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Os fibrocitos sdo células de origem hematopoiética, com propriedades pro-
inflamatorias semelhantes as dos macrofagos e propriedades de remodelamento
teciduais dos fibroblastos. Diversas condi¢cdes de cultivo in vitro tém sido usadas
para gerar fibrocitos humanos, murinos e suinos. Os protocolos desenvolvidos por
Bucala e colaboradores (1994) vém sendo usados como base para esse cultivo,
contudo, variacbes nesses protocolos vém sendo realizadas para a melhoria na
obtencdo destes fibrécitos. A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas,
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, hA mais de um século apls sua
descoberta, ainda é considerada um importante problema social e de salde publica.
A fibrose, uma das manifestacdes mais significativas da cardiopatia chagasica
crbnica, encontra-se associada a infiltrados inflamatérios e cardiomiocitos em
degeneracdo. Evidéncias tém sugerido a participacdo de outras células neste
processo, como células endoteliais e fibrdcitos circulantes. Tem sido extensamente
descrito na literatura que fibrocitos do sangue periférico, produtores de matriz
extracelular, podem contribuir para o desenvolvimento de fibrose pulmonar, renal e
cardiaca. Estas células estdo significativamente aumentadas no coracdo de
individuos acometidos por isquemia cardiaca, hipertenséo e fibrilacao atrial, o que
nos leva a pensar que podem estar presentes também nas lesdes fibréticas da
cardiopatia chagasica crbnica e que podem ser um alvo potencial para o tratamento
da fibrose cardiaca. Diante disso, o presente estudo padronizou um protocolo de
obtencdo e estabelecimento de fibrécitos murinos em cultura e investigou se o T.
cruzi é capaz de infectar estas células. Desta forma, para padronizacdo da obtencéo
dos fibrécitos, diferentes protocolos de obtencdo de PBMCs, a partir de sangue
periférico de camundongos Swiss Webster foram testados, assim como diferentes
anticoagulantes, meios de cultura e suplementacdo com SFB. Apds o
estabelecimento do protocolo, investigamos a possibilidade de infeccdo dos
fibrécitos pela cepa SC2005 de T. cruzi. Os resultados mostraram que o uso do
EDTA como anticoagulante proporcionou uma melhor obtencédo de PBMCs e 0 meio
de cultura DMEM/F-12 sem SFB foi o melhor para o estabelecimento e diferenciacéo
dos fibrécitos. A caracterizacdo dos fibrocitos foi realizada por imunofluorescéncia
com marcagOes para CD11b, CD45, colagenos I, llI, IV e fibronectina, sendo apenas
esta Ultima negativa. Os ensaios de infeccdo celular pelo T. cruzi mostraram um
aumento gradativo no numero de ceélulas infectadas até 24h, e um aumento no
namero de amastigotas entre 2 e 72h. A avaliacdo da producdo de 6xido nitrico foi
semelhante em fibrécitos infectados e nao infectados. Concluimos que a obtencao
dos fibrocitos a partir de PBMCs depende ndo sé do processamento sanguineo,
como também da composi¢cdo do meio utilizado no cultivo das células e que o T.
cruzi é capaz de infectar essas células de forma progressiva, com multiplicacdo
crescente do numero de amastigotas intracelulares. Outros estudos devem ser
realizados para embasar os efeitos da infeccdo por T. cruzi nestas células.
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Fibrocytes are hematopoietic origin cells, with macrophages proinflammatory
properties and fibroblast tissue remodeling properties. Various in vitro culture
conditions have been used to generate human, murine and swine fibrocytes. Many
protocols have been used to fibrocytes cultivation, however, variations in these
protocols have been carried out to improve the collection of these cells. American
trypanosomiasis or Chagas disease, caused by the protozoan hemoflagellate
Trypanosoma cruzi, more than a century after its discovery, it is still considered an
important social and public health problem. Fibrosis is one of the most significant
manifestations of chronic chagasic cardiopathy and is associated with inflammatory
infiltrates and degenerating cardiomyocytes. Evidence has suggested the
involvement of other cells in this process, such as endothelial cells and circulating
fibrocytes. It has been extensively described in the literature that peripheral blood
fibrocytes, extracellular matrix producers, may contribute to the development of
pulmonary, renal and cardiac fibrosis. These cells are significantly increased in the
heart of individuals affected with cardiac ischemia, hypertension and atrial fibrillation,
which leads us to believe that they may also be present in the fibrotic lesions of
chronic chagasic cardiopathy and may be a potential target for the treatment of
cardiac fibrosis. Therefore, the present study standardized a protocol for obtaining
and establishing murine fibrocytes in culture and investigated whether T. cruzi is
capable of infecting these cells. Thus, for standardization of fibrocyte production,
different protocols for obtaining PBMCs, from peripheral blood of Swiss Webster
mice, were tested, as well as different anticoagulants, culture media and
supplementation with SFB. After establishing the protocol, we investigated the
possibility of infection of the fibrocytes by T. cruzi SC2005 strain. The results showed
that EDTA was better at obtaining the PBMCs and the DMEM/F-12 culture medium,
without SFB, was the best for fibrocyte establishment. Fibrocyte characterization was
performed by immunofluorescence with labels for CD11b, CD45, collagens I, IlI, IV
and fibronectin, only the latter being negative. The T. cruzi cell infection assays
showed a gradual increase in the number of infected cells up to 24h, and an increase
in the number of amastigotes between 2 and 72h. The evaluation of nitric oxide
production was similar in both infected and not infected fibrocytes. We conclude that
obtaining the fibrocytes from PBMCs depends not only on the blood processing, but
also on the composition of the medium used in cell culture and that T. cruzi is
capable of infecting these cells progressively, with increasing multiplication of the
number of intracellular amastigotes. Further studies should be performed to support
the effects of T. cruzi infection on these cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos da doenca de Chagas

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas foi descrita em 1909 por
Carlos Ribeiro Justino das Chagas e, passados mais de um século da sua
descoberta, ainda é considerada um importante problema social e de saude publica,
ndo apenas na América Latina, onde é endémica, mas também na Europa, América
do Norte, Japao e Australia, devido principalmente a migracéo (Gascon et al., 2010;
Jackson et al., 2014; WHO, 2017), e aos processos internacionais de adocado e
viagens a areas endémicas (Filigheddu et al., 2017; WHO, 2017).

Estima-se que cerca de 8 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
Trypanosoma cruzi em todo o 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, El Salvador, Guiana Francesa,
Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicardgua, Panamda, Paraguai, Peru,
Suriname, Uruguai e Venezuela) (WHO, 2017), causando incapacidade em
individuos infectados e mais de 10.000 6bitos por ano (WHO, 2017). Acredita-se que
existam cerca de 400.000 pessoas infectadas vivendo em paises ndo endémicos,
principalmente nos Estados Unidos e Europa (Pinazo et al. 2011; Bern, 2015).

A incidéncia da doenca de Chagas anual € de aproximadamente 28.000
casos com cerca de 7.000 mortes ao ano, sendo considerada a doenca parasitaria
que mais leva a Obito na América Latina. Nas Américas, cerca de 65 milhdes de
pessoas estdo susceptiveis a contrair essa doenca (PAHO, 2016; Chatelain, 2017).
A Argentina, o Brasil e 0 México sdo os trés paises com o maior numero estimado de
pessoas infectadas pelo T. cruzi, com 26%, 20% e 15% do total de pessoas
infectadas, respectivamente (WHO, 2015; Dias et al., 2016).

1.2 O Parasito

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado que apresenta diferentes

formas evolutivas durante seu ciclo de vida, desenvolvendo-se em diversas espécies
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de hospedeiros vertebrados e invertebrados. As formas amastigotas tém cerca de 5
um de diametro, formato esférico ou oval, cinetoplasto visivel, corpo achatado com
flagelo ndo exteriorizado, restrito a bolsa flagelar. As formas epimastigotas tém de
20 a 40 um de comprimento, com cinetoplasto posicionado anteriormente ao nucleo
e flagelo livre. As formas tripomastigotas possuem cerca de 25 ym de comprimento
e caracterizam-se por apresentar cinetoplasto posterior ao nucleo e flagelo livre.
(Hoare, 1972; Tyler & Engman, 2001; Burleigh & Woolsey, 2002). O Trypanosoma
cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, que inclui organismos que apresentam um
unico flagelo e uma mitocondria que percorre toda extensdo celular. Essa
mitocondria contém uma rede complexa e compactada de moléculas circulares de
DNA, denominada de cinetoplasto ou KDNA. Este é composto por centenas de
moléculas de DNA circulares, denominadas maxi e minicirculos e representa
aproximadamente 20 a 30% do DNA total do parasito (Cano et al., 1995; Shapiro &
Englund, 1995; Sibley, 2011; Tomasini, 2018).

Parasitos incluidos nesta ordem apresentam ainda outras estruturas e
organelas intracelulares  especializadas como  glicossomos, citéstomo,
reservossomo, acidocalcissoma e vacuolo contratil (De Souza, 2009; Castro &
Menna-Barreto, 2017). Além disso, um conjunto de microtibulos subpeliculares em
arranjo helicoidal, confere rigidez ao parasito, assegurando a manutencéo da sua
forma, que varia dependendo da fase do ciclo de vida em que se encontra. A
presenca de microtUbulos dificulta invaginaces da membrana na maior parte do
corpo celular, entretanto, estdo ausentes na regido da bolsa flagelar, de onde o
flagelo emerge do corpo. As formas epimastigotas e amastigotas, apresentam na
regido anterior do corpo, proximo a abertura da bolsa flagelar, o citéstomo, estrutura
responsavel pela maior parte da atividade endocitica do T. cruzi. Esta regido é
sustentada por microtibulos especializados, pobre em proteinas integrais de
membrana, o que o diferencia do restante da membrana (De Souza, 2009; Castro &
Menna-Barreto, 2017).

