais C57BL/6 infectados, que demonstraram menor susceptibilidade a esta.

1.4 Tratamento

No mundo todo, o custo com o tratamento dos individuos infectados atinge os
US$ 7 bilhdes/ano (WHO 2017). Apesar disso, menos de 1% das pessoas atingidas
tém acesso a um tratamento sistematico e diagndstico, contribuindo para um elevado
impacto na morbimortalidade da doenca e assegurando o alto custo social da
enfermidade (Dias et al. 2016; Chatelain 2017; Molyneux et al. 2017).

As opcdes de tratamento na doenca de Chagas sao limitadas. Atualmente sdo
utilizados apenas dois medicamentos contra a infec¢éo, o benzonidazol e o nifurtimox.
Ambos sédo mais eficientes quando utilizados na fase aguda da doenca, quando o
percentual de cura pode alcancar 100% dos casos. Porém, na fase crbnica, a
porcentagem de cura dos pacientes fica restrita entre 20 a 60% dos casos (Rassi et
al. 2010).

Além disto, inUmeros estudos tém relatado a alta toxicidade dos medicamentos

utilizados, os quais provocam diversos efeitos colaterais associados ao tratamento.
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No tratamento com nifurtimox encontram-se entre os efeitos colaterais dermatite,
cefaleia, anorexia, excitacdo psiquica, sonoléncia, ndusea, vémitos, polineuropatia,
perda de peso e gastralgia, ao passo que o uso do benzonidazol esta associado a
vomitos, polineuropatia, dermatite e disturbios da medula éssea, como agranulocitose
e trombocitopenia. Além dos inUmeros efeitos adversos gerados, o esquema de
tratamento de ambos os medicamentos é longo. As doses dependem da idade e peso
do paciente, sendo o benzonidazol administrado oralmente duas vezes ao dia, durante
cerca de 60 dias, e o nifrutimox de 3 a 4 vezes ao dia, por em média 90 dias (Castro
et al. 2006; Pinazo et al. 2010).

O benzonidazol é considerado o tratamento de primeira linha para a doenca de
Chagas, uma vez que este medicamento apresenta efeitos colaterais mais brandos e
uma melhor eficacia quando comparado com o nifurtimox (Bern 2015).

Uma analise do risco/beneficio deve ser realizada para o tratamento de
pacientes assintomaticos, na fase indeterminada da doenca, uma vez que O
medicamento mostra efeitos colaterais significativos e apenas uma pequena
proporcdo destes individuos irdo desenvolver a doenca crbénica sintomatica
(Filigheddu et al. 2017). Um estudo clinico realizado com 2854 pacientes chagasicos
crénicos da Argentina, Bolivia, Brasil, Coldombia e El Salvador, entre os anos de 2004
e 2011, denominado BENEFIT (Avaliagdo do Benzonidazol para Interrupcdo da
Tripanossomiase) concluiu que o benzonidazol, apesar de reduzir significativamente
a deteccéo de parasitas no soro, ndo impediu a progressao dos problemas cardiacos
ja estabelecidos (Morillo et al. 2015).

Em razdo dos medicamentos disponiveis ndo apresentarem uma completa
eficiéncia no tratamento da doenca de Chagas, causarem severos efeitos adversos e
por necessitarem de um longo periodo de utilizacdo, diversos estudos tém sido
desenvolvidos visando a elaboragéo de vacinas profilaticas e terapéuticas (Matos et
al. 2017). A pesquisa utilizando intervencdes imunes € muito importante, uma vez que
sdo observados efeitos positivos na reducdo do parasitismo e de lesdes devido a
inducéo de uma potente resposta imune contra o T. cruzi, sendo fundamental tanto
para o esclarecimento da propria patologia, quanto de sua cura (Nascentes et al.
2016).
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1.5 Justificativa

Os surtos orais da doencga de Chagas tém enfatizado a importancia desta via
de transmissdo em humanos e ampliado o numero de estudos nas fases aguda e
cronica desta infeccdo. Ensaios experimentais, utilizando diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi, sdo de extrema relevancia devido a grande heterogeneidade
apresentada por distintas popula¢des do parasito, no comportamento bioldgico.

Apesar do importante papel da resposta imunolégica no desenvolvimento de
diferentes manifestacdes clinicas durante a infecgcdo humana pelo T. cruzi, este nao
esta inteiramente esclarecido. Levando-se em consideracdo a complexidade dos
fatores envolvidos na imunopatologia da doenca de Chagas, relacionados tanto ao
parasito (variabilidade genética, inéculo, viruléncia, infectividade, patogenicidade e
vias de inoculacao), quanto ao hospedeiro (idade, sexo, nutricdo, perfil imunolégico e
espécie), os quais exercem uma influéncia crucial na fisiopatologia da doenca de
Chagas, interferindo na resposta imune do hospedeiro e na evolucdo da doenca, ha a
necessidade de estudos que auxiliem na elucidagéo de tais mecanismos. Desta forma,
o presente trabalho possibilitara esclarecer os aspectos imunopatolégicos envolvidos
com a via de transmisséo e 0s provaveis mecanismos relacionados a suscetibilidade
e a resisténcia a infeccdo no modelo murino, contribuindo com informagfes tanto
sobre o comportamento da cepa SC2005, isolada de um surto de transmissao oral em
humanos, quanto para o desenvolvimento de imunoterapias, que minimizem as lesées

teciduais e inflamacdes, e eliminem o parasito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia da via de inoculacdo e da genética do hospedeiro no

estabelecimento e desenvolvimento da infeccdo pelo T. cruzi, isolado SC 2005,

comparando as alteracdes imunopatoldgicas ocasionadas por este parasito.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Camundongos Swiss Webster infectados pelas vias IG e IP com o
iIsolado SC 2005 de T. cruzi

Classificar genotipicamente o isolado SC 2005 de T. cruzi;

descrever e comparar a parasitemia e a mortalidade observadas nos
camundongos infectados pelas vias IG e IP;

realizar a quantificagdo absoluta e diferencial de leucdcitos;

descrever as alteracbes histopatoldgicas encontradas ao longo da
infeccéo;

guantificar as subpopulacdes de células inflamatorias presentes no
sangue, baco e linfonodos mesentéricos;

Identificar a presenca de DNA de T. cruzi no esodfago, estbmago e
intestinos dos camundongos, avaliando a influéncia da via de infeccéo

sobre este parametro;

2.2.2 Camundongos A e BALB/c infectados pela via IG com o isolado SC 2005

de T. cruzi

Avaliar a expressao das proteinas de superficie gp82, gp90 e gp35/50 em
culturas axénicas de T. cruzi;

descrever e comparar a parasitemia e a mortalidade observadas em

ambas as linhagens de animais utilizados;

analisar alteracfes hematoldgicas (série vermelha e série branca)

ocasionadas pela infeccao;
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determinar o perfil de citocinas induzido pela infeccdo, no soro dos
camundongos;

descrever as alteragBes histopatoldégicas encontradas ao longo da
infeccdo, nos diferentes 6rgaos das diferentes linhagens de camundongos
infectados;

quantificar as subpopulacbes de células inflamatérias presentes no
sangue, coracao e figado;

quantificar a carga parasitaria no coracdo e estdbmago em diferentes

momentos da infeccéo.
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3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do presente estudo os protocolos experimentais

foram divididos em duas partes e realizados em duplicata.

3.1 Parte | - Camundongos Swiss Webster infectados pela via IG e pela via IP
com o isolado SC 2005 de T. cruzi.

3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster com
idade entre 4 a 6 semanas, obtidos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB). Esta linhagem foi escolhida por apresentar um perfil genético
heterogéneo, permitindo a observacdo de diferentes respostas a infeccdo. Os
animais foram mantidos em microisoladores no biotério de experimentacdo animal
do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira do Instituto Oswaldo Cruz, com temperatura
controlada, alimentacéo por racdo apropriada e agua filtrada ad libitum. O presente
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais de Laboratério da
FIOCRUZ, licenca n° LW 16/11.

3.1.2 Parasito

Para o desenvolvimento do presente estudo utilizou-se o isolado SC2005 de
Trypanosoma cruzi, proveniente de sangue periférico de um paciente humano na
fase aguda da doenca de Chagas. A infec¢do foi adquirida por via oral durante um
surto na cidade de Navegantes em Santa Catarina, Brasil, no ano de 2005 (Silva et
al. 2006).

3.1.2.1 Caracterizacao do isolado

Para caracterizagdo do isolado SC2005 foi empregada a técnica de reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) - multiplex.

Os parasitos foram cultivados em meio de cultura axénico LIT (Liver Infusion
Triptose) (Camargo, 1964) e mantidos em estufa (Shell Lab Mod.2020) a 28 °C. Para
extracdo do DNA do T. cruzi, a cultura do parasito foi centrifugada (Jouan rotor

AB2.14) a 4.000 rpm por 10 minutos e 0 sobrenadante desprezado. O sedimento foi
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ressuspendido em 500 pL de tampéo de lise (10 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris,
0.5% SDS (sodium dodecyl sulfate) e 5 pyL de proteinase K a 20 mg/mL) e incubado
por 2 horas a 37 °C. A seguir, foi acrescentado 500 pL de fenol e a mistura agitada.
Posteriormente, uma nova centrifugacdo foi realizada a 14.000 rpm durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo tubo,
onde foi acrescentado ao volume 500 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e a
mistura agitada por inversdao durante 30 segundos. A mistura foi novamente
centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e
transferido para um novo tubo. Posteriormente, acrescentou-se 1mL de etanol
absoluto gelado, a solugcdo foi agitada durante 30 segundos por inversédo e,
novamente, centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento deixado a temperatura ambiente até a total evaporacéo do
etanol. O sedimento foi ressuspendido em 100 ul de agua livre de DNA e
armazenado a -20 °C até o momento do uso.

Apos a extracdo, o DNA foi submetido a técnica de PCR-multiplex, na qual
foram utilizados cinco primers, sendo trés representantes de diferentes grupos de

isolados de T. cruzi (Tcl, Tcll e Tclll), conforme demonstrado na tabela abaixo:

Primer Sequéncia
Tcl 5-TTG CTC GCA CAC TCG GCT GCAT-3’
Tc2 5-ACACTT TCT GTG GCG CTG ATC G-3

Tc3 5’-CCG CGW ACA ACC CCT MAT AAA AAT G-3’

Tr 5-CCT ATT GTG ATC CCC ATC TTC G-3

Exon 5-TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT G-3

As condicdes da reacdo e o perfil térmico utilizado foram padronizados para
um termociclador Eppendorf Mastercycler gradiente, de acordo com 0 exposto no

guadro a sequir:
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Temperatura °C Tempo Numero de Ciclos

95 5 min 1
94 30 seg

55 30 seg 35
72 30 seg

72 10 min 1
4 o0

O produto da amplificacdo foi observado em gel de agarose a 2% em TBE
0,5X (2 g de agarose em Tris 44,5 mM; Acido bérico 44,5 mM; EDTA 1 mM pH8.3) e
seu tamanho estimado através do uso de um marcador padrédo de peso molecular

em escala de 100 pares de bases.

3.1.2.2 Obtencdo de formas tripomastigotas derivadas de cultura de célula
VERO de T. cruzi.

Formas epimastigotas de T. cruzi, cepa SC 2005, foram mantidas em meio de
cultura axénico LIT (Liver Infusion Triptose) (Camargo, 1964) a 28 °C por 30 dias
para a obtencéo de tripomastigotas metaciclicos.

Células de linhagem extraida do epitélio renal de macaco verde africano,
Cercopithecus aethiops, (VERO) foram cultivadas em meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 (cat: 31800-014, Gibco™) completo (suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), L-glutamina 200 mM e antibiético/antimicatico,
contendo penicilina, estreptomicina e anfotericina B (cat: 15240062, Gibco™), a 37
°C em incubadora de CO2 (Water Jacketed Forma Scientific, Inc mod. 3546). As
células foram infectadas com tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi e mantidas a
34 °C. Apbs cinco dias de infeccdo, as formas tripomastigotas liberadas pela lise
celular no meio de cultivo foram recolhidas e transferidas para tubos de centrifuga
de 50 mL, os quais foram centrifugados a 4.000 rpm (Jouan BR4i rotor S40) por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em
meio RPMI 1640 sem SFB. As formas tripomastigotas derivadas de cultura celular
foram quantificadas em camara de Neubauer e a concentragédo do inéculo ajustada

para a posterior infec¢céo dos animais.
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3.1.3 Desenho experimental

Os camundongos da linhagem Swiss Webster foram divididos em trés grupos
experimentais, os quais foram submetidos a 4 horas de jejum anteriores a infecgéo.
O grupo 1 (G1) foi composto por 55 camundongos infectados pela via intragastrica
(IG), com o auxilio de uma agulha de gavagem, com 107 formas tripomastigostas
derivadas de cultura celular (TCC) da cepa SC2005 de T. cruzi, em um volume de
0,1 mL de meio RPMI 1640 completo. O grupo 2 (G2) foi formado por 30 animais
inoculados pela via intraperitoneal (IP) com 10’ TCC do isolado SC2005 em 0,2 mL
de meio RPMI 1640. Somente 0s animais positivos na parasitemia, destes dois
grupos, foram utilizados para a realizacdo do experimento. O grupo 3 (G3) foi
composto por 15 animais normais néo infectados, utilizados como grupo controle.

Os animais infectados e controles foram utilizados para a obtencdo de
material biolégico. Para isto, foram definidos 2 pontos diferentes de necropsia para
0s grupos 1 e 2: 11° e 18° dias pés-infec¢do nos animais infectados por via IP e 26°
e 32° dias nos animais infectados por via IG. Em cada um desses momentos 0s

animais foram eutanasiados, em camara de atmosfera rica em COz, e necropsiados.

3.1.4 Parasitemia e Mortalidade

Os animais infectados tiveram sua parasitemia acompanhada diariamente até
a morte de 50% dos animais. Os camundongos do G1 tiveram sua parasitemia
acompanhada a partir do 5° dia de infeccédo e os camundongos do G2 a partir do 3°
dia de infec¢do. Para isso, 10 camundongos de cada grupo (G1 e G2) foram
sangrados pela cauda para a retirada de 5 puL de sangue, o qual foi examinado entre
lamina e laminula (22 x 22 mm) através da contagem de 50 campos de microscopio
num aumento de 400X. A quantidade de parasitos por mililitro de sangue foi
estimada conforme metodologia descrita por Pizzi e Prager (1952). A média e o erro
médio foram calculados.

A mortalidade destes animais foi acompanhada do inicio da infeccdo até o 30°

dia apos a infecgéo.

3.1.5 Leucometria global

A contagem de leucécitos totais (leucocitos/mms3), presentes no sangue de 10

camundongos representantes de cada um dos trés grupos experimentais, foi

21



realizada concomitantemente a parasitemia. Para tal, o volume de 5 pL de sangue,
foi diluido 1:20 em liquido de Turk (1 mL de solugdo de violeta de genciana 1 M em
100 mL de solugdo de &cido acético 2%). A contagem celular foi realizada em
camara de Neubauer e o numero de leucocitos totais foi estimado de acordo com a

seguinte férmula:

M2 total de leucdcitos X 200

i

3.1.6 Leucometria diferencial absoluta

Para a contagem diferencial de leucécitos, esfregacos sanguineos foram
realizados concomitantemente a parasitemia e a contagem de leucdcitos totais. Uma
pequena gota de sangue foi obtida da cauda de 10 camundongos representantes de
cada um dos trés grupos experimentais, e colocada diretamente sobre uma lamina
de vidro e estendida com o auxilio de uma lamina extensora, em um angulo
aproximado de 45°. Apés secagem em temperatura ambiente, os esfregacos foram
corados em Pandtico rapido (Laborclin — 07.379).

Para determinar os valores absolutos de cada tipo leucocitario foi realizada a
contagem diferencial de 100 células por lamina analisada. Para estabelecer a
relacdo entre a leucometria global e a especifica foi empregada a seguinte formula:

M2 total especifico de leucdcitos X M2 de leucdcitos totais

100

3.1.7 Histopatologia

As necropsias para obtencdo de fragmentos de tecidos foram realizadas nos
dias: 11° e 18° poés-infecgcdo nos animais infectados por via IP e 26° e 32° nos
animais infectados por via IG. Para esta analise, trés camundongos de cada grupo
tiveram os orgaos (cérebro, esdfago, estbmago, intestinos, linfonodos, figado, baco,
pancreas, rim e suprarrenal, coracdo, timo, 0rgdos sexuais e bexiga) removidos e

fixados em paraformaldeido (PFA) a 4% em PBS 0,01M, pH 7,45, a 4 °C por um
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periodo de 72 horas. Os intestinos foram lavados com PBS, pH7,2, antes da fixacao,
enrolados e amarrados, segundo técnica descrita por Moolenbeek e Ruitenberg
(1981).

Apos esse periodo, os orgaos foram clivados e processados, por desidratacao
em concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90, 100 GL), clarificados em xilol e
impregnados em parafina em inclusor automatico (Leica TP1020). Posteriormente, 0
material foi incluido em blocos de parafina, em central de inclusdo (Microm AP280).
Os blocos obtidos foram trimados e cortes de 5 um obtidos em micrétomo (Microm
HM360). Em seguida, os cortes obtidos foram desparafinizados em trés trocas de
xilol, hidratados em concentracdes decrescentes de alcool etilico (100, 90, 80, 70
GL) e em &gua destilada, e corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE),
Giemsa de Lennert e Picrosirius Red. As analises e a fotodocumentacéo dos tecidos
foram realizadas em microscépio de luz Zeiss Axioplan 2, acoplado a camera Soft
Imaging System (CC-12), utilizando, principalmente, as objetivas de 10X e 20X.

A intensidade do infiltrado inflamatério foi avaliado de acordo com Dias et al.
(2013), consideradas 10 ou mais células inflamatérias por campo como infiltrado
inflamatorio, sendo classificados como: ausente, sem presenca de células
inflamatérias; leve, com a presenca de 10 a 25 células (+); moderado, com 26 a 50
células (++); e intenso, com mais de 50 células (+++). Foi avaliado todo o tecido de 6

animais de cada grupo.

3.1.7.1 Técnica de Hematoxilina-eosina

Esta técnica foi utilizada para o estudo da morfologia tecidual, a qual
evidencia os nucleos celulares pela coloracédo por hematoxilina e o citoplasma pela
eosina.

Apos desparafinizacdo e hidratacéo, os cortes obtidos foram corados durante
7 minutos em hematoxilina de Harris pré-filtrada preparada previamente (2,5 g de
hematoxilina (Sigma) dissolvida em 25 mL de alcool absoluto, e 50 g de alimen de
amonio dissolvidos em 500 mL de agua destilada pré-aquecida. As duas solucdes
foram misturadas e aquecidas até breve fervura, retirada do fogo e acrescida de
1,25 g de 6xido vermelho de mercurio. A solucéo foi resfriada, através da imerséao do
frasco em agua fria. Posteriormente, foram acrescidos 20 mL de acido acético
glacial, e a solugado foi amadurecida por 2 meses). Os cortes foram lavados,
azurecidos em agua corrente e corados por 2 minutos em solucdo alcodlica de
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eosina (5 g de eosina Y “yellowish” (Merck) dissolvidas em 200 mL de agua
destilada acrescida de 800 mL de alcool etilico absoluto). Finalmente, os cortes
foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70, 80, 90, 100 GL),

diafanizados em xilol e montados entre lamina e laminula com Entellan® (Merck).

3.1.7.2 Técnica de Giemsa de Lennert (Lennert 1978)

Esta técnica foi utilizada para melhor identificacdo do T. cruzi e dos diferentes
tipos celulares presentes nos tecidos.

Apoés desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes obtidos foram corados pelo
Giemsa (20 mL de solucdo de estoque Giemsa (Merck) em 80 mL de agua
destilada) por 1 hora. Em seguida, as laminas foram imersas trés vezes em solucéo
aquosa de &cido acético a 0,3% e, posteriormente, em &lcool etilico a 95 GL até
atingir a diferenciacdo desejada. Finalmente, os cortes foram desidratados em trés
banhos de alcool isopropilico com duracao de trés minutos cada, desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e montados entre l[amina

e laminula com Entellan® (Merck).

3.1.7.3 Técnica de Picrosirius Red (Sweat et al. 1964)

Esta coloracdo foi empregada para analise de algumas fibras do complexo
coldgeno nos tecidos. A coloracdo permite a visualizacdo das fibras que se
apresentam marcadas de vermelho.

Apos desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes obtidos foram corados por 1
hora em solucéo de Picrosirius Red (0,1 g de Sirius Red F3B200 (Sigma) dissolvido
em 100 mL de solugdo aquosa saturada de acido picrico). Em seguida foram
lavados rapidamente em agua destilada, corados durante 15 minutos em
hematoxilina de Harris, lavados e azurecidos em agua corrente por 10 minutos. Na
sequéncia, foram desidratados em crescentes concentracbes de etanol,

diafanizados em xilol e montados entre ldamina e laminula com Entellan® (Merck).

3.1.8 Identificacédo de populacdes celulares por citometria de fluxo

Nos mesmos pontos de necropsia, esta técnica foi empregada para
quantificacdo e identificacdo das subpopula¢bes de linfécitos TCD4* e TCD8*
presentes no sangue total, linfonodos mesentéricos e baco de trés camundongos

Swiss Webster de cada grupo experimental.
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Sangue periférico de cada animal foi coletado por puncéo cardiaca utilizando
salina citratada (NaCl 0,87%; NasCsHs07 3,8%) como anticoagulante e mantido em
banho de gelo. Ao volume total foi acrescentado mesmo volume de meio RPMI
completo. A mistura foi colocada delicadamente sobre 1 mL de Histopaque® (cat.
10771; Sigma-Aldrich) em tubos de centrifuga de 15 mL. Em seguida, esta mistura
foi centrifugada (Jouan BRA4i rotor S40) a 2400 rpm por 20 minutos, sem freio, em
temperatura ambiente, para a formacao do anel de células mononucleares.