O flagelo, presente em todas as formas evolutivas do T. cruzi, emerge da
bolsa flagelar e € composto por um axonema tipico formado por nove pares de
microtubulos periféricos e um par central, envolvido pela membrana flagelar e
associado a um corpusculo basal. As formas epimastigotas e tripomastigotas

possuem ao lado do axonema uma estrutura complexa chamada de corpo paraxial
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ou estrutura paraflagelar (Bastinet et al., 1999). Nas formas amastigotas o flagelo é
muito curto, muitas vezes permanecendo no interior da bolsa flagelar, nas formas
epimastigota e tripomastigota, parte do flagelo encontra-se aderida ao corpo celular,
permitindo um leve movimento associado ao batimento flagelar, o que confere a

impressao da existéncia de uma membrana ondulante (Carvalho, 2017).

A i | B ‘

Estrutura paraflagelar

Inclusdes lipidicas

Figura 1.1- Representacdo esquematica de tripomastigota, epimastigotas e
amastigota do T. cruzi.

Representacdo esquematica de tripomastigotas (A), epimastigotas (B) e amastigota
(C) do T. cruzi demosntrando estruturas e organelas intracelulares especializadas

como glicossomos, citbstomo, reservossomo, acidocalcissoma, vacuolo contratil, um



conjunto de microtubulos subpeliculares, axonema, estrutura paraflagelar, bolsa
flagelar, cinetoplasto, mitocdndria, acidocalcisomo, Golgi, nacleo, nucléolo. Fonte:
Lechuga,2011.

1.3 Vetores

Insetos hematofagos da subfamilia Triatominae s&o responséveis pela
transmissao vetorial do T. cruzi. A doenca de Chagas, anteriormente definida como
uma enzootia restrita a ambientes silvestres, hoje € considerada uma
antropozoonose, devido a intervengdes humanas no meio ambiente, tais como
expansdo da fronteira agricola e migracdes internas. Como resultado das acdes
humanas sobre o ambiente, os vetores foram deslocados dos seus nichos silvestres
originais, adaptando-se a outras fontes alimentares, dentre elas o sangue humano e
de animais domésticos, ocasionando assim sua domiciliacdo (Argolo et al., 2008;
Coura & Borges-Pereira, 2010; Justi & Galvao, 2017).

A principal espécie responsavel pela transmissédo vetorial do T. cruzi no Brasil
foi, durante algum tempo, o Triatoma infestans, inseto de habito essencialmente
domiciliar que teve sua dispersdo facilitada pelos fatores j& mencionados.
Entretanto, acbes sistematizadas de programas regionais, visando o controle
quimico do vetor, como as ocorridas nos paises do Cone Sul, do Pacto Andino e
América Central, mostraram um efeito positivo significativo na ocorréncia de novos
casos da doenca, que passaram de 700.000 em 1990 para 41.200 em 2006. Tais
acOes conferiram ao Brasil, em 2006, uma certificacdo internacional pela interrupcao
da transmisséo da doenca de Chagas pelo T. infestans (Ministério da Saude, 2015;
WHO, 2017). Além disso, também foi alcancada, em 2010, a interrupcdo da
transmissao vetorial pelo vetor Rhodnius prolixus em todos os paises da América
Central, além de Costa Rica, El Salvador e México (Hashimoto & Schofield, 2012).

Apesar do controle da transmissdo de T. cruzi pelos pelas principais espécies
de triatominoes, vetores secundarios como Triatoma brasiliensis, Panstrongylus
megistus, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida, ainda desempenham um
importante papel na transmissao do parasito para o homem (Justi & Galvao, 2017).

A maioria das espécies de vetores conhecidas vive no meio silvestre. No entanto,
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ainda podem ser encontradas em distintas regides do Brasil diferentes espécies de
triatomineos habitando regides domiciliares e peridomiciliares (Ministério da Saude,
2009).

1.4 Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi e formas de transmissao

Sendo um parasito heteroxénico, o ciclo natural do T. cruzi apresenta uma
fase replicativa e intracelular no hospedeiro vertebrado e outra extracelular no inseto
vetor.

No inseto vetor, a primeira diferenciacdo dos parasitos ocorre no lumen do
seu trato gastrintestinal, onde formas tripomastigotas sanguicolas, adquiridas de um
hospedeiro vertebrado infectado, transformam-se em formas epimastigotas (ndo
infectivas). A seguir, essas formas migram para o reto e aderem a glandula retal.
Neste local, ocorre a segunda diferenciacdo, em formas tripomastigotas metaciclicas
(formas infectivas), por um processo de diferenciagdo celular denominado de
metaciclogénese (Zeleddn, et al., 1984; Coura & Borges-Pereira, 2012). Essas
formas séo eliminadas junto as fezes e urina do inseto vetor durante ou apds o
repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado. Estas formas infectivas podem, entéo,
entrar em contato com areas de descontinuidade da pele ou através das mucosas
desses hospedeiros e invadir células proximas. Dentro da célula, os tripomastigotas
sdo envoltos pelo vacuolo parasitéforo, dando inicio a diferenciacdo para formas
amastigotas. Enzimas liberadas pelos parasitos rompem o vacuolo e eles escapam
para o citoplasma da célula hospedeira e ai se da a diferenciacdo completa para as
formas amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria (De Souza 2009). Apés a
replicacédo, inicia-se um processo inverso de transformacao, as formas amastigotas
voltam a ser tripomastigotas que apdés o rompimento da membrana da célula, séo
liberadas para a corrente sanguinea e sistema linfatico. Essas formas passam a ser
denominadas tripomastigotas sanguicolas, sendo responsaveis pelo préximo ciclo
de infeccdo de novas células em diferentes tecidos (Argolo et al., 2008; Rey, 2008;
Coura & Dias, 2009).
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Figura 1.2- Ciclo biolégico do T. cruzi adaptado de Pérez-Molina & Molina,
2017. O ciclo biologico do T. cruzi inicia-se durante o respasto sanguineo onde o
triatomineio ingere tripomastigostas sanguicolas. Posteriormente, tripomastigotas
diferenciam-se em epimastigotas e replicam-se por divisdo binaria no intestino do

triatomineo. Em seguida, epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas



metaciclicas no intestino do triatomineo, sendo excretadas nas fezes dos mesmos e
penetram pelo local da picada ou mucosas, podendo manifestar sinais como
chagoma de inoculacéo e sinal de romafa. Tripomastigotas metaciclicas penetram
em células no local da picada e transformam-se em amastigotas, que multiplicam-se
por divisdo binaria. Logo apds, amastigotas intracelulares transformam-se em
tripomastigotas e a células hospedira se rompe liberando os parasitos na corrente
sanguinea, que podem infectar outras células e inicar um novo ciclo replicativo ou
serem ingeridas durante um novo repasto sanguineo pelo triatomineo.

A transmissao do T. cruzi também pode ocorrer através do recebimento de
sangue e derivados (Moncayo, 1999, 2003; WHO, 2018), por transmissdo congénita
(Prata, 2001; WHO, 2017; Torrico, 2015), transplante de o6rgaos (Favaloro et al.,
2015) ou por via oral (Alarcon, 2010; Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012; Filigheddu
et al., 2017). Ha ainda algumas formas menos comuns, mas que ndo podem ser
descartadas, as que envolvem os acidentes de laboratério (Coura & Castro, 2003;
Dias, 2005), manejo e ingestdo de carne crua de animais de caca infectados (Coura
& Castro, 2003; Dias & Macedo, 2005), transmissdo sexual e aleitamento materno
(Coura, 2015; Araujo et al., 2017).

Tanto a transmissdo transfusional quanto a vetorial do T. cruzi vém
diminuindo progressivamente devido a um maior rigor nos bancos de sangue e
campanhas organizadas para o controle do vetor triatomineo, como as que
ocorreram nos paises do Cone Sul, do Pacto Andino e da América Central.
Contudo, ainda se observa infeccdo por estas vias, seja por falta de controle
adequado dos bancos de sangue, seja pela variedade de triatomineos envolvidos na
transmissao. Desta forma, a doenca de chagas ainda merece atencéo por parte dos
pesquisadores, uma vez que milhares de pessoas permanecem infectadas e novos
casos ainda vém sendo registrados (Coura & Castro, 2003; Dias et al., 2016; Tovar
Acero et al., 2017). Hoje, no Brasil, os casos cronicos da doenca sdo predominantes,
entretanto, nos ultimos anos, o perfil epidemioldgico da doencga adquiriu um novo
cenario devido a ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) nos estados da
Amazonia Legal, principalmente por transmissdo oral, relacionados a ingestdo de
alimentos, mas também por transmisséo vetorial (sem colonizagdo e extradomiciliar).
Surtos foram relacionados a transmissdo oral em éareas rurais e Peri urbanas da

América Latina. Os surtos no Brasil envolveram alimentos como suco da cana-de-



acucar, contaminados com triatomineos infectados, suas fezes ou secrecfes
infectadas das glandulas anais de marsupiais; agai ou bacaba, contaminada por
triatomineos. Colémbia e Venezuela também registraram surtos relacionados a
alimentos como sucos de goiaba, laranja ou tangerina, que provavelmente foram
contaminados por triatomineos (Shikanai-Yasuda & Barbosa, 2012). No Brasil, o
primeiro surto oficialmente investigado de doenca de Chagas aguda relacionado a
transmissdo oral foi registrado em Santa Catarina em 2005, sendo associado a
ingestdo de caldo-de-cana contaminado com T. cruzi. Este evento repercutiu
positivamente na sensibilidade da vigilancia (Ministério da saude, 2015).