As células do baco e linfonodos mesentéricos foram obtidas apds os mesmos
serem coletados, imediatamente colocados em meio RPMI completo e macerados
em placas de Petri com auxilio de malha metalica e @émbolo de seringa plastica, em
banho de gelo.

As suspensbes celulares do sangue, baco e linfonodos foram lavadas,
separadamente, duas vezes com 10 mL de PBS-BSA (Sigma — P3688) com 10% de
SFB e centrifugadas a 2.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes de
cada suspenséao foram desprezados e os sedimentos reservados (em gelo).

Ao sedimento obtido da suspenséao de células do baco foi acrescentado 3 mL
de tampéo de lise de hemacias ACK 5M (0.15 M NH4ClI, 10 M KHCO3, 0.1 mM Naz /
EDTA em H20 destilada) e homogeneizado. A mistura foi incubada em estufa a 37
°C por aproximadamente 5 minutos. Decorrido esse tempo, foram acrescentados a
solucdo, 27 mL de meio RPMI completo. A seguir, a suspensdo celular foi
centrifugada a 2000 rpm durante 5 minutos a 4 °C e lavada uma vez com 10 mL de
PBS-BSA suplementado com 10% de SFB.

As células do linfonodo, baco e sangue foram incubadas por 30 minutos em 5
mL PBS-BSA suplementado com 10% de Soro Fetal de Cavalo (SFC), em banho de
gelo. Posteriormente, as células foram contadas em camara de Neubauer e as
quantidades ajustadas para uma concentracgdo final de 1x108 células por pogco em
placa de 96 pocgos. As placas foram, entdo, centrifugadas a 1.500 rpm durante 5
minutos (Jouan BR4i — rotor S20) a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de cada pocgo ressuspendido em 20 pL de solugéo contendo anticorpos
monoclonais anti-linfécitos T totais (CD3) conjugado com Alexa Fluor 488
(Biolegend), anti-linfocitos T CD4 conjugado com PE (Biolegend), e anti-linfocitos
TCD8 conjugado com Percp (Biolegend) diluidos em PBS-BSA suplementado com
10% de SFC, conforme titulacdo prévia. Apos 20 minutos de incubacéo ao abrigo da

luz em geladeira, as placas foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2, e
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centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 minutos a 4 °C. As células foram, entéo,
ressuspendidas em 100 pL de solucdo de PFA a 1% e incubadas ao abrigo da luz,
em geladeira, por 30 minutos. Apos a incubacgédo, foram realizadas duas lavagens
com PBS pH 7,2, seguidas de nova incubacdo em temperatura ambiente por 10
minutos na solucdo da ultima lavagem. As amostras foram adquiridas em citdmetro
de fluxo Cyan ADP (Dako Cytomation), pertencente a plataforma de equipamentos
multi-usuarios de Citometria de Fluxo — Andlise Multiparamétrica do Instituto
Oswaldo Cruz, e analisadas utilizando o pacote do software Summit (Dako
Cytomation). Foram adquiridos 20.000 eventos em cada amostra. As populacdes de
linfécitos foram selecionadas para analise com base nos padrées de granulosidade e
tamanho celular. A partir desta populacdo selecionada, as porcentagens de células
positivas, para cada anticorpo utilizado, e de células ndo marcadas foram

determinadas.

3.1.9 Identificacdo da presenca de DNA do T. cruzi por PCR

3.1.9.1 Extrac&o do DNA tecidual

Amostras teciduais do esodfago, estbmago e intestinos de trés camundongos
de cada grupo foram coletadas, no momento da necropsia, e armazenadas a -70 °C
em microtubos (livres de RNA e DNA) de 1,5 mL até o momento da extracdo do
DNA. Foram adicionados aos tecidos, 500 uL do tampéo de lise (10mM NaCl, 5mM
M EDTA, 50mM Tris—HCI (pH 8.0), 0.5% SDS e 5 pL de proteinase K a 20 mg/mL. A
suspensao foi incubada durante a noite a 56 °C (Thermostat 5320 — Eppendorf).
Apébs esse periodo, foram acrescentados ao lisado 500 pL de fenol saturado (cat:
P4557, Sigma) e homogeneizados em Vortex (Phoenix — A56). A mistura foi
centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C (Jouan rotor AB 2.14). Os
sobrenadantes foram recuperados e transferidos para microtubos novos, aos quais
foram acrescentados 500 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apés agitacao,
de 30 segundos por inverséo, e nova centrifugacéo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4
°C, os sobrenadantes foram transferidos para microtubos novos, onde, 1 mL de
etanol absoluto gelado foi acrescentado. Os microtubos foram agitados por inversao
durante 30 segundos e novamente centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4
°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento deixado a
temperatura ambiente para total evaporacdo do etanol. Posteriormente, o0s
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sedimentos foram ressuspendidos em 100 pL de agua livre de DNA e armazenados
a -20 °C. A posterior quantificagdo do DNA gendmico foi realizada em
espectrofotometro (NanoDrop® 2000 — Thermo scientific).

3.1.9.2 PCR

Para a reacdo em cadeia da polimerase foram utilizados os primers GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase) de  camundongo  (Forward  5'-
TCACCACCATGGAGAAGGC -3’ e Reverse 5-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3') e
os primers 121 (5-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3) e 122 (5-
GGTTGCATTGGGTTGGTGTAATATA-3") de T. cruzi.

A amplificagdo do gene GAPDH de camundongo tem como produto um
fragmento de 171 pares de base, sendo utilizado para o controle interno da reacgéo e
para a avaliacdo da viabilidade do DNA gendémico. Foram escolhidos ao acaso trés
amostras de DNA, de diferentes tecidos e tempos de infeccdo distintos para a
realizacdo desta metodologia. As condi¢des da reacdo foram padronizadas para um
volume final de 50 pL, conforme apresentado no quadro abaixo:

Solugéo Concentracéo Volume
Tampéo 10 X [100mM de Tris-HCI pH8,3 em 500mM de KCI] 5uL
MgCl2 50 mM 3uL
dATP 15mM 2uL
dTTP 15mM 2uL
dCTP 15mM 2uL
dGTP 15mM 2uL
Primer GAPDH Reverse 10 uM 3uL
Primer GAPDH Foward 10 uM 3uL
Taq DNA polimerase 5U/uL 0,5uL
DNA 100 ng 2uL
Agua gsp 50 pL
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O perfil térmico utilizado em um termociclador (GeneAmp 9600 PCR System,

Applied Biosystems, Foster City, CA) obedeceu as condi¢cdes apresentadas no

quadro a sequir:

Temperatura (°C) Tempo Numero de Ciclos

94 10 min 1
94 30 seg

62 30 seg 35
72 30 seg

72 10 min 1
4 o0

A reacao de PCR, para evidenciar a presenca do DNA do T. cruzi nos tecidos

analisados, utilizando os primers 121 e 122 amplificam um fragmento de 330 pares

de bases, que contém as regides hipervariaveis dos minicirculos do DNA do

cinetoplasto (k-DNA) do parasito (Carvalho et al. 2003). As reacdes foram

padronizadas para um volume final de 50 pL de acordo com as condi¢cfes de reacao

expostas no quadro abaixo:

Solucéo Concentracéo Volume
Tampéo 10 X [100mM de Tris-HCI pH8,3 em 500mM de KCI] | 5upL
MgCI2 50 mM 3uL
dATP 15 mM 2uL
dTTP 15 mM 2uL
dCTP 15 mM 2uL
dGTP 15 mM 2uL
Primer 122 Reverse 10 pmoles/uL lpL
Primer 121 Foward 10 pmoles/uL luL
Taq DNA polimerase 5U/uL 0,5uL
DNA 100 ng 2uL
Agua g.s.p 50pl
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O perfil térmico usado em um termociclador (GeneAmp 9600 PCR System,
Applied Biosystems, Foster City, CA) encontra-se no quadro a seguir:

Temperatura (°C) Tempo Numero de Ciclos
94 3 min 1
98 1 min
2
64 2 min
94 1 min
38
64 1 min
72 10 min 1
4 %)

3.1.10 Anélise estatistica

Os dados apresentados foram obtidos através do calculo da média e do erro
padrdo da média (SEM) dos valores brutos.

A andlise da mortalidade foi realizada de acordo com a curva de
sobrevivéncia gerada pelo programa GraphPad Prism 6. Para o calculo da
significancia das leucometrias globais e especificas foi aplicado o teste paramétrico
ANOVA (One -Way Analysis of Variance) e o pds-teste Tukey-Kramer para dados
nado paramétricos. As correlacbes entre o0s valores da parasitemia e das
leucometrias foram analisadas através do teste Spearman de correlacao e regressao
linear. Valores com o p <0,05 foram considerados significativos. Os resultados
obtidos na técnica de citometria de fluxo foram analisados com o teste 2-Way
ANOVA.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism.
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3.2 Parte Il - Camundongos A e BALB/c infectados pela via IG com o isolado
SC 2005 de T. cruzi.

3.2.1 Animais

Nesta parte do estudo foram utilizados camundongos fémeas das linhagens
A e BALB/c com idade entre 4 a 6 semanas, obtidos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB). Estas linhagens de camundongos foram
escolhidas por apresentarem perfis genéticos isogénicos, permitindo a comparagao
de diferentes padrdes de resposta a infeccdo. Os animais foram mantidos no biotério
de experimentacdo animal do Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira do Instituto Oswaldo
Cruz, em microisoladores com temperatura controlada, alimentacdo por ragao
apropriada e agua filtrada ad libitum. O presente projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica de Uso de Animais de Laboratério da FIOCRUZ, licenca n° LW 42/14.

3.2.2 Parasitos

Nesta parte do trabalho também foi utilizado o isolado SC2005 de

Trypanosoma cruzi anteriormente descrito no item 3.1.2.

3.2.2.1 Obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, cepa

SC2005, derivadas de cultura axénica

Formas epimastigotas de T. cruzi, cepa SC 2005, foram mantidas em meio de
cultura axénico LIT a 28 °C por 7, 14 e 21 dias para a ocorréncia da
metaciclogénese dos parasitos e obtencéo dos tripomastigotas metaciclicos.

ApoOs os diferentes periodos, o conteddo de cada cultura foi transferido para
tubos de centrifuga de 50 mL e centrifugado a 4.000 rpm (Hettich® Universal
320/320R rotor 1619) por 10 minutos a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento ressuspenso em meio LIT e os tripomastigotas metaciclicos
guantificados em camara de Neubauer para posterior avaliacdo da expressao das
glicoproteinas de superficie gp82, gp90 e gp35/50 do parasito, nos diferentes dias
de cultivo.
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3.2.2.1.1 Avaliacao da gp82, gp90 e gp35/50 na superficie do parasito

A expressao das proteinas de superficie dos parasitos foi avaliada por
Western Blotting, em culturas axénicas de T. cruzi com 7, 14 e 21 dias. As proteinas
totais de cada amostra foram extraidas com tampao de lise (50 mM Tris-HCI, pH 6,8
150 Mm NacCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA) contendo inibidores de protease
(PMSF 100 pg/mL, aprotinina 1pg/mL, fenantrolina 2,5uM, leupeptina 2 pg/mL e
pepstatina 1 pg/mL) e coquetel de inibidores de fosfatases (PHOSStop — Roche), e
posteriormente foram dosadas em espectrofotdmetro.

Um total de 20 ug de proteinas foi separado eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida (12%) e posteriormente transferido para uma membrana de
nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com PBS contendo 5%
de leite desnatado Molico e 0,1% de Tween 20 e incubadas “overnight” a 4 °C com
0s anticorpos anti-gp82, anti-gp90 e anti- gp35/50. Apds lavagem em solucédo de
bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-IgG de coelho ou anti-
IgG de cabra conjugados a peroxidase e reveladas pelo método de

guimioluminescéncia.

3.2.3 Desenho experimental

Os camundongos das linhagens A e BALB/c foram organizados em quatro
grupos experimentais, os quais foram submetidos a 4 horas de jejum no momento
anterior a infeccdo. O grupo 1 (G1) foi composto por 50 camundongos da linhagem
A infectados pela via intragastrica com 10’ formas tripomastigostas metaciclicas de
T. cruzi, cepa SC2005, em um volume de 0,3 mL de meio LIT. O grupo 2 (G2),
formado por 50 camundongos da linhagem BALB/c, foi infectado nas mesmas
condicBes experimentais do G1 e os grupos 3 e 4 (G3 e G4) foram compostos por
24 camundongos normais cada, ndo infectados, da linhagem A e BALB/c,
respectivamente, utilizados como grupo controle.

Os animais infectados e controles de ambas as linhagens foram utilizados
para a obtencdo de material biolégico. Para isto, foram definidos quatro pontos
diferentes de necropsia: 7, 14, 21 e 40 dias ap0s a infec¢cdo. Em cada um desses
momentos 0s animais de cada grupo foram eutanasiados, com cloridrato de
quetamina 10% (115 mg/mL) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/Kg) por via
intramuscular e com posterior administracdo do pentobarbital sédico 50 mg/mL

(150mg/Kg) por via intraperitoneal, e necropsiados.
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3.2.4 Parasitemia e Mortalidade

A parasitemia de 20 camundongos dos grupos 1 e 2 foi acompanhada trés
vezes por semana a partir do 5° dia de infeccdo até o 40° dia apds a infeccgéo,
conforme descrito anteriormente (toépico 3.1.4).

A mortalidade de 20 animais de cada grupo foi acompanhada do inicio da

infeccdo até o 50° dia ap0s a infecgéo.

3.2.5 Analise hematoldgica

Para a realizacdo do hemograma, o sangue dos animais foi obtido por puncéo
cardiaca, ap0s a eutanasia, de seis animais nos quatro pontos de necropsia
definidos anteriormente. O sangue foi colhido em seringa de 1 mL e acondicionado
em tubos contendo EDTA e as amostras encaminhadas para o laboratério de

analises clinicas Laborlife, localizado no municipio do Rio de Janeiro.

3.2.6 Dosagem de citocinas

A técnica de citometria de fluxo, utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array
(CBA) de citocinas Thl, Th2, Th17 (cat. 560485; BD Biosciences), foi realizada para
deteccdo de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), Interleucina-
10 (IL-10), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-17A (IL-17A), Interleucina-4 (IL-4) e
Interleucina-2 (IL-2) no soro dos animais, segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante.

ApoOs eutanasia, sangue periférico de trés animais de cada grupo foi obtido,
separadamente, por puncdo cardiaca e acondicionado em tubos sem
anticoagulante. ApGs a coagula¢do, o sangue foi centrifugado (Hettich® Universal
320/320R rotor 1420B) a 3500 rpm por 10 minutos, para obtencé&o do soro, que foi
entdo aliquotado e armazenado a —70 °C até o momento da realizacdo das
dosagens.

O kit CBA é composto por particulas, denominadas beads, as quais possuem
0 mesmo tamanho, porém apresentam diferencas na intensidade de fluorescéncia e
no revestimento de anticorpo, que variam de acordo com a citocina a ser analisada.
A quantificacdo das citocinas presente no soro dos animais infectados e dos animais

controle ndo infectados foi baseada em uma curva padrao. A leitura do teste CBA foi
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realizada em citbmetro de fluxo FACSCalibur e os resultados obtidos foram

analisados com o auxilio do programa FCAP array.

3.2.7 Histologia

Nos pontos de necropsia estabelecidos, apds a eutanasia, trés camundongos
de cada grupo tiveram os o6rgdos do sistema digestorio (esdfago, estbmago e
intestinos), assim como coracao e figado removidos e fixados em PFA a 4% em PBS
pH 7,45, a 4 °C por um periodo de 72 horas. Os intestinos foram lavados com PBS
antes da fixacdo, enrolados e amarrados segundo a técnica de Moolenbeek e
Ruitenberg (1981).

Apés esse periodo, os 6rgaos foram submetidos aos mesmos
processamentos e coloracdes descritos na parte | dos estudos (topico 3.1.7). Os
tecidos foram analizados e fotografados em microscopio de luz (Zeiss, Axioplan 2,

com equipamento fotomicrografico Axiovision LE64).

3.2.8 Caracterizacdo fenotipica de populacbes celulares por citometria de

fluxo

Nos pontos de necropsia anteriormente citados no item 3.2.3, foi empregada a
técnica de citometria de fluxo para a andlise fenotipica multiparamétrica de
diferentes tipos celulares presentes no sangue, figado e coracdo de seis
camundongos de cada grupo experimental. No sangue total dos animais foram
avaliadas as subpopulacdes de linfécitos T CD3, CD4 e CD8 positivos e linfécitos B
(CD19%). No figado foram analisadas as subpopulac¢des de linfocitos T (CD3*, CD4*
e CD8"), linfécitos B (CD19*), macréfagos (F4/80%) e megacariocitos (CD41%). No
coracdo foram avaliadas as subpopulagbes de linfécitos T (CD3*, CD4* e CD8"),
linfécitos B (CD19%) e macréfagos (F4/80%).

Para tal, durante necropsia, sangue periférico de cada animal foi coletado por
puncao cardiaca e submetido aos mesmos processamentos descritos na primeira
parte do estudo (item 3.1.8) para a obtencéao do anel de células mononucleares.

Para obtencéo das células do figado, este, apds a remocao, foi macerado em
placa de Petri, contendo meio RPMI completo com auxilio de émbolo de seringa
plastica e malha metélica, sendo mantidas em gelo durante todo o processo.

As células cardiacas foram obtidas apos a perfusdo do 6rgdo com tampéao

fosfato salino (PBS) pH 7,2, posteriormente cortado em pequenos fragmentos e
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submetido a quatro ciclos de dissociacdo utilizando colagenase tipo Il a 0,2% em
meio RPMI sem SFB a 37°C em agitacdo, por 30 minutos. As células foram lavadas
em meio RPMI completo e mantidas em gelo.

As suspensdes obtidas (sangue, figado e coracdo) foram lavadas,
separadamente, duas vezes em 10 mL de PBS-BSA com 10% de SFB e
centrifugadas a 2.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C (Hettich® Universal 320/320R
rotor 1619). Os sobrenadantes de cada suspensdo foram desprezados e o0s
sedimentos reservados (em gelo).

Para a lise de hemacias a suspensao de células do figado foram submetidas
ao processamento apresentado para as células do bagco na primeira parte deste
estudo (item 3.1.8).

AplOs etapa anterior, as células do figado, sangue e coracdo foram
submetidas aos mesmos processos descritos no item 3.1.8. Os anticorpos
monoclonais utilizados foram: anti-linfécitos T totais CD3 conjugado com PE (cat.
553064; BD Biosciences), anti-linfécitos T CD4 conjugado com APC-H7 (cat.
560181; BD Biosciences), anti-linfécitos T CD8 conjugado com BB515 (cat. 564422;
BD Biosciences), anti-linfocitos B CD19 conjugados com APC (cat. MCA 1439;
Serotec), anti- F4/80 conjugado Alexa Fluor® 700 (cat. 123130; Biolegend) e anti-
CD41 conjugado com BV421 (cat. 562957; BD Biosciences).

As amostras foram adquiridas em citdbmetro de fluxo CytoFlex (Beckman),
pertencente a plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificacdo Celular
(Sorting), de equipamentos multi-usuéarios da Fundacédo Oswaldo Cruz, e analisadas
utilizando o pacote do software CytExpert (Beckman). Um total de 20.000 eventos foi
adquirido em cada amostra. As células do figado, sangue e coracdo tiveram as
populacdes de linfocitos e macrofagos selecionadas com base em sua distribuicao
nos padrdes de granulosidade e tamanho. As células positivas para cada anticorpo,
presentes na regidao delimitada, foram determinadas em um histograma e as

porcentagens das diferentes subpopulacdes celulares foram determinadas.

3.2.9 Quantificacao dos parasitos por qPCR

A técnica de PCR em tempo real foi aplicada ao DNA extraido, a fim de
quantificar o DNA parasitario presente nos tecidos.
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3.2.9.1 Extracado de DNA dos tecidos

Amostras de coragcdo e estdmago de seis camundongos de cada grupo
experimental foram acondicionadas, no momento da necropsia, em microtubos para
centrifugacéo e estocados a -70 °C até o momento da realizacdo da extracdo do
DNA. A extracdo e dosagem do DNA tecidual seguiu a metodologia descrita na

primeira parte do estudo no item 3.1.9.1.

3.2.9.2 qPCR

Para amplificacdo do DNA do parasito foram utilizados os primers Cruzi 1
(Forward - 5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) e Cruzi 2 (Reverse - 5'-
AATTCCTCCAAGCAGCGG ATA-3), os quais amplificam um fragmento de 166
pares de base do DNA satélite do parasito, (Piron et al. 2007). Primers especificos
para a [B-actina murina (Giulietti et al. 2001) (Forward - 5'-
AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3' e Reverse - 5 CAATAGTGATGACCTGGCCGT-
3’) foram utilizados como referéncia a fim de monitorar a integridade do DNA
gendmico, a presenga de potenciais inibidores da PCR e a variagdo nas
concentractes do DNA.

A quantificacdo do DNA do T. cruzi nos fragmentos de estdmago e coracao foi
realizada utilizando-se o equipamento Step one plus (Applied Biosystems) e o
reagente Syber® Green Power Master Mix (Applied Biosystems).

As reagOes para quantificagdo de T. cruzi e B-actina foram realizadas
separadamente e com volume final de 20 pL cada. O mix das reacdes foi composto

pelas concentragbes demonstradas no quadro seguinte:

Solucéo Concentracéao
Power Syber® Green Master Mix (2x) 1x

Primer B-actina Reverse 100nM
Primer B-actina Foward 100nM
Cruzi 2 Reverse 300nM
Cruzi 1 Foward 300nM
DNA 25ng

H20 g.s.p. 20 pL
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O perfil térmico utilizado seguiu conforme descrito no quadro abaixo:

Temperatura Tempo Numero de Ciclos

95°C 10 min 1
95°C 15 seg

40
58°C 1 min
95°C 15 seg

MELT 58 °C 1 min 1
95°C 15 seg

A andlise da curva de dissociacdo foi realizada em todas as reagfes. Os
resultados e os parametros de qualidade da reacdo foram analisados com o

software StepOne™ (Applied Biosystems).