A via oral vem se mostrando eficiente na transmissédo do T. cruzi, uma vez
gue até mesmo triatomineos que ndo eram considerados vetores em potencial estao
sendo incluidos (De Noya & Gonzalez, 2015). Vérios casos da doenca de Chagas
estdo associados com a transmissdo oral no Brasil, Colombia e Venezuela
(Filigheddu et al., 2017). De 2000 a 2013, foram notificados, no Brasil, 1.570 casos
de doenca de Chagas aguda, com 91,1% destes casos na regido Norte, sendo o
estado do Para o responsavel por 82% dos casos, seguido pelas regides Nordeste
(4,7%), Sul (1,8%), Centro-Oeste (1,7%) e Sudeste (0,8%). Neste periodo 68,9%
dos casos registrados ocorreram por transmissao oral (Ministério da Saude, 2015).

1.5 Patogenia da doenca de Chagas e persisténcia do T. cruzi nos

tecidos.

O curso clinico da doenca de Chagas geralmente compreende uma fase
aguda, que ocorre durante as primeiras semanas ap0s a infeccdo, sendo
assintomatica na maioria dos casos, porém quando presentes, 0s sinais e sintomas
incluem febre, reacdo inflamatéria local (Chagoma de inoculacdo ou sinal de
Romafia), mal-estar, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Essa fase permanece
por quatro a oito semanas, e a parasitemia decai substancialmente a partir do 90°
dia ap6s a infeccdo (Laranja et al., 1956; Wegner & Rohwedder,1972; Coura &
Borges-Pereira, 2012). A fase aguda geralmente se resolve espontaneamente e
somente 1 a 5% dos pacientes desenvolvem a doenca aguda severa, que inclui
miocardite, efusdo pericardica e meningoencefalite, com risco de morte em 0,2 a

0,5% dos casos (Laranja et al. 1956; Pinto et al., 2008). Quadros agudos originarios
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de infeccdo congénita pelo T. cruzi ocorre em 5% das criangcas nascidas de maes
cronicamente infectadas (Carlier et al., 2015).

A medida em que a infeccdo progride, o paciente entra na chamada fase
cronica da doenca. A maioria das pessoas nao apresenta sintomas ou envolvimento
visceral. Esta forma clinica da doen¢ca denominada forma indeterminada, tem bom
prognéstico e se caracteriza por apresentar soropositividade para o T. cruzi, sem
gue haja sinais clinicos ou sintomas da doenca (Dias, 1989). Contudo, a medida em
gque os métodos de diagndstico tornam-se mais sensiveis, um maior nimero de
pacientes com esta forma da doenca é diagnosticado com alteracdes cardiacas ou
digestivas sutis (Viotti et al., 2004; Pérez-Ayala et al., 2011).

Dados da década de 1980 mostraram que, em geral, 30 a 40% dos pacientes
na fase crénica podem apresentar comprometimento cardiaco e/ou gastrico, 10 a 30
anos apos a infeccao aguda (Bittencourt et al., 1975; Coura et al., 1985; Espinosa et
al., 1985). O envolvimento mais grave e mais frequente é o cardiaco e ocorre entre
14 e 45% de pacientes infectados crénicos (Coura et al., 1985; Dias, 1989; WHO,
2002; Viotti et al., 2006; Pérez-Ayala et al., 2011; Salvador et al., 2014). As lesdes
afetam principalmente o sistema de conducédo do 6rgdo e o miocéardio (Rassi & Little,
2000). A principal causa de 6bito em pacientes com comprometimento cardiaco € a
morte subita, seguida de insuficiéncia cardiaca refrataria. (Rassi et al., 2001; Nunes
et al., 2018). A doenca de Chagas também € uma das principais causas do AVC
cardioembolico, sendo duas vezes mais comum na doenca cardiaca causada pela
doenca de Chagas que em outras formas de cardiomiopatia (Nunes et al., 2009;
Cardoso et al., 2014).

O envolvimento gastrointestinal € menos comum, ocorrendo em 10 a 21% dos
pacientes cronicos, mais frequentemente em paises do Cone Sul da América do Sul
(Coura et al., 1985; De Oliveira et al., 1998; Pérez-Ayala et al., 2011; Salvador et al.,
2014). As manifestag6es variam de distarbios de motilidade assintomatica, acalasia
leve, & megaes6fago grave. Outro disturbio € o megacélon, caracterizado por
constipacao persistente que pode levar a fecaloma e isquemia intestinal (De Oliveira
et al., 1998). Envolvimento cardiaco e gastrointestinal raramente acontecem
concomitantemente

Duas hipoteses principais explicam os mecanismos da patogénese da doenca

de Chagas humana. Uma defende que a persisténcia do parasito no hospedeiro é



uma das principais causas de patologia e a outra diz que existe uma resposta
imunoldgica contra antigenos proprios que € responsavel pelos danos teciduais
observados (Hyland & Engman, 2006; Kierszenbaum, 2007; Dutra & Gollob, 2008;
Teixeira et al., 2011).

Durante a fase aguda da infeccdo, ocorre a invasédo ativa e replicagédo
intracelular do parasito em diferentes tecidos do hospedeiro. A resposta imunoldgica
consegue controlar, mas ndo exterminar a carga parasitaria tecidual e, assim, o
parasito persiste por décadas nos tecidos dos hospedeiros, na maioria das vezes
sob forma de infec¢do assintomatica. Pouco se sabe sobre o ciclo de infec¢do dos
parasitos persistentes. A detecc@o de niveis muito baixos de parasitos circulantes
em uma fracdo significativa de individuos cronicamente infectados (Gutierrez et al.,
2008) sugere que o ciclo intracelular do parasito estd ativo, a0 menos
intermitentemente, constituindo a base para o tratamento etiolégico na forma
indeterminada. Desta forma, o objetivo do tratamento é prevenir ou melhorar as
manifestacbes da infeccdo crbnica pela reducdo ou eliminacdo do numero de
parasitos.

A persisténcia cronica do T. cruzi nos tecidos tem sido associada a
perpetuacdo da doenca. O parasito € frequentemente encontrado nas células
musculares cardiacas e lisas em animais e humanos cronicamente infectados
(Viotti et al., 2006). Além disso, por técnicas moleculares, DNA do parasito pode ser
detectado na circulacdo sanguinea (Gutierrez et al., 2008). Outro fato que constitui
evidéncia da persisténcia sdo os casos de reativacdo da parasitemia em pacientes
imunossuprimidos (Diazgranados et al., 2009; Ferreira et al., 2011), os casos de
transmissdo vertical na fase crbnica em areas endémicas da América Latina
(Gascon et al., 2010), além da transmissdo apos recebimento de érgdos, sangue
e/ou derivados de doadores chagasicos crénicos, em areas ndo endémicas (Castro,
2009; Angheben et al., 2015).

Nos casos de forma indeterminada da fase crénica ndo ha uma explicacdo de
alguns individuos permanecerem assintomaticos e outros progredirem para a forma
sintomatica cardiaca ou digestiva. O consenso € que, a resposta imunolégica e/ou a
resposta autoimune estdo associadas a sintomatologia, mas nao explicam
totalmente a progressao para a doenca (Nagajyothi et al., 2012). Acredita-se que o

parasito possa sobreviver oculto em sitios de armazenamento, como o tecido
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adiposo (Shoemaker et al., 1970; Combs et al., 2005, Ferreira et al., 2011), e criar
um estado inflamatério crénico discreto, como o observado na obesidade morbida
(Ferrante, 2007; Nagajyothi et al., 2011).

1.6 Tratamento

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), o custo mundial com o
tratamento de pacientes chagasicos atinge US$ 7 bilhées/ano (WHO, 2017), mas
menos de 1% dos individuos infectados tém acesso ao diagndstico e ao tratamento
sistematico, o que contribui para um elevado impacto na morbimortalidade da
doenca e manutencdo do seu elevado custo social (Dias et al., 2016; Chatelain,
2017; Molyneux et al., 2017).

A producédo de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, com
maior eficacia e menos efeitos colaterais ndo ocorre ha algum tempo. Apenas duas
drogas, benzonidazol e o nifurtimox sao utilizados para o tratamento da doenca de
Chagas. Apesar desses nitroderivados terem relevante toxicidade e sua utilizacao
apresentar resultados obtidos insatisfatorios. (Teixeira, 2007; Siriano, 2013).

O nifurtimox foi retirado do mercado em decorréncia dos efeitos colaterais
apresentados pelos pacientes (Rassi et al., 2001) e, desde a década de 1980, teve
sua comercializacdo interrompida, primeiramente no Brasil, e depois em varios
paises da América do Sul (Coura e Castro, 2003). O benzonidazol é considerado o
tratamento de primeira linha, uma vez que apresenta efeitos colaterais mais brandos
e uma melhor eficacia quando comparado com o nifurtimox (Bern, 2015).

O tratamento é mais eficaz quando acontece na fase aguda da doenca (De
Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998; Chippaux et al., 2013; Molina et al.,
2014), entretanto, como poucos individuos sdo diagnosticados nesta fase da
doenca, o tratamento torna-se limitado. Na fase aguda, o percentual de cura pode
chegar a 100%. Na fase crbnica, entretanto, este percentual varia de 20 a 60%
(Rassi et al. 2010).

Um estudo denominado Avaliagdo do Benzonidazol para a Triagem de
Tripanossomiase (BENEFIT) foi projetado para avaliar a seguranca e a eficacia
desta droga em pacientes com cardiomiopatia chagasica (Morilo et al., 2015). O

objetivo do estudo era determinar se os 1,17 milhGes de pessoas que apresentam
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cardiomiopatia chagasica (WHO, 2015) apresentariam melhora clinica ou mesmo
cura com este tratamento. Os resultados mostraram que 20% a 30% dos individuos
tratados evoluiram para cardiomiopatia chagasica, que é uma condicdo cardiaca
debilitante associada a disturbios de conducéo, insuficiéncia cardiaca e morte subita,
mostrando que, o tratamento com benzonidazol ndo resultou em nenhuma melhoria
estatisticamente significativa nos resultados clinicos cardiacos, quando comparado
com pacientes tratados com placebo (Pecoul et al., 2016). A aplicacdo de todo o
volume de conhecimento gerado com as pesquisas envolvendo a doenca de Chagas
e T. cruzi, assim como em outras doencas negligenciadas, ndo séo revertidos para o
desenvolvimento de novos farmacos efetivos, por falta de interesse das companhias
farmacéuticas e falhas nas politicas puablicas envolvidas na producdo e
desenvolvimento de medicamentos (Teixeira, 2007; Siriano, 2013).