3.2.10 Analise estatistica

Todos os dados apresentados foram obtidos através do calculo da média e
SEM dos valores brutos.

Para o calculo da significancia dos resultados obtidos foi aplicado o teste
paramétrico 2-way ANOVA e o pos-teste Tukey de comparacao mdltipla.

Toda a analise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad
Prism 6. A andlise da mortalidade foi realizada de acordo com a curva de
sobrevivéncia gerada pelo programa GraphPad Prism 6.
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4 RESULTADOS

4.1 Parte | —Infeccdo de camundongos Swiss Webster com o isolado SC 2005

de T. cruzi, pelas vias IG e IP.

4.1.1 Caracterizacao do isolado

A caracterizacéo do isolado SC 2005 de T. cruzi, utilizado no presente estudo,
foi realizada por PCR multiplex. Os resultados apontaram para a classificacdo do
isolado na DTU Tc Il (Figura 4.1).

4.1.2 Parasitemia e mortalidade

A deteccdo do T. cruzi no sangue dos camundongos Swiss Webster,
infectados pela via IP, ocorreu mais precocemente do que nos animais infectados
pela via 1G. Nos animais infectados pela via IP, os parasitos foram observados a
partir do 3° dia pds-infeccao (dpi), enquanto nos animais infectados pela via IG a
presenca do parasito sé foi detectada ap6s 10 dias de infeccdo. Dois picos
parasitémicos foram observados em ambos os grupos. Nos animais infectados pela
via IP, estes picos ocorreram no 10° e 13° dpi, com carga parasitaria média de 2,9 e
4,3x10%+ 1,1 e 8,3 x 10° parasitos/ mL, respectivamente. J4 nos animais infectados
pela via IG, os picos parasitémicos ocorreram no 13° e 18° dpi, com carga
parasitaria média de 0,9 e 1,7 x 108+ 2,0 e 6,7 x 10° parasitos/ mL, respectivamente
(Figura 4.2).

A via IP mostrou-se mais efetiva na infec¢cdo dos animais do que a via IG. A
porcentagem de infeccdo entre os camundongos Swiss Webster infectados pela via
IP, foi de 100%, enquanto entre os animais infectados pela via IG foi de 36%.

A mortalidade foi mais precoce e mais elevada entre os animais infectados
pela via IP, alcan¢cando 80% aos 18 dpi, com um tempo médio de 16,13 + 0,8 dias.
No grupo infectado pela via IG a mortalidade foi de 30%, com um maior tempo
meédio, em torno de 22,67 £ 2,0 dias (Figura 4.3).
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Figura 4.1 — Visualizagcado em gel de agarose a 2% dos produtos da PCR
do T. cruzi, isolado SC2005 (PM- Peso Molecular; 1- Cepa Dm28/T.cruzi
(Tc 1); 2- Cepa Y/T. cruzi (Tc Il); 3- 4167 (Tc 1ll); 4- Cepa SC2005/T. cruzi
(Tc 1) e 5- Controle Negativo). n=3 amostras.
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Figura 4.2 - Parasitemia dos camundongos Swiss Webster infectados
pela via intraperitoneal ou intragastrica com 107 formas tripomastigotas
de T. cruzi, isolado SC2005, derivadas de cultura de célula. * representa
a diferenca de IP e IG. n=16 camundongos/grupo. ** p=0,01; ****
p=0,0001.

. 150- o .
Via intraperitoneal

& Viaintragastrica

o

c

@

>

3

2 _l_h

@]

%2}

3]

©

£ 50-

(o))

s

c

S

) 0 T T T 1
o 0 10 20 30 40

Dias pés-infeccédo

Figura 4.3 - Curva de sobrevida dos camundongos Swiss Webster
infectados pela via intraperitoneal ou intragastrica com 107 formas
tripomastigotas de T. cruzi, isolado SC2005, derivadas de cultura de
célula. n= 16 camundongos/grupo.

39



4.1.3 Cinética de leucometria global e diferencial

A cinética da contagem dos leucécitos totais e as contagens diferenciais dos
esfregacos sanguineos de camundongos Swiss Webster infectados pelas vias IP e
IG demonstraram padroes semelhantes, com quadros alternados de leucopenia e
leucocitose. Ambos o0s grupos de animais infectados (pelas vias IP e 1G)
apresentaram um quadro de leucopenia anterior ao primeiro pico parasitémico. Os
animais infectados pela via I[P apresentaram leucocitose entre 0S picos
parasitémicos, enquanto nos animais infectados pela via IG, esta leucocitose foi
observada no segundo pico parasitémico (18° dpi). A variacdo no numero de
leucécitos, em ambos os grupos, foi marcada pela presenca de neutrofilos, linfocitos
e monacitos (Figura 4.4).

Foi observada uma reducdo do numero de eosinéfilos durante quase todo o
experimento (Figura 4.4D). Nao houve alteracBes significativas nos niveis de
basofilos em ambos os grupos (Figura 4.4F).

Os animais infectados pela via IP mostraram uma correlacéo significativa das
contagens de leucdcitos totais, linfocitos e neutrofilos com a parasitemia. Ap6s uma
reducdo do numero de linfocitos, observada até o 7° dpi, uma linfocitose foi
observada nos 12° e 14° dpi. O numero elevado de neutréfilos no 12° dpi também foi
observado neste grupo (Figura 4.5 A — F). Nos camundongos inoculados pela via IG
foi observada uma correlacdo significativa entre o numero de mondcitos e a
parasitemia, uma vez que no momento do pico parasitémico, aos 18° dpi, um

aumento do numero de mondcitos foi observado (Figura 4.6 A — F).
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cial dos camundongos Swiss

Webster controles e infectados pela via intraperitoneal ou intragastrica
com 107 formas tripomastigotas de T. cruzi, isolado SC2005, derivadas
de cultura de célula. n= 16 camundongos/grupo. Foram considerados
significativos valores com o p £ 0,05. *p < 0.05 ** p < 0.01 ** p < 0.001
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foram estatisticamente significativas.
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4.1.4 Histopatologia

As andlises histopatoldgicas dos tecidos ocorreram aos 11 e 18 dpi, nos
camundongos Swiss Webster infectados pela via IP, e aos 26 e 33 dpi, nos animais
desta mesma linhagem infectados pela via IG. Foram observadas alteracdes da
morfologia tecidual, presenca de infiltrados inflamatérios, presenca de ninhos de

parasitos e alteracfes das fibras de colageno.

4.1.4.1 Andlise histolégica dos 6rgéos dos animais controle ndo infectados

A avaliacdo histoldégica dos 6rgdos dos animais do grupo controle nao
infectado da linhagem Swiss Webster mostrou o aspecto normal dos tecidos, sem

alterac6es morfoldgicas visiveis.

4.1.4.2 Andlise histopatolégica dos 6rgdos dos camundongos da linhagem

Swiss Webster infectados pela via intraperitoneal (IP)

Os animais infectados pela via IP apresentaram infiltrados inflamatorios
difusos (que variaram de leves a intensos), com a presenca principalmente de
mondcitos e linfécitos no esbéfago (Figura 4.7A), estbmago (Figura 4.7B), intestino
(Figura 4.7C), coracéao, figado, pancreas, glandula adrenal, bexiga, Utero e tecido
adiposo.

As camadas mucosa e submucosa dos diferentes 6rgados raramente
demonstraram qualquer presenca de células inflamatorias mononucleares,
apresentando-se normais na maioria dos casos. No entanto, as camadas
musculares se mostraram frequentemente afetadas pela presenca de infiltrados
inflamatérios.

Aos 11 dpi foram observados infiltrados inflamatorios leves (+) no esodfago e
intestino com a presenca de parasitos, ambos nas camadas musculares do 6rgao.
Estbmago e coracdo apresentaram infiltrados inflamatorios difusos e moderados
(++) com a presenca de ninhos de amastigotas de T. cruzi. O figado apresentou
infiltrado inflamatério focal de média (++) intensidade, com extravasamento celular
dos vasos para o tecido e a presenca de células imaturas e megacariécitos. O
pancreas se mostrou muito alterado, com pancreatite associada a necrose focal

(Figura 4.7D) e ninhos de amastigotas nas ilhotas de Langerhans.
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Aos 18 dpi ndo foram observados ninhos de parasitos no esoéfago e intestino.
O estdmago apresentou infiltrado inflamatdério (++) associado a presenca de ninhos
do parasito. O cora¢cdo mostrou maior inflamacéo (+++), com um maior numero de
células inflamatorias localizadas no atrio, além da presenca de inidmeros ninhos de
T. cruzi. O figado se apresentou menos inflamado neste momento (+), porém ainda
estavam presentes células imaturas, megacariocitos e células mitéticas (Figura
4.7E). O pancreas apresentou pancreatite moderada com infiltrado inflamatorio
linfocitario.

Em ambos os pontos, a coloracdo por Picrosirius Red mostrou uma
redistribuicdo e aumento de depdsitos de colageno, os quais estavam associados
aos infiltrados inflamatoérios no esodfago, estbmago (Figura 4.7F), coracdo (Figura
4.7G), bexiga e utero. Além disso, observou-se hiperplasia dos centros germinativos
do baco e dos ganglios linfaticos. Os mastocitos estavam presentes no tecido
adiposo, coracdo e estbmago (Figura 4.7H). Milky-spots ativados, proximos aos
estbmago, foram observados, com a presenca de células mieloides.
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Figura 4.7 — Alteracdes histopatoléogicas nos camundongos Swiss
Webster infectados pela via intraperitoneal com 107 formas
tripomastigotas de T. cruzi, isolado SC2005, derivadas de cultura de
célula. (A) esodfago, (B) estbmago e (C) intestino mostrando infiltrado
inflamatdrio e ninhos de amastigotas nas camadas musculares aos 11
dpi; (D) Pancreatite com necrose focal aos 11 dpi (HE); (E) Figado
mostrando megacariocitos no lado esquerdo (seta) e células mitéticas no
lado direito (seta) aos 18 dpi (Giemsa); (F) Estdbmago, aos 11 dpi, e (G)
coracdo, aos 18 dpi, com redistribuicdo e aumento dos depdsitos de
colageno nas areas com infiltrados inflamatérios (Picrosirius red); (H)

Presenca de mastdcitos no estdbmago aos 18 dpi (Giemsa).
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4.1.4.3 Analise histopatolégica dos o6rgdos dos camundongos da linhagem

Swiss Webster infectados pela via intragastrica (1G)

Foram observados, em todos os pontos analisados, infiltrados inflamatorios
mononucleares difusos, com intensidade de leve (+) a moderada (++),
principalmente nas camadas musculares do estbmago, esdfago e intestino, assim
como no figado, rim, bexiga, Utero, encéfalo e tecidos adiposos (Figura 4.8A - C).

Aos 26 dpi, o coracdo apresentou infiltrado inflamatério moderado e difuso no
endocardio, pericardio e de maior intensidade no atrio. A presenca de plasmaécitos e
ninhos de parasitos foram menos frequentes do que o observado nos animais
infectados pela via IP.

Aos 33 dias o0 coracdo apresentou infiltrado inflamatério muito intenso (+++)
com poucos ninhos de parasitos (Figura 4.8D e E).

Em ambos os pontos foi observada hiperplasia dos centros germinativos do
baco e dos ganglios linfaticos e pouco acometimento do pancreas, em relacdo aos
camundongos infectados pela via IP. A coloragdo por Picrosirius Red mostrou uma
redistribuicdo e aumento de depdsitos de colageno nos focos inflamatérios
observados no eséfago (Figura 4.8A), estdbmago (Figura 4.8F), intestino (Figura
4.8G), coracao, baco, figado, pancreas, utero e tecido adiposo.

Além disto, mastdcitos estavam presentes no tecido adiposo, bexiga e
estbmago (Figura 4.8H). Os parasitos eram escassos no estdbmago, na bexiga e no
tecido adiposo. Milky-spots ativados também foram observados, com a presenca de
células mieloides imaturas e maduras. Células imaturas e megacariécitos foram

observados no figado.
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Figura 4.8 — AlteracBes histopatolégicas nos camundongos Swiss
Webster infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
de T. cruzi, isolado SC2005, derivadas de cultura de célula. (A) Es6fago
(Picrosirius red), (B) estbmago e (C) intestino com infiltrados
inflamatérios na camada muscular aos 26 dpi (HE); (D) Coracdo com
infiltrado inflamatorio intenso principalmente no atrio e (E) ninhos de
amastigotas (seta) aos 33 dpi (HE); (F) estbmago e (G) intestino
apresentando redistribuicdo e aumento de fibras colagenas nas areas
com infiltrados inflamatorios aos 26 dpi (Picrosirius red); (H) Presenca de

mastdécitos no estbmago aos 33 dpi (Giemsa).
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4.1.5 Quantificacdo de linfocitos T CD4*/ CD8* por citometria de fluxo

4.1.5.1 Bago

A andlise do baco de animais infectados pela via IP, aos 11 dpi, mostrou uma
diminuicdo no namero de linfocitos T CD8* e um ligeiro aumento de CD4*. Aos 18
dpi, um aumento de 117% no namero de linfécitos T CD4* foi observado, quando
comparado com o numero deste tipo celular presente em camundongos controles
nao infectados.

A andlise do baco dos camundongos Swiss Webster infectados pela via 1G
aos 26 dpi mostrou aproximadamente o mesmo numero de células T CD4*
observadas no grupo controle. Neste momento da infeccdo, o nimero de linfécitos T
CD8* foi 205% maior nos animais infectados quando comparados com 0s controles,
além de se mostrarem mais elevados do que nos camundongos infectados pela via
IP, independente do momento da infeccéo. As células duplo positivas dos animais
infectados pela via IG aumentaram aproximadamente 17 vezes quando comparadas
com o0s animais controles. Esta populacao celular também esteve mais elevada em
relacdo aos camundongos inoculados pela via IP. Aos 33 dpi os animais infectados
pela via IG mostraram perfis de linfocitos T CD4* e CD8* semelhantes aos
observados aos 26 dpi. No entanto, o numero de células duplo positivas se mostrou
reduzido quando comparado com os observados aos 26 dpi, porém elevado se

comparado aos animais controles ndo infectados (Tabela 4.1).

4.1.5.2 Sangue

A andlise do perfil de linfécitos T no sangue dos animais infectados pela via IP
aos 11 dpi ndo mostrou nenhuma alteracdo. No 18° dpi foi observado apenas um
discreto aumento de linfocitos T CD8* e de células duplo positivas.

Os camundongos Swiss Webster infectados pela via IG apresentaram, aos 26
dpi, uma reducéo de 64% de linfocitos T CD4* e um aumento de 4 vezes no numero
de linfocitos T CD8*. Um aumento do numero de células duplo positivas, quando
comparadas ao controle, também foi observado neste momento da infec¢do. Aos 33
dpi, a quantidade de linfécitos T CD8* e de células duplo positivas também estava
aumentada, com valores semelhantes aos observados nos 26 dias de infecgcdo. A
quantidade de células T CD4* ainda se mostrou reduzida, embora tenha sido

observado um pequeno aumento em relacdo ao tempo anterior. A redugéo da
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populacao de linfocitos T CD4* e o aumento dos linfécitos T CD8* foram observados

em ambos 0s tempos quando comparados ao grupo controle (Tabela 4.1).

4.1.5.3 Linfonodos mesentéricos

A andlise dos linfonodos mesentéricos, apos 11 dias de infec¢ao pela via IP,
mostrou uma reducdo na populacéo de linfécitos T CD4* e T CD8* em relacédo ao
grupo controle. Aos 18 dias de infeccdo os numeros de linfécitos T CD4* e T CD8*
apresentaram valores aproximados aos observados nos camundongos controles.
Contudo um discreto aumento das células duplo positivas foi observado.

Nos camundongos infectados pela via I1G, aos 26 dpi, uma reducao (41%) do
namero de linfécitos T CD4* foi observada. A quantidade de linfocitos T CD8* e de
células duplo positivas CD4*/CD8* foi semelhante a observada nos animais do grupo
controle. Aos 33 dpi o numero de linfocitos T CD4* também se mostrou diminuido
em relacdo ao controle, no entanto, esta reducdo foi menor do que a apresentada
aos 26 dias. Neste momento da infecgdo, assim como aos 26 dpi nao houve
variacdo da quantidade de de linfécitos T CD8* e de células duplo positivas quando

comparado ao grupo controle (Tabela 4.1).

41.6 PCR

A avaliagédo da qualidade e integridade do DNA extraido, realizada através da
amplificacdo do gene endbégeno GAPDH, em trés amostras escolhidas
aleatoriamente, foi satisfatoria. As amostras testadas apresentaram uma banda de
171 pares de base, referente ao resultado da amplificacdo do endogene.

A PCR, para a deteccdo do DNA do T. cruzi no eséfago, estbmago e intestino,
demostrou que todas as amostras dos camundongos Swiss Webster infectados
pelas vias IP e IG apresentaram uma banda referente a um fragmento de 330 pares

de base, correspondente ao DNA do parasito (Figura 4.9).
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Figura 4.9 — Eletroforese em gel de agarose a 2%, mostrando o0s
produtos de 330 pb da PCR utilizando os primers 121 e 122. (A)
Camundongos Swiss Webster controle e infectados pela via
intraperitoneal com T. cruzi. Colunas 1 e 2: controle negativo; 3 a 5:
camundongos nao infectados (grupo controle) (3- es6fago, 4- estbmago,
5- intestino); 6 a 14: animais infectados - 11 dpi (6- es6fago do
camundongo numero 1 (cl1); 7- estbmago (cl); 8 intestino (cl); 9-es6fago
(c2); 10- estbmago (c2); 11- intestino (c2), 12-es6fago (c3), 13- estbmago
(c3), 14 intestino (c3)); 15 a 23: camundongos infectados - 18 dpi. (15-
esbfago (cl); 16- estdbmago (cl); 17-intestino (cl); 18-esdfago (c2); 19-
estbmago (c2); 20 intestino (c2); 21-esb6fago (c3); 22- estdbmago (c3), 23-
intestino (c3)). (B) Camundongos Swiss Webster infectados pela via
intragastrica com T. cruzi. Colunas 1 a 9: animais infectados - 26 dpi (1
esbfago (cl), 2- estbmago (cl), 3- intestino (cl), 4- esofagico (c2), 5-
estbmago (c2), 6- intestino (c2); 7- esbéfago (c3); 8- estbmago (c3); 9-
intestino (c3)); 10 a 18: camundongos infectados - 33 dpi. (10-es6fago
(cl); 11- estbmago (cl); 12 intestino (cl); 13- es6fago (c2); 14- estbmago
(c2); 15 intestino (c2); 16-esbfago (c3); 17- estdbmago (c3); 18-intestino
(c3)); 19: controle positivo. PM: marcador de DNA de 100 pb.

n=6 camundongos/dpi/grupo.
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4.2 Parte Il — Infeccdo de camundongos A e BALB/c com o isolado SC 2005

de T. cruzi, pelavia IG

4.2.1 Avaliacdo de proteinas de superficie das formas tripomastigotas

metaciclicas de T. cruzi

A avaliacdo das glicoproteinas de superficie: gp82, gp90 e gp35/50 do T.
cruzi, por western blotting utilizando amostras de parasitos de cultura axénica com 7
(AM1), 15 (AM2) e 22 (AM3) dias, mostrou diferencas nas expressdes das mesmas
conforme o tempo de cultivo. Utilizando o anticorpo monoclonal (mAb) 3F6A,
podemos observar a expressdo da glicoproteina gp82 de forma crescente com o
passar do tempo de cultivo, estando mais expressa aos 22 dias. Utilizando o mAb
1G7 nao foi observada a expressdo da glicoproteina gp90 em nenhum dos tempos
de cultuivo do parasito, porém, a expressdo de gp90 aparece aumentada aos 22
dias de infeccdo, quando utilizamos o mAb 5E7 para o seu reconhecimento. A
glicoproteina gp35/50 também se apresentou mais evidente aos 22 dias sendo
identificada tanto pelo mAb 2B10, que reconhece estas glicoproteinas em todas as
cepas de T. cruzi, quanto pelo mAb 10D8. Portanto, a presenca aumentada das
glicoproteinas de superficie aos 22 dias de cultivo do T. cruzi confirmam a presenca
de formas tripomastigotas metaciclicas neste tempo, sendo essas formas utilizadas
para a realizacdo dos experimentos (Figura 4.10).
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Figura 4.10 — Avaliacdo, por Western blotting, das glicoproteinas de
superficie gp82, gp90 e gp35/50 de culturas axénicas de T. cruzi, isolado
SC2005, com 7 (AM1), 15 (AM2) e 22 (AM3) dias. n=3 amostras/dia.
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4.2.2 Parasitemia e mortalidade

A porcentagem de infeccdo de ambas as linhagens de camundongos foi de
100% e a figura 4.11 mostra os niveis de parasitemia dos camundongos A e BALB/c
infectados pela via intragastrica (IG). Ambas as linhagens de camundongo
apresentaram parasitemia presente a partir do 5° dia pés-infeccdo (dpi), porém, a
parasitemia dos camundongos BALB/c foi mais elevada que a observada nos
camundongos da linhagem A, com diferenca significativa nos dias 16,19, 21 e 23
apos a infeccdo. Apesar da diferenca no numero de parasitos no sangue, ambas as
linhagens apresentaram um pico mais evidente aos 23 dpi. Os animais da linhagem
BALB/c apresentaram carga parasitaria de 1,2X108 parasitos/mL, ao passo que 0s
camundongos da linhagem A apresentaram 1,4X10° parasitos/mL no mesmo
periodo. A linhagem A apresentou uma curva parasitémica irregular, com oscilacées
no numero de parasitos no decorrer da infeccao, e reducdo do numero de parasitos
a partir do 28°, até o 40° dpi. A linhagem BALB/c também apresentou irregularidade
na parasitemia do 5° ao 14° dpi, porém, do 14° ao 16° dpi ocorreu aumento
significativo e constante do nimero de parasitos no sangue desses animais. Este
namero se manteve elevado e significativamente maior que o da linhagem A até o
23° dpi. Apoés este periodo ocorreu uma diminuicao significativa da parasitemia que
se manteve até o 40° dpi (Figura 4.11).