Os objetivos do tratamento da doenca de Chagas sao: curar a infeccdo em
algumas situagbes, diminuir a parasitemia e a possibilidade de transmissao da
doenca e prevenir lesdes nos orgdos ou a evolucdo das mesmas. Devem ser
realizadas intervencées como o tratamento antiparasitario, e paralelamente o
tratamento dos sinais e sintomas cardiacos e digestivos. E € indicado a maioria dos
pacientes, excluindo pacientes com cardiopatia avancada, gravidas ou mulheres
amamentando, pacientes com hepatopatia cronica e insuficiéncia renal cronica,
megaesbfago de grau avancado; megacoOlon avancado e supressdo da medula
0ssea, incluindo leucopenia, granulocitopenia e / ou trombocitopenia (Carvalho et al.,
2015).

Algumas abordagens tém sido empregadas no desenvolvimento de farmacos
para doencas negligenciadas atualmente, o reposicionamento e a combinacao.
Novos usos para medicamentos ja conhecidos sdo uma abordagem excelente, uma
vez que os perfis de seguranca e farmacocinéticas ja foram otimizados para uso
humano e questbes ligadas a manufatura e armazenamento ja foram avalidados
(Kaiser et al., 2015). O reposicionamento corresponde a 30% de produtos como
medicamentos e vacinas aprovadas pelo FDA (Jin & Wong, 2014). Combinagao
entre medicamentos permite a reducéo de doses e de tempo de tratamento, além de
reduzir efeitos colaterais e desenvolvimento de resisténcia nos parasitos. Estudos in
vivo utilizando modelos de infecgcdo murina aguda demostraram que a combinacgéo

de farmacos ou de candidatos, mesmo se nédo levar a uma cura parasitolégica, pode
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reduzir a carga parasitaria, taxa de mortalidade e lesdes teciduais (Maldonado et al.,
1993; Urbina et al., 1993a).

1.7 O processo fibrotico na doenca de Chagas

A persisténcia do parasito esta diretamente relacionada & morte celular e as
respostas imunologicas a ele direcionadas, que desempenha papel central no
desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) (Tarleton, 2003;
Kierszenbaum, 2007; Bonney & Engman, 2008; Fernandes et al., 2012). A CCC
caracteriza-se pela presenca de infiltrado inflamatério esparso, parasitemia minima,
discreto parasitismo tecidual e extensa fibrose reativa e reparativa (Rossi, 1991;
Rassi et al., 2017).

A fibrose cardiaca esta presente em muitos processos patoldgicos, incluindo
hipertensdo, doenca coronariana e insuficiéncia cardiaca (Swynghedauw, 1999). A
fiborose do miocardio tem efeitos adversos na fungdo cardiaca, culminando na
crescente rigidez do coracdo, o que prejudica a funcdo diastélica, e também em
arritmias (Lin et al.,, 2016). A fibrose cardiaca € caracterizada pela deposicéo
excessiva de matriz extracelular, sendo considerada resultado da atividade
exagerada de fibroblastos. Inicialmente, acreditava-se que esse depoésito era
originado por fibroblastos residentes, porém outros estudos sugerem que outras
células podem estar envolvidas neste processo, como células endoteliais (sofrendo
transicdo de endoteliais para mesenquimais) (Zeisberg et al., 2007), células-tronco
mesenquimais (diferenciando-se em fibroblastos) (Ngo et al., 2014) e fibrdcitos

circulantes.

1.8 Fibrécitos

Os fibracitos circulantes, que sao derivados de células hematopoiéticas, foram
primeiramente descritos, em 1994, como uma subpopulacdo de leucécitos e podem
ser definidos como células derivadas de mondcitos que apresentam as
caracteristicas inflamatorias dos macréfagos e as propriedades de remodelamento
tecidual dos fibroblastos (Bucala et al., 1994; Quan et al., 2004; Reilkoff, Bucala,

13



Herzog, 2011). Essas células, porém, ndo podem ser confundidas com os fibrécitos
descritos por Junquira & Carneiro (2001) como fibroblastos quiescentes que séo de
origem mesenquimais.

Tem sido extensamente descrito na literatura que fibrécitos circulantes,
produtores de matriz extracelular, podem contribuir para o desenvolvimento de
fibrose pulmonar, renal (King et al., 2011; Reich et al., 2013) e cardiaca. Estas
células estdo significativamente aumentadas no coracao de individuos acometidos
com isquemia cardiaca (Mdlmann et al., 2006), hipertensdo (Fang et al., 2013),
insuficiéncia cardiaca (Chu et al., 2010) e fibrilac&o atrial (Xie et al., 2014), o que nos
leva a pensar que podem estar presentes também nas lesdes fibréticas da CCC (Lin
et al., 2016).

Os fibrécitos também desempenham um importante papel nos processos
inflamatorios e na fase proliferativa da cicatrizacdo. Por serem células produtoras de
coldgeno, eles produzem diversas proteinas da matriz extracelular e tém a
capacidade de migrar precocemente e se acumular nos tecidos lesionados (Reilkoff,
Bucala, Herzog, 2011).

Bucala e colaboradores, em 1994, descreveram essas células quando
estudavam um modelo de cura de lesdes. Neste estudo os autores implantaram uma
esponja de polivinil-alcool no tecido subcutaneo de camundongos com o objetivo de
observar as principais células envolvidas no processo de reparo tecidual. Mostraram
um rapido influxo de células do sangue periférico, entre elas: neutréfilos, mondcitos
e linfocitos. Além destas, foi observado um influxo de células fusiformes,
semelhantes a fibroblastos. A presenca destas células coincidiu com a entrada de
células inflamatorias pela circulacéo, sugerindo que essas pudessem ter origem no
sangue periférico. Apés cultivo das células sanguineas, confirmou-se a existéncia de
um tipo celular semelhante aos fibroblastos, produtor de proteinas de matriz
extracelular, mas que apresentava os marcadores de leucdcitos (CD45) e de células
progenitoras (CD34). Esta nova subpopulacéo celular recebeu o nome de “fibrécito”,
a partir da combinacao entre o radical grego “kitos”, que significa célula, e o radical
“fibro”, denotacgéo do latim que significa fibra (Bucala et al., 1994; revisto por Quan et
al., 2004).

Embora a identificacdo dos fibrécitos tenha ocorrido, inicialmente, em 1994

por Bucala, sua origem sO foi definida em 2001 por Abe e colaboradores, que

14



demonstraram que estes podem ser originados a partir de uma subpopulagéo de
mondcitos, conhecida como CD14+ em humanos e Ly6C+/Grl+/ CD115+/CD11b+
em camundongos (Abe et al., 2001).

Ao longo dos anos, novos estudos ampliaram o conhecimento sobre os
fibrécitos, tanto em relacdo aos marcadores quanto as suas fungdes. Inicialmente
utilizava-se como critério minimo para identificagdo dos fibrécitos em culturas ou em
cortes de tecidos, a producéo de colageno e a expressao de CD34 e ou CD45. No
entanto, esse conceito ndo é suficiente pois, em alguns casos, pode haver a
sobreposicdo da expressao destes marcadores entre fibrocitos, macréfagos e
fibroblastos (Fig. 1.3). Sendo assim, avaliagdes adicionais incluindo outros
marcadores celulares, analise morfoloégica e a producdo de proteinas da matriz
extracelular se fazem necessarias para melhor identificacdo dos fibrécitos em seu
contexto bioldgico (Quan et al., 2004; Pilling et al., 2006; Suga et al., 2014).

Herzog & Bucala (2010) verificaram que a identificagdo de fibrocitos do
sangue periférico pode ser feita através da coexpressao de colageno e CD45 e/ou
CD34. Entretanto, durante a classificacdo de fibrocitos, pode haver uma
sobreposicdo na expressao desses marcadores, 0 que lavaria a um erro nessa
classificacdo. Nesse contexto, uma avaliacdo morfolégica torna-se necesséria, uma
vez que tanto os macrofagos quanto os fibrécitos, in vitro ou in vivo, expressam
marcadores inflamatorios semelhantes; além disso, os fibrécitos aderentes
apresentam morfologia em forma de fuso, distinguindo-se dos macrofagos, que sao
mais esfeéricos (Pilling et al., 2009). Do mesmo modo, os fibroblastos ndo expressam
os marcadores inflamatorios e hematopoiéticos, como os fibrécitos, apesar de
também apresentarem forma de fuso (Reilkoff, Bucala, Herzog, 2011).

Ainda ndo é clara a funcdo dos fibrocitos do sangue periférico em outros
tecidos em condi¢cfes normais e de patologias provocadas por agentes infecciosos,
apesar do crescente numero de relatos que descrevem as contribuicbes destas
células no processo inflamatorio em diversas doengas (Chesney et al., 1998, Quan
et al.,, 2004, Wang et al., 2007, Reilkoff, Bucala, Herzog, 2011; Peng & Herzog,
2012). Os fibrocitos estdo associados com a cicatrizacao de feridas e com processos
fibréticos (Chesney et al., 1997; Abe et al., 2001; Moore et al., 2005; Ishida et al.,

2007), além de estarem envolvidos nos processos de inflamacdo e remodelagéo
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iniciais (Nihlberg et al.,
(Grab et al., 1999).

Estudos sobre a patogénese da fibrose cardiaca sugerem que o fibrdcito

2006) e nas interacdes hospedeiras com microrganismos

circulante pode ser um alvo potencial para o tratamento de fibrose cardiaca.
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Figura 1.3- Expressdo de marcadores de mondcitos, macrofagos,
fibrécitos e fibroblastos. Combinacdo de dados de marcadores expressos pelas

células analisadas. Reproduzido de Pilling et al., 2009.
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2 JUSTIFICATIVA

Os fibrocitos s@o células presentes em varios tecidos, tanto em condigfes
fisiolégicas quanto patolégicas (Bucala et al., 1994). Sdo importantes no processo
cicatricial por contribuirem no mecanismo de formacédo do granuloma, na atividade
antigénica, na producdo de colageno e na matriz proteica, participacdo na
remodelagem e na inflamacéo como fonte rica de citocinas (Abe et al., 2001; Quan
et al., 2004), na producdo de fatores de crescimento, na producdo de fatores
angiogénicos, na contribuicdo na formacdo de novos vasos sanguineos e em
algumas doencas fibréticas (Metz, 2002; Quan et al., 2004). Os fibrocitos tém as
caracteristicas inflamatérias de macréfagos e as propriedades de remodelamento
tecidual dos fibroblastos. Estimulos inflamatorios crénicos medeiam a diferenciacéo,
migracdo e o0 acumulo destas células, em condicfes fibrosantes, associadas a
autoimunidade, doencas cardiovasculares e asma. Embora os fibrocitos constituam
apenas uma pequena fracdo dos leucécitos circulantes em humanos normais, sédo
células importantes envolvidas na progressdo de muitas doencas, pois numeros
aumentados destas células estdo presentes em patologias humanas caracterizadas
por processos inflamatorios cronicos estimulados por macrofagos e ativacao
persistente de fibroblastos. Estas doencas incluem, por exemplo, doencas
pulmonares e de via aéreas, fibrose sisttmica nefrogénica, e doencas
cardiovasculares e autoimunes, como a doenca de Chagas. No entanto, estudos
sobre as interacdes de fibrécitos com os parasitos envolvidos nessa infec¢cdo sao
escassos. Sendo assim, o presente estudo investigou a possibilidade de infeccéo de
fibrécitos derivados de sangue periférico de camundongos por um isolado de T.

cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

« Estabelecer um procedimento de obtencéo e cultivo de fibrécitos murinos que

permitisse estuda-lo na infec¢do pelo Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos

o Estabelecer uma cultura de fibrocitos murinos;
o Caracterizar as células como fibrécitos;
o Testar a infeccao de fibrécitos pelo Trypanosoma cruzi.

e Avaliar a producao de NO
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss Webster (SW) obtidos do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz) e mantidos no
biotério de experimentacdo do Pavilhdo Hélio Peggy Pereira, sob temperatura
controlada, com racdo apropriada e agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos
envolvendo o uso de animais foram submetidos, avaliados e aprovados pela
Comissdo de Etica para uso de Animais de Laboratdrio do Instituto Oswaldo Cruz
(CEUA/IOC), sob licenca de numero: L-008/2017.

4.2 Padronizacéao dos protocolos

Os protocolos para obtencdo de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC, do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cell) de camundongos,
diferenciacdo e cultivo de fibrécitos existentes na literatura cientifica apresentam
algumas varia¢cfes. Desta forma, antes da definicdo da metodologia a ser seguida
houve a necessidade da realizagdo de alguns experimentos de padronizagao
descritos a seguir.

4.2.1 Rendimento celular

A fim de testar o rendimento celular na obtencdo de PBMCs, foram utilizados
na coleta de sangue os anticoagulantes EDTA (do inglés Ethylenediamine tetraacetic
acid - Sigma-Aldrich®) ou salina citratada. ApoOs eutanasia dos animais com
300mg/kg de cloridrato de quetamina e 30mg/kg de cloridrato de xilazina, foi
coletado 1 mL de sangue de quatro camundongos Swiss Webster por puncdo
cardiaca. Foram utilizados o EDTA na coleta do sangue de dois animais e salina
citratada na coleta dos outros dois animais. Posteriormente, todas as amostras

foram processadas para obtencdo de PBMCs e os resultados comparados.
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4.2.2 Obtencdo de PBMCs

Para definir a melhor forma de obtencédo de PBMCs por centrifugagcdo com
gradiente de densidade Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®), foram realizados dois
protocolos. No primeiro protocolo, o sangue foi diluido na proporcdo 1:1 em PBS
(Phosphate Buffered Saline) ou em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium - Sigma-Aldrich®) sem SFB (Soro Fetal Bovino), adicionado sobre o
Histopaque®-1077 e centrifugado a 390 g por 40 minutos a 20°C (Universal
320R, Hettich®). No segundo protocolo, foi realizada a diluicdo de 1:4 do sangue em
PBS ou em meio DMEM sem SFB, adicionado sobre o gradiente Histopaque®-1077
e centrifugado a 540 g a 20°C por 20 minutos.

4.2.3 Meio de cultura e concentracdo de SFB

A fim de adequar o meio de cultura e a concentracdo de SFB para o cultivo e
diferenciacdo dos fibrocitos, foram testados os meios DMEM e DMEM/F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham - Sigma-Aldrich®)
sem SFB, com 10% e 20% de SFB (Gibco®).

4.2.4 Concentracdo de PBMCs

Com o propoésito de ajustar a concentracdo de PBMCs necesséria para uma
cultura de fibrécitos, as PBMCs foram cultivadas em placas de 6 e 24 pocos e em
ldaminas Nunc™ Lab-Tek™ (Thermo Scientific™) de vidro com 8 pogos. Foram
testadas diferentes concentracGes de células em cultura: 1x108, 2x108, 2,5x108, e

1x107 células por pogo.

4.2.5 Remocéo de plaquetas

Para remocao das plaquetas sanguineas, as quais aderem as laminulas e
células prejudicando o crescimento e diferenciagdo dos fibrocitos, foram testados
trés métodos de lavagem das PBMCs. No primeiro método, as células foram lavadas
trés vezes, sendo a primeira lavagem realizada com PBS e centrifugacédo de 1000 g
por 15 minutos a 4°C; a segunda lavagem realizada também com PBS, porém com
centrifugacéo de 740 g por 15 minutos a 4°C, e a terceira lavagem realizada com
meio DMEM/F-12 sem SFB e centrifugagdo de 390 g por 15 minutos a 4°C. No
segundo método foram realizadas trés lavagens com PBS e centrifugacéo de 380 g
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por 10 minutos a 4 °C. No terceiro método foram realizadas quatro lavagens com
meio DMEM sem SFB, sendo trés centrifugacdes de 380 g a 4 °C por 5 minutos e
uma ultima a 200 g a 4 °C por 10 minutos.

Em todos os testes as células foram quantificadas em camara de Neubauer
antes e apos as lavagens, para verificagdo da perda celular, utilizando o corante vital
Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®).

4.3 Obtencéo e cultura de fibrocitos

A obtencdo de fibrocitos a partir de PBMCs foi realizada com base nos
parametros definidos com os protocolos de padronizagdo, acima descritos. Para
isso, camundongos Swiss Webster foram eutanasiados com 300mg/kg de cloridrato
de quetamina e 30mg/kg de cloridrato de xilazina e sangrados por punc¢éo cardiaca,
utilizando solucdo anticoagulante de EDTA 2%. Trés mL de sangue foram diluidos
1:4 em meio DMEM sem SFB. Esta suspenséao foi adicionada lentamente sobre 3
mL de Histopaque®-1077, o qual foi centrifugado a 540 g por 20 minutos a 20 °C,
sem freio e aceleracéao 4.

Ap6s a centrifugacdo o anel formado contendo as PBMCs foi retirado
cuidadosamente e mantido em gelo. Em seguida, as células foram lavadas trés
vezes com meio DMEM sem SFB e centrifugadas a 380 g por 5 minutos a 4 °C. Na
presenca de hemacias apos as trés lavagens, o pellet foi ressuspenso em 2 mL de
tampéo de lise ACK (Ammonium Chloride Potassium), incubado de 3 a 5 minutos a
temperatura ambiente e centrifugado a 380 g por 5 minutos a 4 °C em meio DMEM
com 10% de SFB. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em meio DMEM sem SFB e
realizada a ultima lavagem com centrifugacdo a 200 g por 10 minutos a 4 °C para a
retirada das plaquetas. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 2 mL de
meio DMEM/F-12 sem soro e quantificadas em camara de Neubauer com o auxilio
do corante vital Azul de Tripan. As células foram distribuidas em placas de 24 pocgos
contendo laminulas de vidro de 13 mm, na concentracédo de 2x10° células por poco e
incubadas com meio DMEM/F-12 sem SFB em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de
CO:2 (Panasonic Healthcare Co., Ltda. MCO-19AICUV-PA). Apos 48h as culturas

foram lavadas com PBS para a remocdo das células ndo aderentes. As culturas
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foram mantidas sob estas condi¢Ges durante 21 dias, com troca do meio a cada

cinco dias para purificacao da cultura.

4.4 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada a fim de confirmar a presenca de fibrocitos
diferenciados apos 21 dias de cultivo, em placa de 24 pocgos, antes da realizacdo da
cinética de infeccéao.

Para isto, fibrocitos plaqueados em laminulas foram lavados duas vezes com
PBS, fixados com paraformaldeido (PFA) a 4% por 20 minutos em temperatura
ambiente e lavados trés vezes com PBS gelado. As células foram incubadas por 30
minutos com solucdo a 0,3% Triton X-100 em PBS, para permeabilizacao.
Posteriormente, foram lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos. A fim de bloquear
receptores Fc para IgG (FcyR) as células foram incubadas com 1% BSA e 10% de
soro normal de carneiro em PBST (PBS + 0,1% Tween 20) por 30 minutos a
temperatura ambiente. As células foram incubadas over nigth a 4 °C com anticorpo
primario anti-CD11b, anti-CD45R ou anti-fibronectina ou anti-Colagenos Tipo | ou Il
ou 1V, diluidos em 1% BSA em PBST. Posteriormente, as células foram lavadas 3
vezes com PBS por 10 minutos. As laminulas foram entdo incubadas durante 1 hora
a temperatura ambiente, no escuro, com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho
conjugados com FITC (Sigma-Aldrich®) diluidos em 1% de BSA. As laminulas foram
lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos no escuro e incubadas durante 1 minuto
com DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigma-Aldrich®). Apdés
duas lavagens em PBS por 10 minutos, as laminulas foram montadas em laminas
com ProLong® Gold e observadas em microscopio confocal de varredura a laser

LSM 710 (Zeiss) na Plataforma de microscopia confocal da FIOCRUZ.