Camundongos A foram os primeiros a morrer, aos 16 dpi, antes do pico
parasitémico observado no 23° dpi, porém, o percentual de sobrevivéncia desta
linhagem foi maior, em torno de 90%, quando comparado com 0s animais da
linhagem BALB/c, que apresentaram um percentual de sobrevivéncia de 75% aos
50° dpi. O tempo médio de mortalidade dos camundongos A foi de 23 + 7,0 dias
engquanto dos animais da linhagem BALB/c infectados foi posterior, em torno dos 28
+ 8,0 dias. Portanto, a mortalidade dos camundongos da linhagem BALB/c foi maior,

contudo mais tardia que a dos camundongos da linhagem A (Figura 4.12).
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Figura 4.11 - Parasitemia dos camundongos A e BALB/c infectados pela
via intragastrica com 107 formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi,
isolado SC2005. n=20 camundongos por grupo. Foram considerados

significativos valores com o p < 0,05. **** p < 0.0001.
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Figura 4.12 - Curva de sobrevida dos camundongos A e BALB/c
infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas

metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005. n=20 camundongos por grupo.

59



4.2.3 Avaliacdo do Hemograma

A avaliagdo do hemograma de ambas as linhagens estudadas indicou uma
significativa reducdo nos valores da contagem de hemacias (CH), dosagem de
hemoglobina (Hgb) e no hematdécrito (Hct) aos 14 e 21 dpi, quando comparados aos
valores apresentados pelos camundongos controle néo infectados (Figura 4.13 A -
F).

O acompanhamento destes parametros durante a infeccdo demonstrou um
perfil diferente entre as linhagens. Embora a cinética da contagem de hemacias, de
ambas as linhagens, tenha apontado uma reducado significativa deste parametro
durante a evolucao da infecgao, principalmente entre o 7° e 0 14° dpi, entre 0 14°e o
21° dpi os animais infectados da linhagem A permaneceram mostrando uma
diminuicao significativa do nimero de heméacias. Os animais BALB/c, neste mesmo
periodo, demonstraram um significativo aumento, apesar dos valores observados
ainda estarem abaixo dos apresentados pelos camundongos néo infectados. Esta
variacdo ndo foi observada nos camundongos controle, que permaneceram com
valores semelhantes durante todo o periodo (Figura 4.13 A e B). A cinética da
dosagem de hemoglobina também apontou 0 mesmo padrdo apresentado na
contagem de hemacias. Porém, a expressdo desta proteina apresentou um
significativo aumento entre o 21° e 40° dpi, retornando a valores semelhantes aos
apresentados pelos camundongos néo infectados em ambas as linhagens
estudadas (Figura 4.13 C e D). O acompanhamento do hematdcrito mostrou
significativa redug&o entre o 7° e 0 14° dpi com constantes e significativos aumentos
entre o0 14° e 0 21°, 21° e 40° dpi, nos camundongos infectados da linhagem BALB/c
(Figura4.13 E e F).

De acordo com o exposto, foi possivel observar que a queda nos valores da
contagem de hemécias, da dosagem de hemoglobina e do hematécrito foi mais
acentuada nos camundongos A aos 21 dias e nos BALB/c aos 14. Apos este
acentuado declinio observou-se uma tendéncia de normalizacdo dos paréametros
avaliados (Figura 4.13 A - F).

A andlise do volume corpuscular médio (VCM) também mostrou uma
diminuicdo deste, quando comparou-se os camundongos da linhagem BALB/c
infetados aos néo infectados, aos 21 dpi. A cinética de avaliagdo deste parametro
mostrou uma diminuig&o significativa entre o 14° e 21° dpi, com posterior retorno do

VCM ao valor semelhante apresentado pelos animais controle ndo infectados no 40°
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dpi (Figura 4.13 G e H). Nenhuma alteracdo nesse parametro foi observada nos
animais da linhagem A.

Alteracdes também foram observadas na quantidade de hemoglobina
corpuscular média (HCM) dos animais infectados. Aos 21 dpi, camundongos A e
BALB/c infectados apresentaram uma reducédo deste parametro no sangue (Figura
4.14A e B). No entanto, a concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM)
se manteve estavel durante todo o periodo estudado (Figura 4.14C e D).

A contagem global de leucdcitos (CL) mostrou uma grande elevacdo do
namero destas células no sangue de ambas as linhagens infectadas, aos 21 e aos
40 dpi. O acompanhamento deste parametro indicou um aumento de leucdcitos
entre 0 14° e 21° dpi, e a manutencdo destes valores elevados até o final do
experimento (Figura 4.14E e F). A alteracdo deste parametro foi caracterizada pelo
aumento das populacdbes de monécitos e linfocitos, caracterizando-se uma
monocitose e uma linfocitose respectivamente, além da observacdo de uma atipia
linfocitaria, descrita no laudo do hemograma, em ambos as linhagens de
camundongos.

A contagem de plaquetas (PLT) mostrou valores elevados aos 21 dpi somente

nos camundongos BALB/c infectados (Figura 4.14G e H).
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Figura 4.13 — Eritrograma dos camundongos A e BALB/c controles e
infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005. Foram considerados
significativos valores com o p < 0,05. n=6 camundongos/dpi/grupo.

*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Figura 4.14 — Hemograma dos camundongos A e BALB/c controles e
infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005. n=6 camundongos/dpi/grupo.
Foram considerados significativos valores com o p < 0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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4.2.4 Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas, utilizando o kit CBA, nao evidenciou alteragdes nas
citocinas IL-10, IL-4, IL-2 e IL-17A. No entanto, as citocinas TNF-a, IFN-y e IL-6
apresentaram alteracdes significativas nos animais das linhagens A e BALB/c
infectados com T. cruzi (Figura 4.15).

A dosagem de TNF-a no soro dos camundongos A mostrou elevacdo desta
citocina a partir do 7° dpi atingindo niveis mais altos aos 14 dpi, em torno de 35
pg/mL. A partir deste momento ocorreu uma reducdo dos niveis desta citocina,
porém, estes ainda permaneceram elevados aos 21 dpi, alcancando niveis
semelhantes aos dos animais controle n&o infectados no 40° dpi (Figura 4.15A). A
dosagem de IFN-y nesta mesma linhagem apresentou uma cinética semelhante a
apresentada pelo TNF-a. Porém, o aumento significativo do IFN-y em camundongos
infectados so6 foi observado mais tardiamente, a partir do 14° dpi, onde a dosagem
desta citocina alcangou 397pg/mL (Figura 4.15C). Os animais BALB/c apresentaram
niveis elevados de TNF-a e IFN-y no 14° e 21° dpi. O monitoramento destas
citocinas apontou para um aumento de suas concentracdes entre o 7° e 0 14° dia,
alcancando niveis mais elevados neste momento, com valores de 31lpg/mL e
496pg/mL respectivamente. ApGs alcancarem 0s niveis mais elevados da cinética,
as concentragcdes de TNF-a e IFN-y apresentaram sucessivas redugdes, atingindo
valores semelhantes aos observados nos camundongos controles ndo infectados,
aos 40 dpi (Figura 4.15B e D).

A dosagem de IL-6 nos camundongos A mostrou uma elevacao desta citocina
desde o 7° dpi, no qual foi observada a maior concentracdo desta citocina,
20,31pg/mL, que ainda se mostrou elevada no 14° dpi, apesar de ter seu nivel
reduzido em relacdo ao 7° dpi. Uma reducdo na concentracdo de IL6 foi observada
no 21° dpi, que se manteve aos 40 dpi (Figura 4.15E). Na linhagem BALB/c altos
niveis de IL-6 foram detectados nos dias 7, 14 e 21 dpi, com um pico mais elevado

aos 14 dpi, atingindo 22,2pg/mL e queda destes niveis aos 40 dpi (Figura 4.15F).
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Figura 4.15 — Dosagem de citocinas no soro dos camundongos A e
BALB/c controles e infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005.

n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores
como p <0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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4.2.5 Histopatologia

As analises histopatolégicas dos tecidos de camundongos dos diferentes
grupos foram realizadas no 7°, 14°, 21° e 40° dias apoés a infec¢do. Foram avaliadas
alteracdes da morfologia tecidual, presenca de infiltrados inflamatorios, presenca de
ninhos de parasitos, aléem de alteracbes no colageno, no sistema digestorio, no

coracéo e no figado.

4.2.5.1 Andlise histolégica dos 6rgéos dos animais controle ndo infectados

A avaliacdo histolégica dos 6rgados dos animais dos grupos controles nao
infectados das linhagens A e BALB/c mostrou o aspecto normal dos tecidos, nos

quais altera¢des morfolégicas ndo foram observadas.

4.2.5.2 Analise histopatolégica os 6rgdos dos camundongos da linhagem A
infectados pela via intragastrica (IG) com formas tripomastigotas

metaciclicas de T.cruzi.

Aos sete dias ap6s a infeccdo foram observados pequenos focos de
infiltrados inflamatdrios difusos no estdbmago e no coragdo. Na camada mucosa e
submucosa da regido glandular do estdmago foi observada a presenca de
numerosos linfécitos, além de eosindfilos e neutrofilos. Nas camadas musculares
deste 6rgdo foi notado o intumescimento das fibras musculares com pequenos focos
de infiltrado inflamatério linfomonocitario (Figura 4.16A e B). A coloracdo de
Picrosirius Red mostrou a associacdo dos infiltrados inflamatorios com a distribuicéo
do colageno, indicando uma reorganizacao destas fibras no tecido (Figura 4.16C). O
coracdo apresentou infiltrados leves (+) compostos essencialmente por linfocitos
localizados no atrio (Figura 4.16D).
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Figura 4.16 - Histopatologia do estdbmago e coracédo de camundongos da
linhagem A infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 7 dpi. (A, B
e C) - Estbmago. (A) infiltrados inflamatorios (HE); (B) Infiltrado
inflamatorio difuso na mucosa e submucosa (HE); (C) Associacdo dos
infiltrados inflamatérios com a distribuicdo do colageno (Picrosirius Red);
(D) Coragéo, regido atrial, com infiltrado inflamatoério leve (HE).
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Aos 14 dias de infeccdo foram observados infiltrados inflamatérios de
diferentes intensidades e distribuicdo no esbéfago, estbmago, coracédo e figado dos
animais infectados. A presenca de células inflamatdrias esparsas foi observada nas
camadas musculares do eséfago (Figura 4.17A). O estdbmago apresentou uma
grande circulacdo de células inflamatérias, com infiltrados inflamatorios difusos e
intensos (+++) que se estenderam da camada mucosa a muscular (Figura 4.17B).
Na mucosa e submucosa da regido glandular, o infiltrado era composto
essencialmente por linfocitos. Infiltrados inflamatérios foram frequentemente
observados no local de transicdo entre as regides glandular e aglandular na camada
submucosa, sendo compostos por linfocitos, macréfagos e plasmécitos (Figura
4.17C). Nas camadas musculares deste 6rgdo, o infiltrado encontrava-se entre as
fibras musculares, causando o divulsionamento das mesmas. A distribuicdo das
células inflamatoérias, nesta regido, estava associada ao tecido conjuntivo que
reveste as fibras musculares (Figura 4.17D). Neste momento da infeccao, também
pode ser constatada a co-localizacao entre fibras de colageno e células inflamatorias
(Figura 4.17E e F).

No coracédo, o atrio se apresentou muito mais inflamado que o ventriculo, com
divulsionamento das fibras musculares (Figura 4.18A), além de um discreto aumento
no numero de células inflamatérias, quando comparado ao observado no 7° dpi.
Contudo, os infiltrados, compostos por linfécitos, macréfagos e alguns plasmacitos,
eram localizados, principalmente, no pericardio e endocérdio (Figura 4.18B - D). Em
ambas as regides, atrio e ventriculo, foi observada a redistribuicdo de fibras de
coldgeno, a qual estava associada a presenca de infiltrados inflamatérios e poucos
ninhos de T. cruzi (Figura 4.18E e F).

A partir do 14° dpi o figado dos animais infectados apresentou pequenos
focos de células inflamatédrias, essencialmente linfécitos e macrofagos, além da
presenca de megacariocitos e precursores eritréides (Figura 4.19A e B). A

distribuicdo de colageno se mostrou pouco alterada neste érgdo (Figura 4.19C).
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Figura 4.17 - Histopatologia do esdfago e estbmago de camundongos da
linhagem A infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A)
Esofago com infiltrados inflamatorios (HE); (B, C D e E) — Estébmago. (B)
Infiltrado inflamatorio difuso (HE); (C) Infiltrado inflamatorio no local de
transicdo entre as regides glandular e aglandular (HE); (D) Células
inflamatodrias associadas ao tecido conjuntivo denso (HE); (E, F)
Associagdo dos infiltrados inflamatérios com a distribuicdo do colageno
(Picrosirius Red).
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Figura 4.18 - Histopatologia do coracdo de camundongos da linhagem A
infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A) Atrio com
infiltrados inflamatorios (HE); (B) Ventriculo com infiltrado inflamatério
difuso (HE); (C) Ventriculo com infiltrado inflamatério proximo ao
pericardio (HE); (D) Ventriculo com infiltrado no endocéardio (HE); (E)
atrio com infiltrados inflamatérios associados a distribuicdo do coldgeno
presenca de ninhos do parasito (seta) (Picrosirius Red); (F) Ventriculo

com infiltrados inflamatorios associados a distribuicdo do coldgeno
(Picrosirius Red).
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infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A) Infiltrados
inflamatérios focais (HE); (B) Linfécitos, macrofagos e megacariocitos
(seta) (HE); (C) Associacéo dos infiltrados inflamatérios com o colageno
(Picrosirius Red).
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Aos 21 dpi a intensidade dos infiltrados inflamatorios foi maior. Nas camadas
musculares do es6fago foram observados infiltrados inflamatérios difusos de
moderada intensidade (++) (Figura 4.20A). No estdmago, as mesmas regides
afetadas aos 14 dpi, também sofreram alteracbes aos 21 dias, porém, as lesdes
teciduais entre as fibras musculares foram maiores tanto na regido glandular quanto
na aglandular (Figura 4.20B e C). Nas camadas musculares foram observadas pelo
Picrosirius Red alteragbes na quantidade e na distribuicdo das fibras colagenas, as
quais estavam associadas aos infiltrados inflamatérios (Figura 4.20D).

Neste momento da infeccdo o coracdo apresentou infiltrados inflamatorios
compostos por linfocitos maiores, com nucléolo evidente e plasmacitos,
divulsionando fibras musculares. O atrio ainda se apresentou mais acometido que o
ventriculo, sendo o pericardio e endocardio as regiées mais inflamadas (Figura
4.21A). Apesar do numero de células inflamatérias ser menor no ventriculo, somente
nesta regido foram observados ninhos de parasitos, 0s quais estavam associados a
um infiltrado inflamatério linfomonocitario, disposto ao longo da fibra muscular
(Figura 4.21B). A coloracdo por Picrosirius Red revelou um possivel aumento na
guantidade e uma redistribuicdo de colageno, presentes principalmente nas regides
inflamadas (Figura 4.21C). Notou-se ainda a presenca de “milky spot” ativado,
proximo ao 6rgéo (Figura 4.21D).

O exame do figado, aos 21 dias de infeccdo, mostrou infiltrado inflamatorio
heterogéneo e focal leve (+) com a presenca de células eritrdides. Observou-se
também a presenca de mitose e megacariocitos circulantes. A analise da coloragéo
por Picrosirius Red indicou a ocorréncia de biogénese e redistribuicdo das fibras de
colageno (Figura 4.21E e F).

No momento final do estudo, aos 40 dpi, ocorreu uma reducéo da inflamacéao
no esodfago e estbmago, embora os padrdes de localizagao e distribuicdo tenham se
mantido (Figura 4.22A e B). No coragéo, foi observada lesdo tecidual acompanhada
de uma grande circulacdo de linfocitos e plasmacitos, principalmente no &trio,
pericardio e endocardio (Figura 4.22C e D). Intenso infiltrado linfomonocitario foi
observado no tecido adiposo préximo a regido do atrio (Figura 4.22E). O figado
apresentou as mesmas alteracbes observadas aos 21 dias de infeccdo (Figura
4.22F).
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Figura 4.20 - Histopatologia do esdfago e estbmago de camundongos da
linhagem A infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 21 dpi. (A)
Es6fago com infiltrados inflamatérios difuso moderado (HE); (B, C, D) -
Estébmago. (B) infiltrado inflamatorio difuso na regido glandular (HE); (C)
Infiltrado inflamatério na submucosa e camadas musculares da regiao
aglandular (HE); (D) Associacdo dos infiltrados inflamatorios com a
distribuicdo do colageno (Picrosirius Red).
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Figura 4.21 - Histopatologia do coracéo, tecido adiposo adjacente e
figado de camundongos da linhagem A infectados pela via intragastrica
com 107 formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005,
aos 21 dpi. (A, B, C e D) Coracdo. (A) Endocardio com infiltrado
inflamatoério difuso (HE); (B) Regido do ventriculo, proxima ao atrio, com
infiltrado e ninho de parasito (HE); (C) Associagdo dos infiltrados
inflamatorios com a distribuicdo do colageno (Picrosirius Red); (D) Tecido
adiposo com “Milky-spot” ativado proximo ao coracdo (HE); (E) Figado
com infiltrados inflamatérios focais, detalhe em F (HE).
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Figura 4.22 - Histopatologia do esb6fago, estdmago, coracdo, tecido
adiposo adjacente e figado de camundongos da linhagem A infectados
pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas metaciclicas de T.
cruzi, isolado SC2005, aos 40 dpi. (A) Esb6fago com infiltrados
inflamatérios (HE); (B) Estdbmago com infiltrado inflamatério difuso na
regido glandular (HE); (C e D) Coragdo. (C) Atrio com infiltrado
inflamatério difuso moderado (HE); (D) Ventriculo com infiltrado
inflamatério difuso moderado (HE); (E) Tecido adiposo proximo ao atrio
com grande presenca de células inflamatérias (HE); (F) Figado com
infiltrados inflamatérios focais (HE).
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4.2.5.3 Analise histopatolégica dos o6rgdos dos camundongos da linhagem
BALB/c infectados pela via intragastrica (IG) com formas
tripomastigotas metaciclicas de T.cruzi.

Ao contrario do observado nos camundongos infectados da linhagem A, os
animais da linhagem BALB/c ndo apresentaram nenhuma alteracdo histopatoldgica
no esofago, em nenhum momento da infecgao.

Aos sete dias de infeccdo, o estbmago apresentou infiltrado inflamatério
heterogéneo e focal leve (+) nha camada mucosa, principalmente na regido da lamina
prépria (Figura 4.23A). Pouca alteracdo do colageno foi notada neste periodo. O
coracdo apresentou infiltrado inflamatdrio leve (+) e difuso, principalmente no atrio
(Figura 4.23B). O figado também apresentou infiltrado inflamatério focal e leve (+),
préximo aos vasos, com rearranjo de colageno ocasionado pelo extravasamento
celular em direcao ao tecido (Figura 4.23C e D).

Com a evolugdo da infec¢ao foi observado um aumento da intensidade e da
extensdo dos infiltrados inflamatérios nos diferentes 6rgdos analisados. Aos 14 dpi
foram observados infiltrados inflamatérios tanto na lamina prépria da regido
glandular e aglandular, como na camada serosa, ocasionando o divulsionamento de
fibras e edema (Figura 4.24A - C). Pouca reestruturacdo do colageno foi evidenciada
neste momento do experimento,

No coracdo, aos 14 dpi, foi observado moderado infiltrado inflamatoério (++),
sendo o atrio a regido mais acometida (Figura 4.25A). No ventriculo, pericardite
intensa foi notada, além de células de natureza predominantemente linfoide, as
quais estavam presentes no endocardio e pequenos infiltrados localizados no
miocardio. Nucleos apoptéticos e inumeros ninhos de parasitos puderam ser
visualizados, também associados a granulécitos (Figura 4.25B — E). Aparente
colagenogénese e redistribuicdo de fibras do sistema colageno foram observadas
entre as fibras musculares, e estavam associadas ao infiltrado inflamatério (Figura
4.25F).
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Figura 4.23 - Histopatologia do estébmago, coracdo e figado de
camundongos da linhagem BALB/c infectados pela via intragastrica com
107 formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos
7 dpi. (A) Estdbmago com infiltrados inflamatorios (HE); (B) Coragdo com
infiltrado inflamatério difuso no atrio (HE); (C e D) Figado. (C) Infiltrado
inflamatorio ao redor dos vasos (HE); (D) Associacdo dos infiltrados
inflamatoérios com a distribuicdo do colageno (Picrosirius Red).
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Figura 4.24 - Histopatologia do esttmago de camundongos da linhagem
BALB/c infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A) Infiltrados
inflamatdrios da camada mucosa até a serosa (HE); (B) Infiltrados
inflamatérios com divulsionamento de fibras e edema na camada
glandular (HE); (C) Infiltrado inflamatério na lamina propria da camada
aglandular (HE).
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Figura 4.25 - Histopatologia do coracdo de camundongos da linhagem
BALB/c infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A) Atrio com
infiltrado inflamatério difuso (HE); (B) Pericardio com infiltrado e ninho de
parasitos (setas) (HE); (C) Ninho de T. cruzi (seta) em ventriculo (HE);
(D) Células inflamatérias em ventriculo (HE); (E) Endocardio com
infiltrados inflamatérios e ninhos (setas) (HE); (F) Associacdo dos
infiltrados inflamatoérios com a distribuicdo do coldgeno (Picrosirius Red).
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Neste mesmo tempo de infeccdo, o figado destes animais apresentou
infiltrados inflamatoérios, essencialmente mononucleares, leves (+) e focais
distribuidos regularmente por todo o o6rgédo (Figura 4.26A). Foram observados
granuldcitos, plasmaocitos e megacariocitos circulando no tecido (Figura 4.26B). Além
disso, foram observados pequenos focos de reorganizacdo de colageno no
parénquima do 6rgdo e proximo aos vasos hepaticos, com extravasamento celular
em direcao ao tecido (Figura 4.26C).

Aos 21 dpi o estbmago apresentou um maior acometimento tecidual, com
infiltrados inflamatérios intensos (+++) e difusos, principalmente localizados na area
de transicdo entre as regides glandular e aglandular. Foi notada a presenca de
edema, fibrose e o divulsionamento de fibras das camadas musculares, causada
pela presenca de infiltrados inflamat6rios mononucleares, com linfécitos pequenos e
células linfoblastoides (Figura 4.27A — C). Além disso, uma alteracdo na distribuicao,
organizagdo e sugestivo aumento de fibras do sistema colageno foi observado nas
camadas muscular e lamina prépria deste 6rgéo, estando associadas a presenca de
células inflamatorias (Figura 4.27D).

O coracéo aos 21 dpi, assim como o estdmago, apresentou alteracbes mais
severas. Infiltrados mononucleares, com linfocitos ativados e células linfoblastoides,
plasmacitos e pontos apoptoticos foram observados no atrio e ventriculo, levando a
uma leséo de fibras musculares com necrose, além de edema. Ninhos de parasitos
também foram visualizados neste momento da infec¢cdo, associados ou ndo aos
ambientes inflamatorios (Figura 4.28A — C). Reorganizacao e redistribuicdo de fibras
colagenas foram observadas pela coloracao por Picrosirius Red nos mesmos locais
onde estavam presentes infiltrados inflamatérios (Figura 4.28D).

Neste momento da infeccdo o figado apresentou infiltrados inflamatorios
semelhantes aos observados no 14° dpi, porém menos intensos. A presenca de
megacariocitos também foi observada aos 21 dpi (Figura 4.28E e F).
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Figura 4.26 - Histopatologia do figado de camundongos da linhagem
BALB/c infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 14 dpi. (A) Infiltrados
inflamatoérios focais (HE); (B) Infiltrados inflamatérios com
megacariécitos (seta) (Giensa); (C) Reorganizacdo de colageno
associado ao infiltrado inflamat6rio (Picrosirius Red).
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BALB/c infectados pela via intragastrica com 107 formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 21 dpi. (A) Infiltrados
inflamatérios (HE); (B) Camadas musculares com divulsionamento de
fibras (HE); (C) Regido aglandular com infiltrado inflamatério difuso (HE);
(D) Associagdo dos infiltrados inflamatérios com produgdo e
redistribuicdo do colageno (Picrosirius Red).
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Figura 4.28 - Histopatologia do coracéo e figado de camundongos da
linhagem BALB/c infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos 21 dpi. (A,
B, C e D) Corac&o. (A) Atrio com intensos infiltrados inflamatdrios difusos
(HE); (B) Ventriculo com infiltrado inflamatério difuso e ninhos de parasito
(HE); (C) Ventriculo com infiltrado inflamatério associado ao ninho de
parasito (HE); (D) Associacdo dos infiltrados inflamatérios com a
distribuicdo do colageno (Picrosirius Red); (E e F) Figado. (E) Infiltrados
inflamatorios focais com megacariocitos circulantes (HE; Giemsa); (F)
Reorganizacao de colageno proximo aos vasos hepaticos e associado ao
extravasamento celular (Picrosirius Red).
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Com o decorrer da infeccéo, as alteracdes histopatolégicas observadas foram
menos intensas. Ninhos de parasitos ndo foram mais observados em nenhum dos
orgdos estudados e os infiltrados inflamatorios observados nos diferentes 6rgaos,
foram mais brandos apesar de atingirem as mesmas regifes ja descritas
anteriormente. Aos 40 dpi o estbmago apresentou um espessamento da lamina
propria, além da presenca de infiltrados inflamatorios nas camadas musculares das
regibes glandular e aglandular do 6rgdo (Figura 4.29A e B). No coracdo, um
infiltrado linfoblastoide difuso, de média intensidade, foi identificado. Um maior
acometimento do atrio, com elevado numero de células inflamatérias, edema e
destruicdo de fibras, em relagdo ao ventriculo, também pode ser observado neste
momento da infeccdo (Figura 4.29C e D). O figado apresentou infiltrado inflamatério
focal no parénquima do érgdo e ao redor dos vasos hepaticos, com alteracdo na

distribuicdo do colageno (Figura 4.29E e F).
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Figura 4.29 - Histopatologia do estébmago, coracdo e figado de
camundongos da linhagem BALB/c infectados pela via intragastrica com
107 formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005, aos
40 dpi. (A e B) Estbmago. (A) Infiltrados inflamatdrios na transicdo entre
a regido glandular e aglandular e nas camadas musculares (HE); (B)
Alteracdo na distribuicdo das fibras de colageno (Picrosirius Red); (C e
D) Coracéo. (C) Infiltrado inflamatdrio difuso e moderado na regido entre
atrio e ventriculo (HE); (D) Ventriculo com infiltrado inflamatério e
reorganizagdo do colageno (Picrosirius Red); (E e F) Figado. (E)
Presenca de células inflamatérias ao redor dos vasos hepaticos
causando alteracé@o das fibras colagenas (janela); (HE; Picrosirius Red);
(F) Infiltrados inflamatdrios focais (HE).
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4.2.6.1 Coracgéo

A populagéo de linfécitos T CD3* no coracdo se mostrou pouco alterada entre
os camundongos infectados e os controles ndo infectados. Um pequeno aumento,
desta populacdo pode ser observado, aos 7 dpi, nos animais da linhagem A
infectados (Figura 4.30A e B).

A subpopulacdo de linfocitos T CD4* se manteve estavel durante todo o
estudo, ndo apresentando alteracdo em nenhum momento da infeccdo nos
camundongos da linhagem A e BALB/c (Figura 4.30C e D).

Os linfécitos T CD8* apresentaram um grande aumento em sua populagdo em
ambas as linhagens de camundongos infectados. Na linhagem A, um aumento no
namero desta subpopulacao de linfocitos foi observado a partir do 14° dpi até os 40°
dpi, alcancando um numero de células oito vezes maior, em relacdo aos controles
nao infectados, no 21° dpi (Figura 4.30E). Na linhagem BALB/c, o aumento no
namero de linfécitos T CD8* foi notado no 21° e 40° dpi, chegando a representar
36% da populacéo de linfécitos totais no 21° dpi (Figura 4.30F).

Apesar de se observar elevacdo do niumero de linfécitos T CD8* nos animais
infectados de ambas as linhagens, a subpopulacdo de linfécitos T CD4* foi
significativamente maior durante quase todo o estudo, embora n&o tenha se
observado diferenca significativa quando se comparou o numero de linfécitos T
CD4* dos animais infectados com o dos animais controles néo infectados.

Um aumento na subpopulacéo de linfécitos T CD4*/T CD8* foi observado em
ambas as linhagens de camundongos infectados. Este aumento foi expressivo aos
21 dpi entre os animais da linhagem A, abrangendo 17% da populacéo de linfécitos,
e aos 40 dpi entre os da linhagem BALB/c, representando 26% desta populacao
(Figura 4.30G e H).
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Figura 4.30 — Analise da dinamica de subpopulacbes de linfécitos T
CD3*, CD4* e/lou CD8* no coracdo de camundongos A e BALB/c
controles e infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005.

n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores
como p <0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Assim como o perfil semelhante apresentado pelos animais de ambas as
linhagens quanto a distribuicdo de linfécitos T, a quantificacdo de linfocitos B CD19*
foi similar entre os animais infectados. Camundongos A infectados apresentaram
uma reducdo do numero de linfécitos B CD19*quando comparados aos controles
nao infectados, sendo mais expressiva aos 14 dpi. Neste ponto, a populacdo de
linfécitos B CD19* estava em torno de 24% nos camundongos controle e proximo a
11% nos infectados (Figura 4.31A). Animais infectados da linhagem BALB/c exibiram
uma menor porcentagem de linfécitos B CD19* durante todo o estudo. Esta reducéao,
em relacdo ao grupo controle foi significativa no 21° dpi, quando a populacdo de
linfocitos B CD19* correspondia a menos de 3% nos camundongos infectados e a
13% nos néo infectados (Figura 4.31B).

Assim como as populacbes de linfocitos T CD4*, a porcentagem de
macrofagos F4/80* foi semelhante aos respectivos grupos controles em ambas as
linhagens estudadas (Figura 4.31C e D).

Os aumentos observados nas diferentes populagdes celulares nos grupos de
animais infectados corroboram com os resultados que mostraram a elevacdo da
porcentagem de células infamatdrias encontradas no coragdo destes animais. Na
linhagem BALB/c foi observado um aumento de células localizadas na regido de
linfécitos e macréfagos, a partir do 14° dpi, quando comparou-se animais infectados
com os controles nao infectados. Este aumento foi mais expressivo aos 21 dpi,

guando o numero destes tipos celulares quase quadriplicou (Figura 4.31E e F).
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Figura 4.31 — Andlise da dindmica de populac6es de linfocitos B CD19*,
macrofagos F4/80* e células inflamatodrias no coragdo de camundongos A
e BALB/c controles e infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005.

n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores
como p < 0,05.

*p < 0.05; *** p < 0.001.
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4.2.6.2 Figado

No figado dos animais estudados o perfil da distribuicdo das subpopulacdes T
CD3* e T CD4" foi semelhante, mostrando uma pequena reducgdo destas células nos
camundongos infectados quando comparadas ao grupo controle, no 14° dpi (Figura
4.32A — D). Camundongos da linhagem A apresentaram uma reducao de linfocitos T
CD3* mais significativa aos 14 dpi (Figura 4.32A). Linfécitos T CD4* corresponderam
a uma porcentagem significativamente menor, aos 14 dpi, nos animais infectados da
linhagem A (59%) e da linhagem BALB/c (48%) em relacdo aos seus respectivos
controles (Figura 4.32C e D).

Contrariamente, a subpopulacdo de linfécitos T CD8* apresentou um
aumento, a partir do 14° dia, nos animais infectados pelo T. cruzi. Um aumento
expressivo deste tipo celular foi observado no 14°, 21° e 40° dpi nos animais
infectados da linhagem A, representando entre 11% e 15% da populacdo de
linfocitos T CD3* (Figura 4.32E). Nos camundongos BALB/c este aumento foi mais
significativo nos 21 e 40 dpi, chegando a quase 20% neste ultimo tempo (Figura
4.32F).

A subpopulacdo de células duplo positivas CD4*/CD8* apresentou um perfil
de distribuicdo semelhante ao dos linfocitos T CD8*. O aumento desta subpopulacao
de linfécitos foi observado em ambas as linhagens de camundongos infectados. Este
aumento foi expressivo aos 14 dpi entre 0os animais da linhagem A, abrangendo 5%
da populacdo de linfocitos, e aos 21 e 40 dpi entre os da linhagem BALB/c,
representando 5% e 3% desta populacao, respectivamente (Figura 4.32G e H).

Embora tenha sido observada uma elevacdo da porcentagem de linfocitos T
CD8* nos animais infectados e tenha ocorrido uma diminuicdo na subpopulacédo de
linfécitos T CD4*, em ambas as linhagens, a porcentagem desta ultima foi

significativamente maior durante todo o estudo.
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Figura 4.32 — Analise da dindmica de subpopulagbes de linfécitos T
CD3*, CD4* e/ou CD8* no figado de camundongos A e BALB/c controles
e infectados pela via intragastrica com 10’ formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005. n=6 camundongos/dpi/grupo.
Foram considerados significativos valores com o p < 0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.0001.
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Assim como as populacdes de linfécitos T CD3* e subpopulacdo de linfocitos
T CD4*, a porcentagem de macréfagos F4/80* apresentou uma reducdo em ambas
as linhagens de animais infectados. Sendo discreta nos camundongos BALB/c, em
todos os tempos, e significativa aos 14 dpi no grupo de camundongos da linhagem A
infectados (Figura 4.33A e B).

A quantificagdo de linfocitos B CD19* demonstrou um aumento desta
populacdo celular nas duas linhagens de camundongos submetidas a infecgéo, a
partir do 14° dpi. Animais A infectados apresentaram uma elevacédo do numero deste
tipo celular entre o 7° e 0 14° dpi, sendo que neste ultimo tempo a porcentagem de
linfécitos B CD19* foi duas vezes maior que a observada nos controles (Figura
4.33C). Nos camundongos BALB/c infectados ocorreu um aumento de trés vezes
desta populacéo de linfocitos entre o inicio (7 dpi) e o final do experimento (40 dpi).
Aos 40 dias de infeccao foi observado uma porcentagem média de 6% de linfocitos
B CD19* entre os animais BALB/c infectados, enquanto os camundongos BALB/c
nao infectados apresentaram uma populagdo em torno de 3%, sendo esta diferenca
significativa (Figura 4.33D). Pouca variacdo foi observada na porcentagem de
megacariécitos CD41* entre os grupos estudados (Figura 4.33E e F).

As flutuacbes quantitativas observadas nas diferentes populacdes celulares
nos grupos de animais infectados resultaram no aumento total da porcentagem de
células infamatoérias encontradas no figado desses animais. Durante todo o
experimento foi observada, em ambas as linhagens de camundongos infectados,
uma elevagdo na porcentagem de células localizadas na regido de linfocitos e
macréfagos (Figura 4.33G e H). Este aumento foi mais expressivo na linhagem A
aos 14 e 21 dpi, quando o numero destes tipos celulares se apresentou em torno de
33% e 26% respectivamente (Figura 4.33G).

97



Figura 4.33 — Analise da dinamica de populac6es de linfocitos B CD19*,
macrofagos F4/80*, megacariocitos CD41* e células inflamatérias no
figado de camundongos A e BALB/c controles e infectados pela via
intragastrica com 107 formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi,
isolado SC2005. n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados
significativos valores com o p < 0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.0001.
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4.2.6.3 Sangue

A andlise do perfil de linfécitos T CD3* no sangue dos animais inoculados
com T. cruzi, pela via IG, mostrou pouca variacdo em relacdo aos camundongos
controle ndo infectados (Figura 4.34A e B). Somente aos 7 dpi foi observado um
aumento desta populacdo nos camundongos BALB/c infectados (Figura 4.34B).

A porcentagem da subpopulacdo de linfocitos T CD4* apresentou uma
tendéncia a reducédo a partir do 14° dpi na linhagem A e a partir do 7° dpi na
linhagem BALB/c, em relacdo as respectivas linhagens controle ndo infectadas. Esta
reducao foi expressiva aos 21 e 40 dpi, de aproximadamente 25% nos animais da
linhagem A e aos 21 dpi, chegando a 30% nos BALB/c (Figura 4.34C e D). Além
disso, a avaliacdo da cinética de linfécitos T CD4* apontou uma reducdo desta
subpopulacdo ao longo da infeccdo na linhagem A. Inversamente a diminuicdo
apresentada pela populacédo de linfécitos T CD4*, a subpopulacdo de linfécitos T
CD8" apresentou um aumento, a partir do 7° dpi, nos animais da linhagem A
infectados, e a partir do 14° dpi nos camundongos BALB/c infectados. Um aumento
expressivo deste tipo celular foi observado no 14°, 21° e 40° dpi nos animais
infectados da linhagem A, representando entre 35% e 44% da populacdo de
linfocitos T CD3* (Figura 4.34E). Nos camundongos BALB/c este aumento foi mais
significativo nos 21 e 40 dpi, chegando a quase 49% o total deste tipo celular neste
altimo tempo (Figura 4.34F).

Apesar da elevacao progressiva da porcentagem de linfocitos T CD8* e da
diminuicdo na subpopulagdo de linfocitos T CD4* observadas em ambas as
linhagens durante a infeccdo, a porcentagem desta ultima foi maior durante todo o
estudo, sendo esta diferenca significativa durante os dias mais iniciais da infec¢éo.
No entanto, com o avanco da infec¢cdo ocorreu uma reducdo da diferenca entre
esses tipos celulares.

A avaliacao da subpopulacédo de células duplo positivas CD4*/CD8* mostrou
um padréo de elevacdo semelhante ao observado nos linfocitos T CD8*. O aumento
desta subpopulacdo de linfécitos foi observado em ambas as linhagens de
camundongos infectados. Este aumento foi expressivo aos 14, 21 e 40 dpi entre os
animais da linhagem A, abrangendo de 24% a 30% da populacdo de linfécitos, e
progressivo na linhagem BALB/c, sendo mais significativo aos 21 e 40 dpi,

representando 24% e 28% desta populacao, respectivamente (Figura 4.34G e H).
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Figura 4.34 — Andlise da dinamica de subpopulacdes de linfocitos T
CD3*, CD4* elou CD8* no sangue de camundongos A e BALB/c
controles e infectados pela via intragastrica com 107 formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005.

n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores
como p <0,05.

*p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Durante toda a infeccdo foi observada uma reducdo da populacdo de
linfécitos B CD19*. Camundongos A infectados apresentaram uma diminui¢éo
expressiva em todos os pontos estudados. Aos 21 dpi a porcentagem de linfécitos B
CD19*, nestes animais, foi quase sete vezes maior que a observada nos controles
nao infectados (Figura 4.35A). Camundongos BALB/c infectados exibiram uma
reducao significativa desta populacdo aos 21 e 40 dpi. Aos 21 dpi a reducéo foi mais
acentuada e uma media de 6,68% de linfocitos B CD19* foi observada entre os
animais BALB/c infectados, enquanto o controle ndo infectado apresentou uma
populacdo em torno de 28% (Figura 4.35B).

As variagbes quantitativas, das diferentes populagdes celulares analisadas,
resultaram no aumento total da porcentagem de células infamatérias encontradas no
sangue dos animais infectados. Durante o experimento foi observada uma tendéncia
a elevacdo na porcentagem de células localizadas na regido de linfocitos e
macréfagos (Figura 4.35C e D). Este aumento foi mais expressivo na linhagem A
aos 7 e 21 dpi, quando o numero destes tipos celulares se apresentou em torno de
80% (Figura 4.35C). Nos camundongos BALB/c infectados, uma reducédo destes
tipos celulares foi observada aos 14 dpi em relacéo ao controle, porém a partir deste
momento da infec¢do, a cinética deste parametro, entre os infectados, evidenciou

um aumento, retornando aos niveis de normalidade (Figura 4.35D).
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Figura 4.35 — Analise da dinamica de popula¢des de linfécitos B CD19* e
células inflamatérias no sangue de camundongos A e BALB/c controles e
infectados pela via intragastrica com 10’ formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, isolado SC2005. n=6 camundongos/dpi/grupo.
Foram considerados significativos valores com o p < 0,05.

*p £ 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; *** p < 0.0001.
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4.2.7 PCR guantitativo em Tempo Real (q-PCR)

Ambas as linhagens de camundongos infectados apresentaram maior carga
parasitaria no estdbmago, aos 14 dpi. Os camundongos A apresentaram carga
parasitaria significativamente maior que os camundongos BALB/c (Figura 4.36B).
Um aumento da carga parasitaria foi observado entre o 7° e o 14° dpi, com uma
posterior reducdo entre o 14° e o 21° dpi. Este mesmo padrdo foi visto nos
camundongos A infectados (Figura 4.36C).

A quantificagdo do DNA de T. cruzi no coragéo evidenciou que em ambas as
linhagens de camundongos infectados houve um aumento da carga parasitaria aos
14 e 21 dpi. Os camundongos BALB/c apresentaram carga parasitaria
significativamente maior que os camundongos A, principalmente aos 21 dpi. Um
aumento da carga parasitaria foi observado entre o 7° e 0 14° e entre este Ultimo e o
21° dpi, com posterior reducado entre os dias 21 e 40 apos a infeccdo em ambas as
linhagens (Figura 4.37B e C).

Em ambas as linhagens a quantidade de DNA de T. cruzi no estbmago se
apresentou elevada mais recentemente, aos 14 dpi, seguida de progressivas
reducdes. Contrariamente, no coracdo a carga parasitaria se apresentou elevada a
partir dos 14 dpi, alcancando as maiores dosagens aos 21 dpi, com posterior queda.
No periodo final da infeccao, aos 40 dpi, a carga parasitaria em ambos os 6rgéos foi
significativamente reduzida, quando comparada aos momentos anteriores. Além
disso, também ficou evidente a maior quantificacdo de DNA do T. cruzi no coracao

de ambas as linhagens em relacéo ao estobmago (Figura 4.38A e B).
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Figura 4.36 — Quantificacdo de DNA do T. cruzi, por gPCR, no estdmago
de camundongos A e BALB/c infectados pela via intragastrica com 107
formas tripomastigotas do isolado SC2005. n=6 camundongos/dpi/grupo.
Foram considerados significativos valores com o p < 0,05. *p < 0.05; ** p

< 0.01. 106
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Figura 4.37 — Quantificagcdo de DNA do T. cruzi, por gPCR, no coracao
de camundongos A e BALB/c infectados pela via intragastrica com 10
formas tripomastigotas metaciclicas do isolado SC2005.
n=6 camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores
como p =0,05. *p =£0.05; ** p <0.001; *** p < 0.0001.
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Figura 4.38 — Quantificacdo de DNA de T. cruzi, por gPCR, no estébmago
e coracdo de camundongos A e BALB/c infectados pela via intragastrica
com 10’ formas tripomastigotas do isolado SC2005. n=6
camundongos/dpi/grupo. Foram considerados significativos valores com
op <0,05.