4.5 Parasitos

Foram utilizados nos experimentos de infecgdo formas tripomastigotas da
cepa SC2005 de Trypanosoma cruzi, derivadas de cultura de células de linhagem

VERO (células do epitélio renal de macaco verde africano, Cercopithecus aethiops).
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Esta cepa de parasito foi isolada do sangue periférico de um individuo na fase aguda
da doenca de Chagas, adquirida por infeccdo oral durante um surto em Santa
Catarina, Brasil, ap0s a ingestdo de formas do parasito contidos em caldo de cana-
de-acucar (Da Silva et al., 2006; Steindel et al. 2008).

4.5.1 Cultivo e manutencao dos parasitos

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio de cultura
axénico LIT (Liver Infusion Triptose) (Camargo, 1964) e incubadas por 30 dias em
estufa B.O.D (MSM-010, MS Mistura) a 28°C, para a ocorréncia da metaciclogénese
parcial dos parasitos e obtencao dos tripomastigotas metaciclicos.

Para manter a infectividade da cepa, apdés a metaciclogénese, foram
realizadas passagens sucessivas em camundongos Swiss Webster machos. Para
isto, os camundongos foram inoculados por via intraperitoneal com 1x10° parasitos
por animal. No 11° dia ap6s a infeccdo, no pico parasitétmico, 0s animais
foram eutanasiados com 300mg/kg de cloridrato de quetamina e 30mg/kg de
cloridrato de xilazina e posteriormente sangrados por puncdo cardiaca. Para
obtencdo do sangue total, foi utilizada uma seringa de 1mL contendo o
anticoagulante EDTA, e agulha hipodérmica calibre 13x4,5 mm. O sangue contendo
os parasitos foi semeado em meio LIT, de forma asséptica, e mantido em estufa
B.O.D (MSM-010, MS Mistura) a 28°C.

4.5.2 Obtencédo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi derivadas de

cultura de células (TCC)

Para obtencdo do numero necessario de parasitos para a infeccdo
dos fibrdcitos, células Vero foram cultivadas em garrafas de poliestireno com meio
DMEM suplementado com 5% de SFB, e incubadas em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% de COa..

Posteriormente a metaciclogénese dos parasitos, as células Vero foram
infectadas com essas formas, na proporcao de 10 parasitos por célula e incubadas a
34 °C com atmosfera de 5% de CO2. Apos 5 dias de infeccdo, os sobrenadantes das
culturas foram recolhidos e reservados. As células foram lavadas por trés vezes com
PBS para total remocao dos parasitos livres. O sobrenadante e o PBS usado na

lavagem das células foram transferidos para tubos conicos de 50 mL e centrifugados
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a 1520 x g por 10 minutos a 4 °C. Ao final do procedimento, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em meio DMEM/F-12 sem SFB. Os parasitos
foram quantificados em camara de Neubauer e a concentracdo de parasitos

ajustada para a infec¢ao dos fibrocitos murinos.

4.6 Infeccédo dos fibrécitos murinos

Apoés 21 dias de cultivo, os fibrocitos foram infectados com tripomastigotas
(TCC), utilizando uma proporcdo de 10 parasitos por célula (10:1) em meio
DMEM/F12 sem SFB. As culturas foram mantidas em estufa a 34 °C com atmosfera
de 5% de CO..

A cinética de infeccdo foi determinada em 2h, 4h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h
apos a infeccdo. As laminulas foram recolhidas em cada tempo e lavadas 2 vezes
em PBS, fixadas em BOUIN por 5 minutos, lavadas 3 vezes com &lcool 70% por 30
minutos cada, e entdo lavadas com agua destilada. Em seguida, foram coradas com
solucdo de Giemsa (solucdo de azur-eosina-azul de metileno, segundo Giemsa,
Merck, solucdo a 10% filtrada em papel de filtro) por 20 minutos (preparada antes da
utilizacdo), depois lavadas com agua destilada e desidratadas da seguinte forma:
dois banhos de acetona 100%, um banho de 70% de acetona + 30% de xilol; um
banho de 50% de acetona + 50% de xilol; um banho de 70% de acetona + 30% de
xilol e dois banhos de xilol 100%. As laminulas foram montadas sobre laminas com
Entellan® (Merck).

A carga parasitaria intracelular foi determinada por observacao e contagem
através de microscopia de luz (objetiva de 63x, ApoTome Zeiss®) em quatro
laminulas por tempo de infeccdo. Em cada laminula foram contadas 100 células,
registrando-se o0 numero de células infectadas e a quantidade de parasitos por
célula. A porcentagem de infeccdo foi determinada pelo numero total de células
infectadas e a média do nimero de parasitos por célula foi calculada pela soma total

das amastigotas intracelular dividido pela porcentagem de células infectadas.
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4.7 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Para avaliar a producédo de NO em culturas primarias de fibrdcitos infectados,
incubaram-se 100 pyL de sobrenadante de células infectadas e ndo infectadas
(controle) com 100 yL de reagente de Griess [0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil)
etilenodiamina (Sigma-Aldrich®), 1% sulfanilamida (Sigma-Aldrich®) e &cido
fosforico a 5% (Sigma-Aldrich®)] em placas de 96 pocos de fundo chato a
temperatura ambiente. As leituras foram realizadas apds 10 minutos de incubacédo a
550 nm em um leitor de microplacas (Biochrom EZ Read 400). A concentracao de
NO foi determinada a partir da comparacdo com a curva padrao, obtida com 1-10 pM
de nitrito de sddio (Sigma-Aldrich®) (Green et al., 1982). Todas as medi¢cdes foram

realizadas em quadruplicata.

4.8 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e todos os dados
apresentados foram obtidos através do calculo da média e desvio padrdo dos
valores brutos.

A significancia estatistica foi calculada com o teste ANOVA (One Way Andlise
de Variancia) para as analises de porcentagem de fibrocitos infectados, média de
amastigotas intracelular e para o indice de infeccdo. O teste 2way ANOVA foi
utilizado para andlise dos dados da dosagem de 6xido nitrico (NO). Em todos os
testes um valor de p <0,05 foi considerado significativo.

Toda a andlise estatistica foi realizada com o auxilio do

software Graph Pad Prisma 6.

25



5 RESULTADOS

5.1 Padronizacdo dos Protocolos

5.1.1 Rendimento celular

Os primeiros ensaios foram realizados para determinar o melhor
anticoagulante a ser utilizado nos experimentos, ja que a literatura descreve uma
variacdo dependente do anticoagulante. Nossos resultados mostraram que quando
se utilizou o EDTA o rendimento na obtencdo de PBMCs foi maior (4,7 x 108
células/mL) que o obtido com salina citratada (3,4 x 10° células/mL). Além disso a
observou-se mais fibrécitos quando se utilizou EDTA do que quando se utilizou
salina citratada.

5.1.2 Obtencédo de PBMCs

A centrifugacdo em gradiente de densidade Histopaque®-1077 € um fator
critico na obtencdo de PBMCs. Comparando os dois métodos testados, observou-se
que a diluicdo do sangue 4 vezes em PBS ou em meio DMEM sem SFB, com
centrifugacéo de 540 g por 20 minutos a 20 °C foi 0 que permitiu recuperar um maior
nimero de PBMCs (6,3 x 108 células/mL). Utilizando-se a diluicdo de 1:1 obteve-se a

concentracdo de (5,6 x 108 células/mL).

5.1.3 Meio de cultura e concentracdo de SFB

O meio de cultura utilizado, assim como a concentracdo de SFB também séo
fatores importantes que foram levados em consideracdo no cultivo dos fibrocitos. A
analise por microscopia de luz invertida mostrou que as culturas mantidas com meio
DMEM, independente da presenca ou auséncia de SFB, ndo se mantiveram viaveis
até 21 dias de cultivo, tempo necessario para a diferenciacéo dos fibrocitos.

Em contrapartida, as células cultivadas com o meio DMEM/F-12 isento de
SFB tiveram uma maior diferenciacdo em fibrocitos do que quando cultivadas com
SFB. Quando as células foram cultivadas com SFB, os fibrocitos exibiram extensdes
citoplasmaticas, varios apresentaram morfologia arredondada e fusiforme. Porém,

guando cultivadas em meio isento de SFB, multiplicaram-se e exibiram uma
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morfologia alongada, com varias projecdes citoplasmaticas. Culturas com essas
caracteristicas mantiveram uma morfologia homogénea e exibiram taxas mais altas

de proliferacdo do que culturas cultivadas em meio contendo SFB apés 21 dias.

5.1.4 Concentracdo de PBMCs

A observacao ao microscopio de luz invertida das culturas de PBMCs mostrou
que as células que apresentaram melhor diferenciacdo, estabilidade e confluéncia
celular, apés 21 dias de cultivo, foram as plagueadas em laminulas de vidro em

placa de 24 pocos na concentracéo de 2x10° células por poco.

5.1.5 Remocéao de plaquetas

Uma das dificuldades encontradas durante os experimentos foi a presenca de
uma concentracdo elevada de plaguetas nas culturas, as quais aderiam nas
laminulas e nas células ndo permitindo o crescimento e diferenciacdo dessas em
fibrécitos. Foram testados 3 métodos de lavagem para a remocao destas plaquetas
das culturas, variando-se o diluente, o nimero de lavagens e a velocidade das
centrifugac6es como descrito no item 4.2.5.