***p < 0.001; *** p < 0.0001.
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5 DISCUSSAO

E sabido que a infeccdo pelo T. cruzi, assim como em outras infeccdes
parasitarias, acontece através da interacdo de fatores relacionados ao parasito e ao
hospedeiro, sendo a via de infeccdo considerada um fator importante para a
ocorréncia da doenca e um determinante na forma de evolugdo da mesma. Doencas
parasitarias de origem alimentar sdo geralmente pouco consideradas, porém,
tornaram-se mais comuns ao longo dos anos (Dorny et al. 2009). Dentre elas,
destacam-se o0s casos de doenca de Chagas aguda proveniente dos surtos
frequentemente observados pela ingestdo de alimentos contaminados pelo parasito
(Yoshida et al. 2011). A transmisséao oral do T. cruzi tem um carater habitual primitivo
no ciclo enzodtico, ocorrendo a ingestdo de vetores infectados por mamiferos
suscetiveis (WHO 2002).

No presente trabalho avaliamos, em camundongos das linhagens Swiss
Webster, A e BALBI/c, as alteracbes imunopatoldgicas da infeccao pelo T. cruzi,
isolado SC2005, o qual é proveniente de um surto agudo de doenca de Chagas oral.

Na primeira parte deste estudo, grupos de camundongos Swiss Webster
foram infectados pelas vias intragastrica (IG) ou intraperitoneal (IP) com formas
tripomastigotas derivadas de cultura celular, do isolado SC2005, o qual foi
caracterizado como pertencente ao subgrupo Tc Il. Os resultados obtidos utilizando-
se as duas diferentes vias de infeccdo indicam uma clara diferenca na parasitemia,
mortalidade e taxa de infeccéo.

Os dois grupos de animais, infectados tanto pela pela via IP quanto pela via
IG, apresentaram duplo pico parasitémico, padrdo semelhante ao observado por
Andrade et al. (2011) em experimentos com camundongos Swiss Webster
inoculados com outros isolados, também pertencente ao DTU Tcll. Estudos
realizados por Dias et al. (2013) também mostraram uma maior parasitemia maior e
mais precoce dos camundongos Swiss Webster infectados pela via IP com isolados
de T. cruzi pertencentes a diferentes DTUs.

Uma correlacao significante foi observada entre a parasitemia e a contagem
de leucécitos nos animais infectados. Guedes et al. (2012) também observaram uma
relacdo, embora ndo significativa, entre os numeros de células sanguineas e a

parasitemia de cées infectados com formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y
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de T. cruzi pela via IP. No nosso estudo os animais infectados pela via IG mostraram
um padrédo de leucocitose a partir do dia de maior pico de parasitemia, o qual
permaneceu até o final do experimento. As populacdes de linfocitos e neutrdéfilos se
apresentaram elevadas neste momento. Uma correlacado significativa foi observada
entre a parasitemia e a contagem de mondcitos, onde um aumento desta populacao
foi observado no momento do maior pico da parasitemia. Indicando um importante
papel da resposta imune do hospedeiro contra a presenca do parasito. A populacao
de eosinofilos se mostrou reduzida em alguns momentos da infec¢do independente
da via de infeccdo utilizada. De acordo com Valent et al. (2012) esta reducao pode
ser explicada, provavelmente, pela acdo de citocinas responsaveis pelo controle do
parasito e recrutamento de leucdcitos durante a infec¢cdo, como IFN-y, TNF-a, IL-10
e IL-12, as quais desempenham um papel inibitério sobre as populacdes de
eosinofilos. Os mesmos padroes de eosinofilia foram observados por Quijano-
Hernandez et al. (2012) em estudos com cées infectados com T. cruzi pela via IP.

O aumento de células inflamatorias circulantes também pdde ser observado
nos o6rgdos dos camundongos infectados. A andlise histopatolégica dos
camundongos Swiss Webster infectados pela via IG e IP mostrou a presenca de
infiltrados inflamatérios compostos predominantemente por células mononucleares,
0S quais estavam localizados, preferencialmente, nas camadas musculares dos
orgdos analisados. Estes infiltrados estavam normalmente associados a
redistribuicdo e neoformacao de fibras do sistema colageno. Ninhos de parasitos,
quando observados, também se localizavam nestas camadas. Tal padrdo miotrépico
observado em nosso estudo é caracteristico de cepas pertencentes ao DTU Tcll
(Zingales et al. 2012).

AlteracBes ocorridas principalmente no coracdo e sistema digestorio sao
constantemente descritas e estudadas (Santos et al. 2004). Alteracdes nas gbnadas,
rins (Cabrine-Santos et al. 2003), sistema nervoso central e glandulas enddcrinas
(Saldanha et al. 2001; Santos et al. 2002) também foram documentadas. Entretanto,
o comprometimento do pancreas, embora tenha sido descrito, ndo é muito estudado
(Santos et al. 2004). Nesta etapa do estudo os animais infectados pela via IP,
principalmente aos 11 dias de infec¢cédo, apresentaram uma severa pancreatite, com
focos de necrose, 0 que, possivelmente, ocasionou a morte dos animais infectados
entre 0 13° e 0 18° dias apos a infeccdo. A presenca de ninhos de T. cruzi também

pode ser observada neste 6rgdo. J4 nos animais infectados pela via IG aos 26 dias
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de infeccdo, observou-se apenas uma pancreatite moderada associada a fibrose,
sem a presenca de parasitos. Estes dados corroboram com os descritos por Santos
et al. (2004) em hamsters infectados com T. cruzi pela via IP, os quais
desenvolveram um quadro de pancreatite envolvendo alteracdes nos acinos, ilhotas
e nervos, com atrofia, fibrose e infiltrado inflamatorio mononuclear. Na doenca de
Chagas, a ocorréncia da pancreatite parece estar ligada com o parasitismo local,
envolvendo liberacdo de enzimas pancreaticas devido a ruptura de células
parasitadas (Corbett et al. 2002).

O coragcdo dos animais infectados pela via IG apresentaram um intenso
infiltrado mononuclear e poucos ninhos de parasitos. Ja os camundongos infectados
pela via IP mostraram um infiltrado inflamatério moderado e um aumento do
parasitismo, com maior presenca de ninhos nos tecidos. Segundo Quijano-
Hernandez et al. (2012), o parasitismo se inicia no atrio seguido de uma resposta
inflamatoria eficiente contra o T. cruzi e um posterior acometimento do ventriculo.
Este padrdo foi confirmado por nosso estudo, onde encontramos infiltrados
inflamatorios mais severos no atrio e mais ninhos de amastigotas no ventriculo em
ambas as vias de infeccao.

O figado dos camundongos outbread infectados por ambas as via apresentou
infiltrados inflamatorios periductais. Segundo Dias-Ungria e Bracho (1970) estes
infiltrados se justificam uma vez que a infecgdo causada pelo T. cruzi se propaga,
também, pela circulacdo sanguinea, via sistema porta. Além disso, a presenca de
megacariocitos e células imaturas, algumas vezes em apoptose, neste 6rgao
sugerem a ocorréncia de hematopoiese extramedular. Processos de hematopoiese
extramedular no figado, baco, linfonodo e rim tém sido relatados na literatura (Ahuja
et al. 2010; Singhal et al. 2011). Na infec¢cdo aguda pelo T. cruzi uma supressao da
medula 6ssea com um significante decréscimo no numero de megacarioblastos,
eritoblastos, mieloblastos e monoblastos, associado a uma severa anemia foi
descrito por Marcondes et al. (2000).

As alteracOes ocorridas em resposta aos danos sofridos nos diferentes
orgaos, sao denominadas de remodelamento e envolvem o alongamento celular, a
reorganizacao da matriz tecidual e morte celular (Opie et al. 2006). A morte celular
leva ao remodelamento do érgdo por um tecido conectivo, formado principalmente
por colageno, dando inicio a um processo de fibrose (Rassi et al. 2000). Castro-

Sesquen et al. (2013) demonstraram um aumento da deposicdo de colageno no
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coracao de cobaias infectadas pela via IP durante a infec¢do por T. cruzi. Este
aumento foi observado no intersticio do 6rgdo e nos espagos perivasculares,
proximos a infiltrados inflamatérios. Uma deposicdo de colageno também foi
observada préoximo ao tecido adiposo epicardico, associada a células inflamatérias.
Nossos resultados mostraram uma redistribuicdo de colageno associada aos
infiltrados inflamatoérios no bacgo, figado, coracdo, estbmago, pancreas, esbéfago e
intestino dos animais infectados, sugerindo uma alteracdo na conformacao destas
fiboras devido a presenca de células inflamatérias. Estudo realizado com
camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 infectados com Leishmania amazonensis,
corroboram nossos dados, uma vez que a presenca de colageno tipo Il foi
observada em lesd@o da fase crénica, fornecendo suporte para células inflamatorias
nos tecidos afetados pelo parasito (Abreu-Silva et al. 2004).

O controle da doenca de Chagas, desempenhado pelo sistema imunolégico, é
essencial para a minimizacdo de danos ocorridos em 6rgdos acometidos durante a
infeccdo, como coracdo, esbdfago, célon e sistema nervoso (Tanowitz et al. 1992;
Brener & Gazzinelli 1997). Em nossos experimentos, observamos uma flutuacdo na
porcentagem de linfocitos nos tecidos analisados. A relacao linfocitaria no baco e no
sangue dos animais infectados pela via IP n&o apresentou alteracdo na fase inicial
da infeccdo, semelhante ao observado no grupo controle, nédo infectado. Com
excecdo da reducdo na proporcdo de células T CD4* no linfonodo mesentérico
durante todo o experimento e em todos 0s animais, independente do grupo
experimental, exceto no 18° dia de infecg&o. Por outro lado, notou-se um aumento
das células TCD8* no figado e no sangue, indicando a proliferacdo destas células e
redistribuicdo para locais de infeccdo. A variacdo das populacdes celulares em
diferentes érgaos linféides demonstra um perfil diferente de resposta em cada um
desses compartimentos, levando a uma flutuacao da populacdo de linfocitos (Morrot
et al. 2012).

Apesar dos perfis de alteracbes imunopatolégicos gerados serem
semelhantes nas vias de infeccdo IP e IG nos camundongos Swiss Webster, a
infecg@o intragastrica se demonstrou mais branda, com taxas de mortalidade e
parasitemia reduzidas, infiltrados inflamatérios e presenca de ninhos de parasitos
menos frequentes. Talvez a utilizacdo de formas derivadas de cultura de célula para
a realizacao da infeccéo tenha um papel determinante nos resultados observados,

uma vez que infecgdes orais tendem a ser mais severas. Além disto, a variacdo na
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taxa de infeccdo observada entre os camundongos Swiss Webster infectados pela
via IG demonstra que fatores relacionados a genética do hospedeiro estdo
envolvidos no controle da infeccdo. Para esclarecer esses pontos foram realizados
protocolos experimentais que compuseram a segunda parte dos estudos
apresentados, onde camundongos A e BALB/c foram infectados pela via IG com
formas tripomastigotas metaciclicas do isolado SC2005 de T. cruzi, derivadas de
cultura axénica.

Na segunda parte deste trabalho, a avaliagdo de proteinas de superficie
gp82, gp90 e gp35/50 foi realizada utilizando-se anticorpos monoclonais, os quais
identificaram uma grande expressao de gp90 e gp82 nas formas tripomastigotas
metaciclicas. Segundo Bayer-Santos et al. (2013) estas glicoproteinas de superficie
estdo presentes tanto em formas epimastigotas quanto em tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi, porém, uma alta expressao destas é observada apenas nas
formas tripomastigotas metaciclicas. Aos 22 dias de cultura, uma alta expressao de
gp90 (5E7) e gp82 (3F6) foi notada, indicando a presenca de formas tripomastigotas
metaciclicas na amostra. A presenca da gp82 e gp90 interfere diretamente na
invasdo do parasito ao epitélio gastrico, as quais atuam, respectivamente, como
mediadora e reguladora negativa deste processo (Clemente et al. 2016).

Formas metaciclicas de isolados Tcll, altamente invasivas, sdo deficientes em
gp90, reconhecida pelo anticorpo 1G7, porém, expressam a forma modificada desta
glicoproteina detectada pelo 5E7 (Yoshida 2006). Na primeira parte do nosso
estudo, os resultados da caracterizacdo do isolado SC2005 de T. cruzi, utilizado em
ambos os experimentos, mostrou que ele pertence a DTU — Tcll e a analise de
glicoproteinas de superficie das formas tripomastigotas metaciclicas deste isolado
ratifica esta classificacdo. Apesar da gp90 regular negativamente a entrada do
parasito no epitélio gastrico, a cepa SC2005 demonstrou uma alta capacidade em
infectar camundongos pela via oral, isto porque quando em contato com o contetdo
gastrico a gp90 sofre uma completa digestédo, segundo o observado por Covarrubias
et al. (2007).

A técnica de Western-blotting também demonstrou a presenca da
glicoproteina de superficie gp35/50 no isolado SC2005. A glicoproteina de superficie
gp35/50, detectada pelos anticorpos 2B10 e 10D8, é observada nas formas
evolutivas epimastigota e tripomastigota metaciclica. Formas metaciclicas, de alguns

isolados utilizam esta glicoproteina como auxilio para a invaséao do epitélio gastrico.
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Além disso, a gp35/50 pode proteger os parasitos contra a digestdo pelo suco
gastrico durante a infeccdo oral (Mortara et al. 1992; Yoshida 2006; Niyogi et al.
2014).

Os dados apresentados sugerem uma alta capacidade do isolado SC2005 de
T. cruzi de promover infec¢do pela via oral, confirmada pelos achados em ambas as
linhagens de camundongos utilizadas no presente estudo. Além de fatores
relacionados ao parasito, a genética do hospedeiro e a via de infeccdo também
estdo envolvidos no desenvolvimento da imunopatologia da doenca de Chagas. No
nosso trabalho, os resultados da infeccdo das duas linhagens estudadas indicaram
uma significante diferenga na parasitemia e na sobrevida. Embora ambas as
linhagens tenham se mostrado susceptiveis a infeccdo, a linhagem BALB/c
apresentou um grau de sensibilidade mais acentuado. Esta linhagem apresentou
uma parasitemia elevada e uma anemia microcitica hipocrémica mais precoce, se
comparada aos camundongos da linhagem A, que exibiram uma baixa parasitemia

acompanhada de uma anemia microcitica hipocrdmica mais tardia.

Segundo Naoum e Naoum (2008) uma anemia microcitica hipocrénica pode
ser causada por uma condicdo de ferropenia ou talassemia, sendo esta ultima, uma
doencga hereditaria autossémica recessiva. A provavel ferropenia causada pela
expoliacdo do ferro em infec¢Bes parasitérias, incluindo a doenca de Chagas, é
indicada em iniumeros estudos (Arantes et al. 2007; Jankowska et al. 2010; Miranda
et al. 2014). No entanto, o baixo nivel de ferro relatado nesses estudos ocorre em
orgdos como figado e coracdo. Arantes et al. (2011) ndao observaram alteracdo nos
niveis de ferro no soro de camundongos infectados com T. cruzi. Outra possivel
causa da anemia microcitica hipocrbnica, observada no nosso estudo, pode ser
decorrente de uma possivel alteracdo nas células-tronco hematopoiéticas da medula
Ossea. Tal hip6tese € corroborada pela presenca de megacariécitos, células
eritréides e seus precursores e células mitéticas no figado dos animais infectados,
aos 14 e 21 dias apos a infeccdo. Estes achados, sugestivos de hematopoese
extramedular, também foram descritos na etapa anterior do presente estudo,
utilizando camundongos Swiss Webster infectados com T. cruzi pela via IG e IP

(Domingues et al. 2015).

O aumento do numero de leucdcitos apontado pelo hemograma também foi

observado no estbmago, coragdo e figado dos animais infectados de ambas as
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linhagens, sendo, as alteracdes histopatologicas semelhantes em ambas as
linhagens. O estdmago tem sido descrito como a principal porta de entrada do T.
cruzi no organismo hospedeiro, onde a capacidade de invadir e se multiplicar esta
intimamente relacionada com as glicoproteinas de membranas apresentadas pelo
parasito (Maeda et al. 2016; Filigheddu et al. 2017). A presenca de intensos
infiltrados inflamatérios foi observada no estdtmago dos animais de ambas linhagens
infectadas. Aos 7 dias de infeccdo a camada mucosa apresentou um acometimento
semelhante entre elas. Porém, neste mesmo tempo de infeccdo, os camundongos
da linhagem A apresentaram moderada inflamacéo, também, na camada muscular
deste 6rgdo. Aos 14 dias de infeccao a presenca de células inflamatérias na camada
muscular do estbmago destes animais, coincidiu com a grande quantidade de DNA
do parasito. Nos camundongos da linhagem BALB/c, os infiltrados na camada
muscular do estdbmago apareceram aos 14 dias, coincidindo com o aumento da
guantidade de DNA de T. cruzi neste 6rgdo. Em ambas as linhagens, aos 21 dias de
infeccdo, o estbmago ainda se apresentou muito inflamado, porém a presenca de
DNA do parasito estava muito reduzida. Estes dados corroboram os de Cortez et al.
(2012) que observaram a capacidade do parasito de invadir e se multiplicar no
estbmago de camundongos BALB/c apés quatro dias da infec¢éo oral.

Embora alguns autores descrevam a cavidade oral, es6fago e palato como
possiveis locais de invasdo do parasito (Afiez et al. 2013; Silva-dos-Santos et al.
2017), os dados do presente estudo indicam uma eficiente migracdo, invasdo e
multiplicagéo do parasito no estdmago dos animais infectados. A elevada presencga
de DNA do T. cruzi nos tempos iniciais da infeccdo, seguida de reducbes
sucessivas, indicam tal eficiéncia. Somado a isto, a auséncia de altera¢des ao longo
do intestino e a presenca de infiltrados inflamatérios, somente a partir dos 14 dias,
restrito & camada muscular no es6fago de camundongos da linhagem A, corroboram
0s achados que indicam o estdbmago como local de entrada do parasito.

Além do intenso acometimento da camada muscular do estbmago, o coracao
dos animais BALB/c e A infectados também apresentou intensas alteracdes
imunopatoldgicas. Durante o desenvolvimento da infecgdo pelo T. cruzi, um padrédo
miotropico € observado principalmente nos isolados pertencentes aos grupos Tcl e
Tcll. Além disso, os casos de morte pela doenca de Chagas aguda estédo
intimamente relacionados com danos cardiacos (Zingales et al. 2012; de Gées Costa
et al. 2017).
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No coracdo dos animais infectados a presenca de células inflamatérias foi
notada a partir do 7° dia de infeccdo. Porém, nos animais da linhagem A ocorreu um
aumento do infiltrado no 14° dpi, no mesmo momento em que foram observados
ninhos de T. cruzi e a presenca de DNA do parasito neste 6rgdo. Aos 21 dias, a
quantificacdo do DNA do parasito continuou elevada, assim como a presenca de
ninhos do T. cruzi, mas aumentaram os infiltrados inflamatérios presentes neste
orgdo. Na linhagem BALB/c o aumento do infiltrado inflamatorio foi observado mais
tardiamente, aos 21 dias, momento em que a quantificacdo do DNA parasitario se
mostrou mais elevada. Aos 40 dias, em ambas as linhagens, os infiltrados
inflamatoérios permaneceram elevados, porém, a auséncia de ninhos e uma reducéo
significativa na presenca de DNA do parasito foram observadas. No coracdo de
camundongos BALB/c infectados pela via oral com diferentes isolados de T. cruzi,
provenientes de casos agudos da doenca de Chagas, Diaz et al. (2015) observaram
a associacao do dano cardiaco por infiltrados inflamatérios e ninhos de parasito com
a presenca de DNA do T. cruzi onde o isolado mais patogénico apresentou mais
infiltrados inflamatérios e ninhos de amastigota correlacionados com a maior
guantificacdo do DNA no 6rgao.

Além da observacdo dos tipos celulares presentes nos infiltrados
inflamatorios, a distribuicdo destes nos 6rgdos estudados mostrou um padrdo de
localizacdo em ambas as linhagens de camundongos avaliadas. No cora¢do, o0s
infiltrados estavam mais intensos na regido do atrio. Com a progressao da infeccgéao,
as células inflamatorias alcangaram o ventriculo, porém, uma organizagédo proxima
as regides do endocardio e pericardio foi observada. Este padrédo de distribuicdo dos
infiltrados ja foi descrito anteriormente, tanto na primeira parte do presente estudo,
em camundongos Swiss Webster infectados com este mesmo isolado de T. cruzi,
guanto por outros autores (Quijano-Hernandez et al. 2012; Barreto-de-Albuquerque
et al. 2015; Domingues et al 2015). Estes dados indicam que o parasitismo no
coracdo e a resposta do hospedeiro a este processo é semelhante independente
das variaveis inseridas no processo de infeccdo, como: genética do hospedeiro, via
de infecgéao, isolado ou forma evolutiva do T. cruzi.

No estdmago, um padréo de distribuicdo dos infiltrados inflamatérios também
se mostrou evidente. As células inflamatérias, quando alcancaram a regido da
camada muscular do 6rgao, estavam distribuidas préximas ao tecido conjuntivo

presente entre os feixes. Esta distribuicdo espacial dos infiltrados inflamatérios no
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coracao e estbmago indicam um intimo contato das ceélulas inflamatorias com as
regibes de tecido conjuntivo denso, os quais sao ricos em colageno. Por isto, uma
redistribuicdo e producéo de fibras coladgenas foram constantemente notadas,
estando associadas aos infiltrados inflamatoérios. Estudos que visam o controle da
infeccdo pelo T. cruzi indicam grandes danos associados a neoformacdo de
coldgenos em o0Orgdos como O coracdo, uma vez que claros beneficios séo
observados com a reducdo da resposta inflamatoria nos tecidos e a regularizagéo na
formacéo de colageno (Leite et al. 2017).

No figado, a presenca do elevado numero de células inflamatorias tanto ao
redor dos vasos, extravasamento celular, como no parénquima do 6rgéo, indicam
um grande acometimento do 6rgdo. A localizacao do infiltrado inflamatério na regido
do parénquima e ao redor dos vasos também foi observada em estudos com
camundongos BALB/c infectados pela via IG com a cepa Tulahuén (DTU- TcVI)
(Barreto-de-Albuquerque et al. 2015). Em diferentes estudos utilizando
camundongos de diferentes linhagens infectados com cepas DTU- TCII, infiltrados
inflamatoérios no parénquima e ao redor dos vasos no figado também foram
observados (Arantes 2006; Sardinha et al. 2010; Lopes et al. 2016).

O aumento do numero de leucécitos observado tanto no sangue, como no
figado e no coracé@o dos animais infectados de ambas as linhagens, ocorreu devido
ao aumento de linfécitos T CD8* e linfécitos T CD4*/CD8*, caracterizados por
linfocitose e atipia linfocitdria no hemograma. Porém, no sangue dos animais
infectados, o aumento de mondcitos circulantes também foi notado e o nimero de
células CD19* ndo foi alterado, contrapondo ao observado no figado e no coracéo.
No figado foi observada a diminuicdo de macrofagos F4/80* e o aumento de
linfécitos B CD19* e no coracéo as populacbes de macrofagos F4/80* se mostraram
inalteradas e linfcitos B CD19* se mostraram reduzidos em ambas as linhagens.

Estudos mostram que embora a atuacdo de ambas as subpopulacdes de
linfécitos T CD4* e CD8" sejam observadas durante a infeccdo pelo T. cruzi,
independente da via de infec¢ao estudada (Zhang & Tarleton 1999; Sardinha et al.
2010; Kuehn et al. 2014; Cerny et al. 2016), linfocitos T CD8* tém sido descritos
como de grande importancia para o controle antigénico da infeccdo, tanto em
infec¢cdes agudas adquiridas pela via oral, como em infec¢des cronicas (Collins et al.
2011; Mateus et al 2017). Contudo, outros estudos indicam que linfécitos T CD8*

falham em conter a parasitemia e o parasitismo tecidual na auséncia de linfocitos T
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CD4* (Padilla et al. 2007). Isto se deve ao fato de que a deficiéncia de células CD4*
leva a um aumento do parasitismo tecidual, consequéncia da reducao global da
resposta imunolégica do hospedeiro, possivelmente devido a deficiéncia na ativacao
de macroéfagos e da proliferacdo de linfocitos B e T CD8* promovida pela acdo dos
linfécitos T CD4* (Rottenberg et al. 1995; Goncalves da Costa et al. 2002). Desta
forma, esses resultados evidenciam que ambas as subpopulacées T CD4* e CD8*
sd0 necessarias para o0 desenvolvimento da imunidade protetora, porém, o0s
linfécitos T CD8* sao suficientes para o desempenho de uma funcédo efetora contra o
parasito (Sullivan et al. 2011). Apesar da presenca de linfécitos T CD4* no sangue,
no figado e no coracdo dos animais infectados, o0 aumento dos LT CD8* nos tecidos
contribuem diretamente para o controle da carga parasitaria. Isto explica porque
camundongos da linhagem A, que apresentam uma resposta contra infeccdo mais
recente (14 dpi), apresentam uma parasitemia e mortalidade mais reduzidas. Além
de ser corroborado pela acentuada queda na quantificacdo do DNA do T. cruzi aos
40 dias de infec¢cdo no coracdo e estbmago, apdés o0 aumento essencialmente
linfocitario nestes orgaos.

Células T duplo-positivas CD4*/CD8* s&do observadas em individuos que
possuem doencas infecciosas, autoimunes e disturbios inflamatérios crénicos (Perez
et al. 2012). Em condi¢cdes normais, estes tipos celulares sdo encontrados no timo,
onde sofrem diferenciacdo em células T CD4* e CD8* maduras. Todavia, durante a
infeccdo pelo T. cruzi, cascatas desreguladas de citocinas pro-inflamatorias
comprometem significativamente este 6rgéo, levando a uma maturacao celular em
orgdos extra-timicos, tais como medula 6ssea e figado (Perez et al. 2007; Arauljo et
al. 2008). Somado a isto, a anemia microcitica hipocrbmica e a atipia linfocitaria no
figado e sangue, reforcam a ideia de circulacdo de células imaturas, como 0s
linfocitos duplo-positivos T CD4*/CD8*, e indicam a ocorréncia da maturacdo de
linfocitos T que expressam co-receptores CD4* e CD8* no figado dos animais A e
BALB/c infectados neste estudo.

O aumento de mondcitos no sangue dos animais infectados é de extrema
importancia, uma vez que a imunidade inata é a primeira linha de defesa do
organismo contra microorganismos invasores, estando diretamente envolvida no
controle do T. cruzi e iniciando uma resposta celular e humoral, sistémica e local
(Reyes et al. 2006; Cerny et al. 2016). Estudos com camundongos infectados com T.

cruzi, pela via oral e intragastrica, relataram o aumento desta linhagem celular nos
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momentos iniciais da infeccdo (Kuehn et al. 2014; Barreto-de-Albuquerque et al.
2015; Domingues et al. 2015).

Células CD19* em maior numero no figado dos animais infectados foi
observada mais precocemente aos 14 dpi nos camundongos A, n0 mesmo momento
em que plasmacitos foram observados no parénquima do 6rgao. O mesmo perfil foi
visto mais tardiamente em camundongos BALB/c. Estudos sugerem que além da
secrecdo de anticorpos, as células B desempenham a funcdo de apresentacdo de
antigenos durante o desenvolvimento de uma imunidade protetora contra o T. cruzi
(Hoft et al. 2007). Em estudos de imunizacdo, as células B desempenham um
importante papel como células apresentadoras de antigenos (APC), ativando células
T CD8" (Sullivan et al. 2011). A diminuicao de linfécitos B no coracé@o € ocasionada,
provavelmente, pela migracdo deste tipo celular para outros locais afetados pela
infeccdo e o posterior retorno aos niveis normais desta populacdo estdo ligados a
modulacdo do sistema imunoldgico local e sistémico. Esta regulacdo esta, muitas
vezes, relacionada a gravidade das manifestacdes clinicas presentes, refletindo na
redistribuicéo e circulacdo dos subtipos de linfécitos (Toso et al. 2011; Domingues et
al. 2015). No parénquima hepatico, concomitante ao aumento de células B, foi
observada a elevacdo da porcentagem de células T CD8* sugerindo o
desenvolvimento de fungédo de APC pelas células CD19*. A presenca de ceélulas B
estd também relacionada a maior capacidade de mobilizacdo de células
inflamatorias para os tecidos, sugerindo que as células B modulam os linfocitos T
para uma resposta do tipo Thl durante a fase aguda da infeccdo (Arantes et al.
2011).

Essencialmente citocinas Thl foram observadas, no presente estudo, no soro
dos camundongos A e BALB/c infectados. Tais citocinas desempenham uma funcéo
pré-inflamatéria, contra a replicacéo intracelular sistémica do patégeno, conferindo
ao hospedeiro um perfil de resisténcia (Gutierrez et al. 2009; Sanmarco et al. 2016).
Estudos in vitro, utilizando PBMCs infectadas com a cepa Tulahuén de T. cruzi,
apontam para a acdo da IL-6 sobre as células citotoxicas, melhorando a sua
sobrevivéncia e funcdes efetoras (Sanmarco et al. 2016). Células T efetoras contra o
T. cruzi produzem interferon (IFN)-y, citocina apontada como um dos principais
fatores envolvidos na destruicdo do parasito, em distintos modelos experimentais
(Miranda et al. 2015). Estes dados elucidam o fato do aumento de IL-6 ter sido

observado anteriormente (7 dpi) a elevacdo dos niveis de IFN-y (14 dpi) em ambas

119



as linhagens, uma vez que as células citotoxicas presentes nos tecidos, podem ter
sido primeiramente ativadas pela IL-6, para a posterior producdo de IFN-y. Em
estudos, utilizando camundongos da linhagem C57BL/6 deficientes para IL-17A (IL-
17A°)) infectados com T. cruzi, cepa Tulahuén, foi observada uma parasitemia mais
severa e mortalidade acompanhadas de uma producao reduzida das citocinas IFN-y,
IL-6 e TNF-a, em relagdo aos camundongos selvagens (Miyazaki et al. 2010). No
presente trabalho as mesmas citocinas foram observadas aumentadas nos
camundongos infectados com a cepa de T. cruzi SC2005. Estes dados revelam a
importancia destas citocinas no controle parasitémico da infeccao.

Ambas as linhagens se mostraram sensiveis ao T. cruzi e desenvolveram
semelhantes padrbes de resposta frente a infeccdo. No entanto, as alteragbes
imunopatoldgicas observadas ocorreram mais precocemente nos camundongos da
linhagem A, em geral aos 14 dias apés a infeccdo, momento que antecede o pico
parasitémico. Além disto, esta linhagem demonstrou uma baixa parasitemia,
indicando a eficiéncia da resposta imune recém deflagrada, uma vez que a
quantificacdo de DNA do T. cruzi, no estdbmago, se mostrou mais elevada que nos
camundongos BALB/c, porém, o coracdo desta linhagem apresentou reduzida carga
parasitaria. Os danos teciduais observados nesta linhagem foram pouco menos
intensos do que os apresentados pela linhagem BALB/c, que apresentaram maior
guantificacdo de DNA do parasito no coracao, indicando uma resposta imune menos
eficiente nestes camundongos. Nos animais da linhagem BALB/c, a resposta a
infeccdo ocorreu mais tardiamente, aos 21 dpi, quando a parasitemia ja se
encontrava elevada, justificando maior taxa de mortalidade e maior parasitemia
apresentada por estes animais.

Apesar de ambas as linhagens A e BALB/c serem suscetiveis ao T. cruzi e
desenvolverem a infecgcao, elas apresentam um perfil mais resistente, caracterizado
pelas alteracdes imunopatologicas e pelas baixas parasitemia e mortalidade
observadas quando comparadas a outros modelos experimentais, como o utilizado
na primeira parte do nosso estudo - camundongos Swiss Webster infectados IG pelo
T. cruzi. Porém, por desenvolver uma resposta mais precoce, a linhagem A se
mostrou menos sensivel que a linhagem BALB/c. Estes dados enfatizam a
importancia do desenvolvimento precoce e mais rapido de um perfil celular citotéxico
com produgédo de citocinas pro-inflamatorias para um melhor prognéstico da doencga

de Chagas.
120



Com base no exposto, podemos afirmar que o presente estudo contribuiu
para o possivel desenvolvimento de intervencdes imunes, a serem utilizadas na
elaboracdo de vacinas profilaticas e terapéuticas. O desenvolvimento de
imunoterapias, que envolvam um perfil Thl, visando uma rapida proliferacdo de

linfécitos T CD8+, € uma importante perspectiva deste trabalho.
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6 CONCLUSOES

10.

11.

12.

Formas tripomastigostas derivadas de cultura de células de Trypanosoma
cruzi, isolado SC2005, sado capazes de promover infeccdo pelas vias
intragéastrica (IG) e intraperitoneal (IP) no modelo murino;

A infeccdo pela via intragastrica promove uma infeccdo mais branda do
que a infeccao pela via intraperitoneal;

A genética do hospedeiro tem um papel fundamental no desenvolvimento
da infeccdo pela via intragastrica (IG);

Camundongos da linhagem A apresentaram uma resposta mais efetiva
contra a infeccdo em comparacdo com os animais BALB/c;

O aumento do numero de leucdcitos esta associado a parasitemia
apresentada pelos camundongos infectados, independente da via de
infeccdo e da genética do hospedeiro;

O aumento do numero de células inflamatérias antecedendo o aumento
acentuado da parasitemia contribui para uma infeccdo mais branda;

A producdo precoce de citocinas Thl, principalmente IL-6, est4
relacionada com uma resposta imune mais eficaz contra o parasito;

O padrdo de colonizagcdo observado nos animais infectados,
independente da via de infeccdo e da genética do hospedeiro, foi idéntico,
entretanto houve varia¢do na intensidade do parasitismo;

O processo inflamatério cardiaco esta associado a presenca do parasito
independente da via de infecdo e genética do hospedeiro;

Hematopoiese extramedular observada no figado dos animais infectados
esta diretamente relacionada as variacdes observadas no eritrograma;

A elevada presenca de linfécitos T CD8* contribui para o controle da
infeccéo;

O estdbmago é o principal local de entrada do parasito na infeccéo pela via
IG.
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Abstract

Chagas disease is a worldwide public health problem. Although the vectorial transmission
of Chagas disease has been controlled in Brazil there are other ways of transmission, such
as the ingestion of T. cruzi contaminated food, which ensures the continuation of this zoono-
sis. Here, we demonstrate the influence of the inoculation route on the establishment and
development of the SC2005 T. cruzi strain infection in mice. Groups of Swiss mice were
infected intragastrically (IG) or intraperitoneally (IP) with the T. cruzi SC2005 strain derived
from an outbreak of oral Chagas disease. The results revealed that 100% of IP infected
mice showed parasitemia, while just 36% of |G infected showed the presence ofthe para-
site in blood. The parasitemia peaks were later and less intense in the |G infected mice.
Mortality of the IP infected animals was more intense and earlier when compared to the |G
infected mice. In the IP infected mice leucopenia occurred in the early infection followed by
leucocytosis, correlating positively with the increase of the parasites. However, inthe |G
infected mice only an increase in monocytes was observed, which was positively correlated
with the increase of the parasites. Histopathological analyses revealed a myotropic pattern
of the SC2005 strain with the presence of inflammatory infiltrates and parasites in different
organs of the animals infected by both routes as well as fibrosis foci and collagen redistribu-
tion. The flow cytometric analysis demonstrated a fluctuation of the T lymphocyte population
in the blood, spleen and mesenteric lymph nodes of the infected animals. T. cruzi DNA
associated with the presence of inflammatory infiltrates was detected by PCR in the esoph-
agus, stomach and intestine of all infected mice. These findings are important for the under-
standing of the pathogenesis of T. cruzi infection by both inoculation routes.

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone. 0122566  October 15,2015
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Oral Chagas Disease: Experimental Evaluation of a Patient's Strain

Introduction

Chagas disease affects more than 10 million people around the world, most of who reside in
the endemic areas of 21 countries in Central and South Americas [1, 2]. According to Schimu-
nis and Yadon in 2010 [3] Chagas disease is no longer a health problem only of Latin America
becoming a worldwide health problem. Although transmission by T infestans has been con-
trolled in endemic countries such as Brazil, Uruguay, Chile, Venezuela and areas of Argentina
and Bolivia [4, 5], there are other ways of transmission that guarantee the continuation of this
zoonosis. Besides vectorial transmission, parasites may be transmitted by blood transfusion
[6], congenitally [7] organ transplantation [8], laboratory accidents [9], and finally, by inges-
tion of contaminated food [10]. These forms of transmission are currently responsible for the
introduction and maintenance of Chagas disease in non-endemic countries such as European
countries, Japan, Australia, North America and the continuation of the disease in the endemic
countries of Latin America [11].

Effective strategies to control vectorial transmission as well as the interruption of blood and
organ transplant transmissions were adopted in several countries where the disease was
endemic. Unexpectedly, other routes as oral transmission acquired importance due consump-
tion of T cruzi contaminated food [12].

Worldwide Brazil has the highest incidence of oral transmission. Between 2000 and 2011,
1,252 acute cases of Chagas disease were reported, and of these, 70% were attributed to oral
transmission [13]. Several outbreaks of the disease from the consumption of foods and bever-
ages contaminated with T. cruzi have emphasized the importance of this transmission route in

Although various studies had evaluated the infectivity and the pathogenicity of intragastric
infection is still required to improve understanding of the mechanisms involved in T. cruzi oral
infection. Therefore, this study aims to shed further light on the pathogenesis and the influence
of the inoculation route on the establishment and development of Chagas disease, by studying,
in an experimental murine model, the behavior of the SC2005 strain, which was isolated from
an outbreak of oral transmission in Santa Catarina, Brazil.

Materials and Methods
Ethics statement

All experiments with animals were performed in strict accordance with the Brazilians guide-
lines described in the National Council on Ethics in Research, and the protocols were approved
by the Institutional Committee for Animal Ethics of FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ), License
Number LW16/11.

Animals

Healthy outbred female Swiss mice, 4-6 weeks old, weighing from 20 to 22g were used. During
the experiments, all mice were maintained under controlled temperature, receiving food and
water ad libitum and were daily monitored each morning and afternoon until the end of the
study.

Parasites

S$C2005 strain of T. cruzi trypomastigotes derived from cell culture. The SC2005 strain
of T. cruzi, isolated from the peripheral blood of a man in the acute phase of Chagas disease,
was used. The patient had acquired the infection orally during an outbreak of the disease in
Santa Catarina, Brazil [22]. Epimastigotes of the T. cruzi SC2005 strain were maintained
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axenically by passages in LIT medium for 30 days, which is the period required for the occur-
rence of the partial metacyclogenesis forms present in the culture. Bottles of VERO cells, main-
tained in RPMI medium, supplemented with 10% fetal bovine serum, were infected with the
metacyclic trypomastigotes. Ten days later the trypomastigotes derived from the cell culture
(TCC) were obtained by washing the infected bottles and resuspending the trypomastigotes in
a final volume necessary for the infection of mice.

$C2005 T. cruzi strain characterization. The DNA was extracted from T. cruzi epimasti-
gotes according to Sambrook et al. in 1989 [23]. PCR-multiplex assay was performed using five
primers; three representatives of different groups of T. ¢ruzi strains (T'CI, TCII and Tclll) were
used (Lable 1).

The reaction conditions and the thermal profiles were standardized and a GeneAmp PCR
System 9600 thermocycler (Perkin-Elmer) was used.

The amplification product was evaluated in 2% agarose gel using a molecular weight marker
in the range of 100 base pairs.

Experimental design

Mice were divided into three groups which were subjected to 4 hours of fasting prior to infec-
tion. Group 1 (G1): 30 animals inoculated intraperitoneally (IP) with 107 TCC forms of
SC2005 strain of 1. cruzi, suspended in 0.2ml of RPMI medium; (G2: 55 mice inoculated intra-
gastrically (IG) with 107 TCC forms SC2005 strain of T. cruzi, suspended in 0.1ml of RPMI
medium; and G3 (control group): 15 normal uninfected animals. The results presented here
are representative of two independent experiments.

Parasitemia. Five microliters of tail vein blood were put under a 22 X 22mm? coverslip
and the parasites were counted in 50 microscopic fields. The number of parasites/ml was esti-
mated as described by Pizzi and Prager in 1952 [24]. Ten mice from each group were used for
this procedure.

Mortality. Ten mice of each group were checked daily always in the morning and the mor-
tality rate was estimated in order to obtain the surviving percentages. The mean time of death
of mice was obtained based on Liddell in 1978 [25]. If any of the animals present two of the
pre-established symptoms such as piloerection, partial anorexia, 10% of weight loss, vocaliza-
tion, decreased mobility it was euthanized.

Blood leukocytes measurement. At the time of parasitemia evaluation mice were bled
from the tail and samples were diluted in Turk’s solution (1/20) [26]. The cells were then
counted in a hemocytometer. Differential cell counts were made on blood smears after May
Grinwald-Giemsa staining by counting 100 leukocytes per slide. Measures were taken and the
results are expressed either in terms of absolute numbers of cells or differential cell count.

Histopathology. Three animals of each group were randomly chosen and killed in accor-
dance with the protocol approved by the Institutional Committee for Animal Ethics of

Table 1. PCR-multiplex assay using five primers; were used three representatives of different groups
of T. cruzi strains (TCI, TCIl and Tclll).

PRIMER SEQUENCE Tm°C
Tct 5-TTG CTC GCA CAC TCG GCT GCAT-3' 53
Tc2 5-ACA CTT TCT GTG GCG CTG ATC G-3' 52
Tc3 5-CCG CGW ACA ACC CCT MAT AAA AAT G-3' 52
Tr 5-CCT ATT GTG ATC CCC ATCTTC G-3 50
Exon 5'-TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT G-3' 42

doi:10.1371/journal.pone.0122566.1001
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FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ), License Number LW16/11 on days 11 and 18 (G1—IP infected)
and days 26 and 32 (G2 -1G infected) after infection, for organ recovery. The animals were anes-
thetized with a combination of ketamine 100 mg/kg and xylazine 2% 10mg/kg and killed with an
intraperitoneal injection of Tiopental 150mg/kg, according to Brazilian legislation (CONCEA).
All collected organs that were removed were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS 0.01M,
pH7.45 at 4°C for 48 hours and processed with paraffin embedding for conventional histology.
Sections of 5pum thick were stained with hematoxylin eosin, Lennert’s Giemsa, Picrosirius red
(Direct Red 80, Aldrich Milwaukee, W1 53233, USA) and Weigert’s resorcin-fuchsin after oxida-
tion with oxone. The histopathological analyses were performed in a Zeiss Axioplan 2 micro-
scope, applied to a Soft Imaging System (CC-12) camera. The inflammatory infiltrate intensity
was evaluated according to Dias et al. [27] were 10 or more inflammatory cells per field was con-
sidered as inflammatory infiltrate and classified as follows: absent (no presence of inflammatory
cells); mild (10-25 cells); moderate (26-50 cells) and intense (=50 cells).

Spleen and thymus index. Increases in size and weight of the spleen represent reticuloen-
dothelial stimulation; spleen indexes were calculated after evaluation of the relative spleen
weight (spleen weight/mouse weight) on days 11 and 18 (G1) and 26 and 33 (G2) after infec-
tion [28]. The same methodology was employed for thymus index.