A andlise por microscopia de luz invertida mostrou que ndo obtivemos
efichcia na remocdo das plaquetas com uma perda expressiva no numero de
PBMCs nos dois primeiros métodos testados. Entretanto, o terceiro método, no qual
realizou-se quatro lavagens com meio DMEM sem SFB, sendo 3 centrifugacdes de
380 g a 4 °C por 5 minutos e uma ultima a 200 g a 4°C por 10 minutos, a remocao

de plaquetas foi eficiente e ndo houve perda significativa no nimero de PBMCs.

Método 1 Método 2 Método 3
Antes da remocéao 1,6 x 107/ml 7 x 10%/ml 1,5 x 107/ml
das plaguetas
Depois da remocéo 4 x 10%/ml 4 x 10%/ml 4,5 x 10%/ml
das plaquetas

Tabela 1- Resultados da remocéao de plaquetas. Resultados da remocéo de

plaguetas nos trés métodos analisados.
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5.2 Imunofluorescéncia

Para determinar se as condi¢cGes de cultivo in vitro levariam a diferenciacao
das PBMCs em fibrécitos, foi realizada uma analise fenotipica apdés o cultivo das
células por 21 dias. Pudemos observar que os fibrocitos foram positivos para
marcacdes CD11b ou CD45R ou Colagenos Tipo | ou lll ou IV, e negativos para
marcacao de fibronectina. Indicando que, ap0s esse periodo de cultivo, obtivemos

uma cultura predominante de fibrécitos (Fig. 5.1).




Figura 5.1 - Imunofluorescéncia. Analise fenotipica de fibrécitos murinos apés 21
dias de cultivo. Nucleos corados em azul pelo DAPI e células positivas com
citoplasma corado em verde pelo FITC. (A) CD11 *; (B) CD45 *; (C) Colageno | *; (D)
Colageno Il *; (E) Colageno IV *; (F) Fibronectina .
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5.3 Infeccao de Fibrécitos Murinos

Ao analisarmos as interacGes in vitro de fibrocitos murinos, derivados de
PBMCs, nos tempos de 2, 4, 6, 12, 24, 48 e 72 horas apés infeccdo por
tripomastigotas (TCC) de T. cruzi, cepa SC2005, podemos observar que estas
células sdo suscetiveis a internalizagdo e multiplicacdo dos parasitos (Fig. 5.2).

A avaliacdo quantitativa da infeccdo mostrou que, apos 2 horas, 36% dos
fibrécitos ja apresentavam parasitos internalizados com média de 1 parasito por
célula, chegando a mais de 96% de fibrécitos infectados apés 24 horas, mantendo-
se constante até as 72 horas. Ndo houve uma reducéo significativa na porcentagem
de fibrocitos infectados em periodos pés-infeccéo posteriores (Fig. 5.3). As 72 horas
apos infeccdo a média de amastigotas intracelular chegou a quase 12 amastigotas
por célula, mostrando a capacidade do parasito em estabelecer a infeccdo nos
fibrocitos (Fig. 5.4).

O indice de infeccéo, que leva em consideracdo a porcentagem de células
infectadas e o numero médio de amastigotas por célula, foi aumentando

gradativamente com os tempos analisados (Fig. 5.5).
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Figura 5.2 - Cinética de infeccdo. Fibrocitos murinos infectados com formas
tripomastigotas derivadas de cultura de células (TCC), do isolado SC2005 de T.
cruzi. (A) cultura de células controle, sem infeccdo, observa-se fibrécito com aspecto
caracteristico e preservado (seta); (B), (C) e (D) fibrécitos (setas vermelhas) 2, 4 e 6
horas, respectivamente, com presenca de formas amastigotas internalizadas (setas
vermelhas); (E), (F) e (G) 12, 24 e 48 horas, respectivamente, apos infeccao,
observa-se aumento no nimero de formas amastigotas (setas pretas) internalizadas
pelos fibrécitos (setas vermelhas); (H) fibrocito (seta vermelha) 72 horas apés a

infeccdo, mostrando grande nimero de amastigotas (setas pretas).

32



kkkk

100

80

60 A

Kk K

40 1

de Fibrécitos Infectados

204

%

2 4 6 12 24 48 72

Horas ap6s infecco
Figura 5.3 - Porcentagem de infecgéo. Fibrécitos murinos infectados com formas
tripomastigotas derivadas de cultura de células (TCC), do isolado SC2005 de T.
cruzi. Os valores representam a média * desvio padrdo, realizados em
quadruplicata. * p <0,05, ** p <0,01 e **** p <0,0001.
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Figura 5.4 - Média de amastigotas intracelular. Fibrocitos murinos infectados com
formas tripomastigotas derivadas de cultura de células (TCC), do isolado SC2005 de
T. cruzi. O grafico mostra que os parasitos sustentaram a infeccdo e aumentaram o
namero de amastigotas intracelulares com o decorrer do tempo. Os valores
representam a média + desvio padrdo, * p <0,05 e **** p <0,0001, quando
comparado ao tempo de 2h. Todos os experimentos foram realizados em

guadruplicata.

33



12501 Sk

*kkk
1000

*kKK

7501

500 - *kkk

indice de Infeccéo

2501

0
2 4 6 12 24 48 72
Horas ap6s infecgéo
Figura 5.5 — Indice de infecc&o. Fibrdcitos murinos infectados com formas
tripomastigotas derivadas de cultura de células (TCC), do isolado SC2005 de T.
cruzi. Os valores representam a média + desvio padréo, ** p <0,01 e **** p <0,0001
quando comparado ao o tempo de 2h. Todos os experimentos foram realizados em

quadruplicata.

34



5.4 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para determinar se o T. cruzi poderia induzir um aumento ou diminui¢do na
producdo de NO pelos fibrécitos, medimos o0s niveis de metabdlitos nos
sobrenadantes de culturas infectadas e nao infectadas (controle).

N&o houve um aumento estatisticamente significativo na producéo de nitrito
por fibrocitos infectados quando comparados com seus respectivos controles nos
tempos analisados, o que sugere que as células podem ser suscetiveis a infeccao
pela incapacidade de produzir NO, um importante mecanismo tripanosomicida. Os
niveis de nitrito dos sobrenadantes das células infectadas permaneceram baixos,
independentemente do tempo de infec¢do, porém com uma diferenca estatistica no
tempo de 72h, onde a média do nivel de nitrito chegou a 3,07uM, quando

comparado com os outros tempos de infecgao (Fig. 5.6).
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Figura 5.6 - Andlise quantitativa da producao de 6xido nitrico no sobrenadante
de cultura de fibrocitos murinos infectados com formas tripomastigotas
derivadas de cultura de células (TCC), do isolado SC2005 de T. cruzi. O nitrito
nos sobrenadantes da cultura foi medido pelo método de Griess. Cada coluna
representa a média + desvio padrdo de amostras em quadruplicata. A probabilidade
de significancia foi comprovada apenas quando comparados o0s tempos dos
fibrécitos infectados com o tempo de 72h apds infeccdo. * p <0,05; *** p <0,001; ****
p <0,0001.
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6 DISCUSSAO

Os fibrécitos foram descritos pela primeira vez por Bucala e colaboradores em
1994, como uma nova subpopulacdo de leucocitos envolvidos na mediacdo do
reparo tecidual. Ao longo dos anos, varios trabalhos vém sendo realizados,
descrevendo o papel dessa célula e sua importante funcdo principalmente em
doencas cardiacas e pulmonares (M6lmann et al., 2006; Chu et al., 2010; King et al.,
2011; Reich et al., 2013; Xie et al., 2014).

A origem embrionaria dos fibrécitos € controversa. Células de origem
mesenquimal sdo as precursoras de varios constituintes do sangue, de células
estruturais dos tecidos cardiacos e 0sseos, e de células de sustentacdo. Em tecidos
estruturais e de sustentacdo, estas células normalmente tém um aspecto irregular
em forma de estrela ou em forma de fuso com extensdes citoplasmaticas delicadas
gue formam um entrelacamento em todo o tecido. Considera-se que as células
mesenquimais podem amadurecer em fibroblastos teciduais (Burkitt & Heath, 1997).
Estas células, por sua vez desempenham um papel importante no reparo de lesdes,
e de acordo com alguns relatos descritos na literatura, elas ndo sdo de origem
hematopoiética. Importante ressaltar que os fibrocitos descritos por Bucala e
colaboradores (1994), objeto de estudo no presente trabalho, sdo células distintas
dos fibrécitos de origem mesenquimal, denominados fibroblastos quiescentes.

Ha décadas, houve um debate sobre se o tecido conjuntivo cicatrizado seria
resultado do crescimento de células mesenquimais adjacentes ou células
fibroblastos-like ou resultado da entrada hematogénica de células circulantes
precursoras dos fibroblastos-like (Dunphy, 1963).

Bucala e colaboradores em sua primeira descricdo dessas células relataram
sua origem mesenquimal, apds experimentos de cicatrizagdo de lesdes, utilizando
implantes subcutaneos (Bucala et al., 1994). Posteriormente, Quan e colaboradores
em 2004 descreveram a origem hematopoiética dos fibrécitos apds experimentos
com marcacao de antigenos de superficie como o CD11b, CD45, HLA-DR, CD71,
CD80 e CD86. Herzog e Bucala em 2010 estudando reparo tecidual descreveram os
fibrécitos como células progenitoras de origem mesenquimal, como esse autor havia
sugerido em 1994. Mais tarde, Peng e Herzog em estudos de inflamacéao crénica,

descreveram os fibrocitos humanos como células de origem hematopoiética, o que é
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refletido pela expressdo de CD45 e LSP-1 (Leukocytes specific protein-1) na
superficie dessas células (Peng e Herzog, 2012). No modelo murino, esses mesmos
autores relataram que os fibrécitos se desenvolvem a partir de mondcitos, que
também sdo de origem hematopoiética. Galligan e Fish (2017), em estudos de
inflamacdo e autoimunidade, sugeriram a origem hematopoiética dos fibrécitos
murinos e a origem mesenquimal dos fibrécitos humanos, ao contrario dos achados
de Peng e Herzog (2012). Nossos resultados mostram que a diferenciacéo celular a
partir de PBMCs originam os fibrécitos, reforcando a ideia da origem hematopoiética
destas células.