PCR analysis. To detected parasite DNA in the esophagus, stomach and intestine, tissue
samples of each organ were processed separately for DNA extraction according to Sambrook
etal. in 1989 [23], and purified DNA was PCR amplified using T. cruzi-specific kDNA minicir-
cle primers 121 (5-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3") and 122 (5-GGTTGC
ATTGGGTTGGTGTAATATA-3’) which amplified 330 bp fragments [29].

The reaction conditions and the thermal profile were standardized and a GeneAmp PCR
System 9600 thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) was used.

The amplification product was observed in 1.5% agarose gel stained with Nancy-520
(SIGMA) using a molecular weight marker in the range of 100 base pairs.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean and standard error of the mean (S.E.M). Significance of total
and specific leucometry as well as the spleen and thymic indexes were calculated using paramet-
ric ANOVA (one Way Analysis of Variance) and a post test Turkey-Kramer for non-parametric
data. 2-Way ANOVA was used for FACs data and GraphPhad Prism for mortality evaluation.

Results
Parasitemia and mortality

Parasitemia in mice intraperitoneally infected (IP) started early on the 3™ day after infection
when compared with mice intragastrically infected (1G) which the presence of parasites in the
blood was only observed on the 11" day post infection. One hundred percent of IP infected
mice showed parasitemia, while just 36% of 1G infected showed the presence of the parasite in
blood. As the aim of this study was to evaluate the influence of the inoculation route on the
establishment and development of Chagas disease in an experimental murine model only ani-
mals that showed parasitemia were used in this study. Two peaks of parasites were observed in
both IP and IG groups; however in the IP infected mice these peaks were earlier on the 10t
and 13" days and higher (2.9 and 4.3 X 10° parasites/ml respectively) than those observed in
the 1G infected animals which presented peaks on thel3™ and 18" days post infection with 0.9
and 1.7 X 10° parasites/ml respectively (Fig 1).

Table 2 showed that IP infected animals were the first to die, and at the end of the experi-
ment (on the 33" day of infection) 80% of these animals were dead. In the IG group the
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Fig 1. Parasitemia curve. Parasitemia curve of 46 week old female mice Ip or IG infected with 10 culture-
derived trypomastigotes of T. cruzi SC2005 strain.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.g001

mortality of animals was in the range of 30%. Mean mortality time of mice varied between
16.13+£0.8 in 1P and 22.67+2.0 in 1G infected mice.

Kinetics of peripheral leukocyte counts

The peripheral leukocyte cell populations of all groups were analyzed. The kinetics of total leu-
kocyte counts of IP infected mice showed an alternate pattern of leucopenia/leucocytosis. At
the beginning of the infection (from 3 up to 7 days) mice showed low amount of leukocytes.
However when a parasitemia peak was observed on the 10" day post infection, leukocytes
reach normal values. From this point, leukocytes values reach high levels except on day 13,
when a new peak of parasitemia was observed and leukocytes fell to normal values. Mice intra-
gastrically infected showed a leucopenia pattern independent of whether the parasitemia was
low or high at the beginning of the infection. However when the number of parasites began to
rise on the 17" day post infection a pattern of leucocytosis was observed which remained until
the end of the experiment (Fig 2A).

Differential cell counts

The number of monocytes, lymphocytes, neutrophils, eosinophils and basophils was counted
in the blood of the Swiss mice. The counts demonstrated an increase of neutrophils, lympho-
cytes and monocytes and a reduction of the number of eosinophils in all infected mice, inde-
pendent of the infection route. The animals infected with the SC2005 strain by IP route
displayed a significant correlation of the lymphocyte and neutrophil counts with the

Table 2. Mortality rates and mean time of death of mice infected with 107 T. cruzi trypomastigotes
SC2005 strain, inoculated IP (intraperitonealy) or IG (intragastricaly).

Groups Mortality Mean time of death (days)
IP (21107 16.1310.8°
IG (710)° 22 6742.0°

“Number survivors/Nb mice.
PMean of mortality time (MMTS.E.M.).

doi:10.1371/journal.pone.0122566.t002
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Fig 2. Absolute and specific number of peripheral blood leukocyte counts. Absolute and specific
number of peripheral blood leukocyte counts of IP or |G infected and control mice. Mice were infected with
107 trypomastigotes of T. cruzi SC2005 strain. The value for control mice is expressed by the mean of all
counts.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.g002

parasitemia. There was a significant reduction in lymphocyte counts until 7 days post-infection
(dpi). Lymphocytosis was observed at 12 and 14 dpi. Enhanced neutrophils counts at 12 dpi
was also seen in this group. Mice inoculated with the SC2005 strain by the IG route demon-
strated that the parasitemia peak (18 dpi) was correlated with the enhanced monocyte counts
during the acute phase of infection. No correlation or significant alterations in basophil levels
were observed in both groups. (Figs 2B-2F, 3 and 4).

Spleen and thymus index

The effect of infection on the spleen and thymus weight was evaluated on days 11 and 18 after
infection of the IP infected mice and on days 26 and 33 post infection of the 1G infected mice.
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The spleen reached more than twice its weight in both of the infected groups when compared
to the control group (not-infected mice). When the thymus was evaluated our results showed
that the T cruzi infection by the IP route induced a reduction in the thymus index. This reduc-
tion was not observed in the 1G infected mice thymus. Instead, a slight increase of this organ
was observed, regardless of the infection time (Fig 5A and 5B).
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Fig 3. Spearman’s test of IP infected mice. Correlation between parasitemia and total leukocytes (A),
neutrophils (B), lymphocytes (C), monocytes (D), eosinophils (E) and basophils (F) in animals IP infected with
107 trypomastigotes forms of T. cruzi, SC2005 strain. The correlation was significant between parasitemia
and white blood cell count (p = 0.023), neutrophils (p = 0.021) and lymphocytes (p = 0.042).

doi:10.1371/journal.pone.0122566.g003
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Fig 4. Spearman’s test of IG infected mice. Correlation between parasitemia and total leukocytes (A),
neutrophils (B), lymphocytes (C), monocytes (D), eosinophils (E) and basophils (F) in IG infected animals. A
significant correlation was observed between parasitemia and monocyte count (p = 0.028).

doi:10.1371/journal.pone.0122566.9004

Flow cytometry

The flow cytometric analysis of the spleens from IP infected animals, 11 days after infection,

showed a decrease in the number of CD8" T lymphocytes and a slight increase of CD4". At 18
days post-infection an increase of 50% in the number of these cells was noted when compared
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Fig 5. Spleen an thymus index. Spleen (A) and thymus (B) index of mice infected with 107 trypomastigotes forms of T. cruzi, SC2005 strain by the IP or IG
routes. The value for control mice is expressed by the mean of all counts.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.9005

with non infected control mice. The analysis of the spleen from the 1G infected animals, 26 six
days post infection, showed approximately the same number of CD4" cells observed in the con-
trol group. The number of CD8 cells was 68% higher than controls and approximately 80% or
40% higher than the IP infected mice depending on the day of infection. Double positive cells
of the IG infected mice increased approximately 65% when compared to the control and IP
inoculated animals. At 33 days post-infection, IG infected animals showed similar profiles of
CD4" and CD8" cells to those observed in animals at 26 days of infection. There was a
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Table 3. Analysis of the T lymphocyte profiles in spleen, blood and lymph node of mice inoculated with the SC2005 strain by IP and IG routes.

Lymphocyte subsets

CD4+ CD8+ CD4+/CD8+
SPLEEN Normal group 14.97% £ 2% 6.38% + 1% 0.18% £ 0%
IP Route 11° 17.22% £ 2% 4.08% £ 0% 0.20% % 0%
18° 32.61% t 0%*** 12.43% £ 0% 1.10% £ 0%
IG Route 26° 12.51% £ 1% 19.51% £ 1%*** 3.05% % 1%
33° 12.29% £ 0% 20.92% +5%*** 1.49% + 0%
BLOOD Normal group 29.40% £ 3% 11.43% £ 2% 1.92% = 1%
IP Route 11° 33.62% + 3% 13.30% £ 5% 3.55% t+ 2%
18° 27.76% £ 0% 19.65% = 0% 2.40% = 0%
IG Route 26° 10.38% £ 0%* 44.69% + 0%*** 3.63% + 0%
33° 18.92% + 5% 48.11% + 9%*** 2.70% = 0%
LYMPH NODE Normal group 34.39% + 3% 15.13% £ 2% 0.58% £ 0%
IP Route 11° 25.25% £ 0%** 10.65% £ 1% 0.37% £ 0%
18° 38.05% % 0% 15.62% £ 0% 0.97% £ 0%
IG Route 26° 20.51% £ 4%*** 14.01% £ 2% 1.66% = 1%
33° 26.45% £ 1%** 15.77% £ 2% 0.62% £ 0%
#p<0.05
#*p<0.01
#*%p<().001.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.1003

reduction of double positive cells when compared to 26 days of infection, however, the number
of cells was higher than those observed in the control group and in the IP infected animals after
11 days of infection (Table 3).

The evaluation of the mesenteric lymph nodes from the IP infected animals after 11 days of
infection showed a reduction in CD4" and CD8" when this mice where compared to the con-
trols. No changes in double positive cells were observed at this point. Eight days after infection
CD4" and CD8" cells had values similar to the control animals, although a slight increase of
double positive cells was observed. In the 1G infected mice there was a reduction (41%) of
CD4" and maintenance of CD8" values after 26 days of infection. The profile of double positive
cells was similar to that shown by the control group. At thirty three days of infection a reduc-
tion in the number of CD4™ cells was also observed, but lower than that observed at 26 days for
the 1G infected mice. The CD8" cells showed the same profile observed in the non infected con-
trol mice, in the IP infected mice, 18 days post infection and in the IG infected mice. Double
positive cells were observed in equal amounts to the control group and to both infected mouse
groups (Table 3).

The analysis of the T cells in the blood of the IP infected animals, 11 days after infection,
showed no change in the number of CD4" and CD8" cells when compared to control group.
Double positive cells were shown to be nearly equal to the control group. On day 18 after infec-
tion there was no change in the number of CD4" cells, however a slight increase of CD8" and
double positive was observed in the IP infected animals compared to the control. Twenty six
days after infection IG infected animals showed a reduction of 62% of CD4" and an increase of
75% in the number of CD8" cells, and an increase in double-positive cells when compared to
control. Thirty three days after infection the number of CD8* and double positive cells was
equal to that observed at 26 days for the 1G infected mice. On the other hand, the amount of
CD4" T cells was higher in relation at IG infected animals at 26™ days post infection. There
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was a reduction in CD4" cells of the IG animals at 26 and 33 dpi when compared to the control
group (Table 3).

Histopathology

Infection with the SC2005 strain given by the intraperitoneal route. To determine
whether IP-given T. cruzi infection induced histopathological variations in different organs,
three animals were killed on days 11 and 18 post infection and subjected to histopathological
analysis. The IP infected animals showed a moderate to intense diffuse inflammatory reaction,
exhibiting mainly monocytes and lymphocytes in the esophagus (Fig 6A), stomach (Fig 6B),
intestine (Iig 6C), heart, liver, pancreas, adrenal gland, bladder, uterus and adipose tissue. The
mucosal and submucosal layers of the different organs rarely demonstrated any mononuclear
infiltration, showing normal aspects in most cases. However, in the muscle layer inflammatory
infiltrates were frequently observed. Picrosirius staining showed a redistribution and increase
of collagen deposits in the inflammatory foci in the esophagus, stomach (Fig 6D), heart (Fig
6E), bladder and uterus. In addition, hyperplasia of the germinal centers of the spleen and
lymph nodes was seen. Mast cells were present in the adipose tissue, heart and stomach (Fig
6G). There were amastigotes in the esophagus, stomach, intestine, heart, pancreas and bladder
(Fig 6A, 6B and 6C). Omental and mesenteric milky spots were activated with myeloid cells.
An intense parasitism was found in the heart ventricles, however a larger number of inflamma-
tory cells were observed in the atria. This study showed pancreatitis with focal necrosis (Fig 61)
and nests of amastigotes in the Langerhans islets. In the liver of the infected mice immature
cells, eventual megakaryocytes and dividing cells were observed (Fig 6H). No significant alter-
ations could be seen in elastic system in sections stained with Weigert’s resorcin-fuchsin after
oxidation with oxone.

Infection with the SC2005 strain given by the intragastric route. In order to verify
whether 1G-given T. cruzi infection caused histopathological variations in different organs
three animals were killed on day 26 and 33 post infection. Sections of the organs revealed a
mild to moderate diffuse mononuclear infiltration, mainly in the muscle layer of the stomach,
esophagus and intestine, and in the heart, liver, pancreas, kidney, bladder, uterus, encephalon
and adipose tissues (Fig 7A, 7B and 7C). Picrosirius staining showed a redistribution and
increase of collagen deposits in the inflammatory foci in the esophagus (Fig 7A), stomach (Fig
7D), intestine (Fig 7E), heart, spleen, liver, pancreas, uterus and adipose tissue. Again, hyper-
plasia of the germinal centers of the spleen and lymph nodes was seen. Mast cells were present
in the adipose tissue, bladder and stomach (Fig 7F). Parasites were scarce in the stomach, heart

Fig 71
(Fig 7G), bladder and adipose tissue. Omental and mesenteric milky spots were activated with

immature and mature myeloid cells. The lesions became more intense in the atria and ventri-
cles of the heart of mice infected by the IG route, with fewer nests of amastigotes (Fig 711).
Immature cells and megakaryocytes were observed in the liver. No significant alterations could
be seen in elastic system in sections stained with Weigert’s resorcin-fuchsin after oxidation
with oxone.

PCR. PCR was performed to detect T. cruzi DNA in the esophagus, stomach and intestine
of infected mice in all points of necropsy. To check the quality of the PCR reaction, the amplifi-
cation of an endogenous gene—GAPDH in the three randomly chosen samples was performed
(data not shown). The samples tested showed a band corresponding to 171 base pairs, which is
related to the fragment amplified for the endogen, demonstrating that the reaction proceeded
satisfactorily. The PCR for parasite detection demonstrated that all samples showed a band cor-
responding to a fragment of 330 base pairs indicating the presence of the T. cruzi DNA in the
esophagus, stomach and intestine of all infected animals (Fig 8A and 8B).

L1g 64 dIUU 0D,
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Fig 6. Histopathological alterations in the IP infected mice. Histopathological alterations in the mice infected IP with 107 T. cruzi, SC2005 strain. (A)
esophagus; (B) stomach and (C) intestine showing inflammatory cell infiltrate (asterisks) and nests of amastigotes (arrows) in the muscular layer.
Hematoxylin and eosin (HE) staining. Redistribution and increase of collagen deposits (asterisks) were seen in the inflammatory foci in the stomach (D); and
heart (E), Picrosirius red staining. (F) Pancreatitis with focal necrosis, HE staining. (G) Presence of mast cells (arrows) in stomach, Giemsa staining. (H) Liver
showing megakaryocyte (arrow) on the left side and mitotic cells (arow) on the right side, Giemsa stained.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.g006

Discussion

The transmission of the T cruzi infection depends on several factors such as the stage or num-
ber of parasites, the routes of infection and the T. cruzi strain [30]. Little is known about the
hematological, pathological and parasitological behavior of a strain isolated from the 2005 out-
break of an oral T. cruzi infection that occurred in Santa Catarina, Brazil. The findings of the
present investigation indicate a similar histopathological pattern to strain TcIl

In this study, groups of outbred Swiss mice were infected intragastrically (1G) or intraperito-
neally (IP) with cell culture-derived trypomastigotes of strain SC2005 as counterparts of blood-
stream parasites. This form exposes on its surface a member of the gp85/trans-sialidase
superfamily, Tc85-11, which is related with cell invasion and interaction with host factors.
Expression of Tc85-11 on the TCC T. cruzi surface is an important condition for the parasite
to translocate through the gastric mucin layer, reach the target cells and ascertain their survival
within the host [31].

The results of the two different routes of infection studied here indicate a clear difference in
parasitemia, mortality and infection rate. Nevertheless, inoculation by both routes produced
double peaks of parasitemia in Swiss mice. An early low peak and a late high peak were
observed, suggesting a mixed infection. These patterns and characteristics were similar to the
Tcll profiles of T. cruzi strains isolated from patients infected through oral transmission, previ-
ously described by Andrade et al. in 2011 [32].

Data in the literature have demonstrated that during the parasite infection molecules pro-
duced by the immune system of the host and molecules produced by T. cruzi may collaborate
to produce alterations in blood cell counts [33]. Our findings indicate a positive correlation
between parasitemia levels and leukocytes counts. Guedes ef al. in 2012 [34] and Marcondes
et al. in 2000 [35] previously reported alterations in blood cell counts associated with parasite-
mia levels, however different patterns of leucocytosis and leucopenia were seen. This dissimi-
larity may be explained by the different animals, by their heterogeneous genetic background
and by different strains used in the experimental protocols.

The lymphocytosis described is concordant with the polyclonal activation of Band T Iym-
phocytes observed elsewhere. De Meis et al. in 2009 [36] reported that this activation leads to
increased splenic cellularity. During the T. cruzi infective process, we observed an increase in
spleen weight without a loss of total body weight and a strong activation of lymphocytes in the
germinal center in both IP and 1G infected animals.

Our histopathological results confirmed the findings of Rassi et al. in 2000 [37], Opie ef al.

in 2006[38] and Castro-Sesquen et al. in 2013 [39] which described the presence of apoptosis
and necrosis associated to the deposition of collagen in tissue remodeling during the T. cruzi
infection. In the present study the histopathological analysis showed an intense mononuclear
infiltrate mainly located in the muscular layers with neoformation and remodeling collagen
fibers in different organs. Amastigotes were also observed in the muscular layers. These histo-
pathological patterns were characteristic of infection with strains belonging to the biodemes
type Il and III [40]. In this work, we also observed an intense inflammatory lesion in the myo-
cardium. Amastigote nests were present more frequently in the ventricles than in the atria.
However, the atria were more severely affected than the ventricles, presenting an intense
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Fig 7. Histopathological alterations in the IG infected mice. Histopathological alterations in mice infected IG with 107 T. cruzi, SC2005 strain.
Inflammatory cell infiltrate in the muscular layer of esophagus (A), Picrosirius red staining; stomach (B) and intestine (C), HE staining. Redistribution and
increase of collagen deposits were seen in the inflammatory foci (arrows) in the esophagus (A), stomach (D) and intestine (E), Picrosirius red staining; (F)
Presence of mast cells (white arows) in the stomach, Giemsa staining; (G) Heart showing nests of amastigotes (arrow) and (H) intense inflammatory infiltrate

mainly in auricle, HE stained.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.9007

inflammatory infiltration with many amastigote nests, 11 days after IP infection and 26 days
after 1G infection. A more intense inflammatory infiltration was noted 18 and 33 days after
infection in IP and IG infected mice, respectively. Increased myocardium destruction at the
ventricles, less amastigote nests and more severe mononuclear cell infiltration were also noted.
These findings suggest that the severe inflammatory response acts against the parasite, as it
first occurred in the auricular tissue, and only reached the ventricular tissue later. It is interest
ing to note that Quijano-Herndndez et al. in 2012 [41] observed the same histopathological

patterns in infected dogs.
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Fig 8. PCR. Agarose gels electrophoresis, 2%, showing the single PCR products (330pb) amplified by primers 121 and 122 extracted from different organs.
(A) Non-infected animals and IP T. cruzi infected mice. Lines 1 and 2: negative control; 3 to 5: non-infected mice (control group) (3- esophagus; 4- stomach;
5- intestine); 6 to14: IP infected animals 11 dpi (6- esophagus of the mice number 1 -m1; 7- stomach (m1); 8- intestine (m1); 9- esophagus (m2); 10- stomach
(m2); 11- intestine (m2); 12- esophagus (m3); 13- stomach (m3); 14- intestine (m3)); 15 to 23: IP infected mice 18 dpi. (15- esophagus (m1); 16- stomach
(m1); 17- intestine (m1); 18- esophagus (m2); 19- stomach (m2); 20- intestine (m2); 21- esophagus (m3); 22- stomach (m3); 23- intestine (M3)). (B)IG T.
cruzi infected mice. Lines 1-9: G infected mice 26 dpi (1- esophagus (m1); 2- stomach (m1); 3- intestine (m1); 4- esophagous (m2); 5- stomach (m2); 6-
intestine (m2); 7- esophagus (m3); 8- stomach (m3); 9- intestine (m3)); 10-18: 1G infected mice 33 dpi. (10- esophagus (m1}); 11- stomach (m1); 12- intestine
(m1); 13- esophagus (m2); 14- stomach (m2); 15- intestine (m2); 16- esophagus (m3); 17- stomach (m3); 18- intestine (m3)); 19- positive control. PM: 100bp
DNA marker ladder.

doi:10.1371/journal.pone.0122566.9008
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The histopathological analysis showed the presence of immature cells and megakaryocytes
in the liver of all infected mice, and this cells types were observed in the lymph node of animals
inoculated by the IG route at 33 days after infection. This finding suggests that extramedullary
hematopoiesis was occurring in these organs. During the acute phase of T. cruzi infection, Mar-
condes et al. in 2000 [35] demonstrated alterations in blood cell counts associated with bone
marrow suppression and anemia, which explain the occurrence of extramedullary
hematopoiesis.

Inflammatory infiltration was found in many organs, and lymphocytes were the most fre-
quently observed cell type. The fluctuations of the lymphocyte population observed in our
study confirmed the results described by Morrot ef al. in 2012 [42]. During the T. cruzi infec-
tion, the T-cell dynamic reflects the redistribution of lymphocyte subsets and specific and coor-
dinated responses to the parasite in the lymphoid tissues.

The different approaches in the present study lead us to conclude that the route of infection
has a direct effect on the course and the intensity of the disease. It is important to note that the
SC2005 strain exhibit a specific pattern of infection that differentiates it from other strains.
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