Vérios fatores influenciam na obtencdo e diferenciacdo dos fibrocitos. Uma
variedade de protocolos, com diferentes condicdes de cultivo, tem sido utilizada para
a obtencao de fibrécitos humanos, murinos ou suinos (Bucala et al., 1994; Abe et al.,
2001; Chesney et al., 1997; Quan e Bucala, 2007). Estudos sobre reparo de lesdes
in vivo, no modelo murino, mostraram que 0os mondcitos se diferenciam em fibrocitos
em poucos dias (Pilling, Vakil, Gomer, 2009). Contudo, no modelo in vitro, diferentes
resultados quanto a variacao deste tempo séo observados.

Com o objetivo de obtencao de fibrécitos a partir de sangue periférico e do
estudo do papel dessas células na infeccéo pelo T. cruzi padronizamos um protocolo
experimental, in vitro, utilizando PBMCs de camundongos Swiss Webster.

Para a avaliacdo de quais reagentes e condicfes poderiam influenciar nesta
diferenciacéo, iniciamos nossos experimentos com a avaliacdo do uso de alguns
anticoagulantes comuns, utilizados na preparacdo de PBMCs, comparando assim o
EDTA com a salina citratada. Nossos resultados mostraram que o rendimento de
obtencdo de PBMCs foi maior quando se utilizou o EDTA. Estes resultados séo
semelhantes aos obtidos por Pilling et al, (2009), os quais compararam o0 uso de
EDTA, heparina e citrato-fosfato dextrose na obtencdo de fibrocitos humanos e
murinos.

A diluicdo do sangue, assim como a velocidade de centrifugacdo também séo
fatores que influenciam na obtencg&o dos fibrocitos e no rendimento da cultura. Desta
forma, testamos diferentes diluicbes do sangue em PBS ou meio DMEM sem SFB,
diferentes velocidades e tempos de centrifugacdo. Nossos resultados mostraram
que a maior diluicdo, independente do diluente utilizado, com centrifugagdo em

rotagdo mais elevada e por menor tempo foi a que proporcionou um maior nimero
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de PBMCs. Quan & Bucala (2007) obtiveram melhor rendimento celular utilizando
uma diluicdo menor que a utilizada em nossos experimentos, com um tempo de
centrifugacdo maior e menor rotacdo. Nossos resultados corroboram os dados da
literatura de ndo haver um consenso na padronizacao de protocolos de obtencao de
fibrécitos e muitas vezes, os autores relatam preferir a utilizacdo de protocolos
oferecidos pelo fabricante do reagente utilizado para o gradiente de densidade.

Outro fator avaliado foi a influéncia das plaguetas na cultura. Em nossos
experimentos, a presenca de grande quantidade de plaguetas influenciou
negativamente o cultivo do fibrécito, dificultando tanto a sua aderéncia ao substrato,
quanto sua observacdo. Desta forma, a remocdo das plaquetas no processo de
obtencdo dos fibrocitos é fundamental para o estabelecimento e diferenciacéo
destas células, permitindo uma cultura adequada e a melhor identificacdo
morfoldgica.

A composigédo do meio de cultivo, assim como a suplementagdo ou ndo com
SFB sao fatores importantes para o cultivo e diferenciacdo dos fibrécitos. Pilling e
Gomer (2007) mostraram que a presenca de glicose, piruvato e insulina no meio,
afetam a diferenciacao dos fibrécitos. Em outro estudo, Pilling, Vakil e Gomer (2009)
testaram a influéncia da suplementagc&o de meios de cultura com glicose, glutamina,
acido linoleico, piruvato, aminoacidos essenciais, dentre outros suplementos e
observaram que a suplementacdo foi fundamental para a diferenciacdo dos
fibrécitos. Nossos resultados, comparando os meios DMEM e DMEM/F-12,
mostraram que este Ultimo permitiu a diferenciacao dos fibrécitos, contrariamente ao
observado quando foi utilizado o meio DMEM. Isto ocorreu, provavelmente, devido a
auséncia de acido linoléico, vitamina B12, piruvato, HEPES, glicose e menor
variedade de aminoacidos essenciais que o DMEM/F-12 em sua formulacéo.

Quanto a suplementacéo dos meios ou ndo com SFB, Pilling e colaboradores
(2003), observaram que a suplementacdo do meio de cultura com soro humano
inibiu a diferenciagéo dos fibrécitos e esta inibicdo esta relacionada com a presenca
da proteina amiloide P, uma proteina evolucionariamente conservada em diferentes
espécies animais. Ja a utilizacdo de meio sem soro, permitiu a diferenciacdo de
aproximadamente 0,5-1% dos PBMCs em fibrécitos. Em outro estudo, Pilling, Vakil e
Gomer (2009) mostraram que a utilizacdo de meio sem SFB permitiu a diferenciacao

de aproximadamente 1,5% dos PBMCs em fibrdcitos, considerando que
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aproximadamente 20% dos PBMCs sdo mondcitos e 8% desses mondcitos se
diferenciam em fibrdcitos. Em nosso estudo, obtivemos resultado semelhante com a
utilizacdo do DMEM/F-12 sem SFB, o qual permitiu uma maior diferenciacdo das
células em fibrécitos, que o meio suplementado com SFB. A utilizacdo do meio
DMEM, independentemente de estar ou ndo acrescido de SFB, n&o permitiu a
manutencdo das células até o 21° dia de cultivo, tempo necesséario para que 0s
fibrocitos se diferenciassem.

Outro fator importante para a diferenciacéo e sobrevivéncia dos fibrocitos € a
densidade celular. Varios estudos tém demonstrado que uma alta densidade celular
promove a sobrevivéncia e a diferenciagdo em muitos tipos celulares (Mehdy & Firtel
1985; Gomer et al., 1991; Barres et al., 1992; Ishizaki et al., 1995; Pilling et al.,
2000). Desta forma, o presente estudo avaliou a densidade celular que proporcionou
melhor rendimento e diferenciacéo de fibrécitos. Apds a realizacdo de experimentos
utilizando as concentracdes de 1x106, 2x10°, 2,5x108, e 1x107 células por poco,
nossos dados mostram que a cultura de PBMCs com melhor rendimento de
diferenciacdo em fibrécitos, quanto a confluéncia e estabilidade celular, foram as
cultivadas na concentragdo de 2x108 células por pogo (1 mL) em laminula de vidro.
Pilling, Vakil e Gomer (2009) compararam diferentes concentragées de PBMCs para
a obtencéo de fibrécitos, que variaram de 7.8x10° a 1x10°8 células/mL e observaram
que 2.5x10° células/mL, cultivadas em plastico, foi a concentracdo que mostrou o
melhor resultado quanto a diferenciacdo de fibrocitos a partir de mondcitos
originarios de PBMCs. Segundo esses autores, a probabilidade do mondcito se
diferenciar em fibrocito aumenta em funcéo da densidade da cultura, sugerindo que
0 contato célula-célula, ou fatores secretados por algumas células em uma
populacdo de PBMCs potencializem a diferencia¢éo dos fibrécitos.

As condi¢des de cultivo utilizadas por estes autores (utilizacdo de meio sem
soro, suplementacdo e maior densidade celular) potencializam a diferenciacdo de
fibrécitos em comparagdo com as condi¢cdes de cultura contendo soro, onde
aproximadamente 0,1-1% de PBMCs diferenciam-se em fibrécitos (Bucala et al.,
1994; Yang et al., 2002; Wang et al., 2007a). Apesar de ndo termos podido
quantificar as células no nosso experimento, e de ndo termos mantido as mesmas
condi¢cbes experimentais que Pilling, Vakil e Gomer (2009), podemos hipotetizar que

nosso rendimento de fibrécitos foi semelhante ao obtido por eles, principalmente
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porque utilizamos uma densidade maior de células (permitindo um maior contato
célula-célula) assim como meio de cultura mais rico e sem adi¢cdo de SFB (que inibe
a diferenciacao) para estabelecer a nossa cultura

O protocolo estabelecido em nosso estudo para os ensaios de infeccdo de
fibrécitos pelo T. cruzi, utilizando o meio DMEM/F-12 sem SFB, permitiu a
diferenciacéo dos fibrocitos apds 21 dias. Estes resultados corroboram aos obtidos
por Macedo-Silva e colaboradores (2014), que utilizaram o meio DMEM/F-12 sem
SFB na infecgdo de fibrécitos por Leishmania amazonensis. Experimentos de
obtencao de fibrdcitos, a partir de PBMCs humano, cultivados em meio livre de soro,
mostraram a diferenciacdo dos PBMCs em fibrécitos em 5 dias (Pilling et al., 2003;
Pilling et al., 2006; Shao et al., 2008; Pilling et al., 2009). Contudo, esses dados
discordam dos obtidos por Bucala e colaboradores (1994) e Quan e Bucala (2007)
que descreveram a diferenciacéo fibrocitica apos 14 dias de cultivo.

Fibrocitos maduros expressam marcadores de células hematopoiéticas, como
CDl1la, CD11b, CD45, CD34, CD43 por exemplo, assim como de células
mesenquimais indiferenciadas, como colageno | e lll, vimentina e fibronectina (Pilling
et al., 2009; Galigan e Fish, 2017). A fim de comprovar a presenca de fibrGcitos
diferenciados, apés 21 dias de cultivo, realizamos a marcacdo das células por
imunocitoquimica. Nossos resultados mostraram que todas as células foram
positivas para CD11lb, CD45R e colagenos Tipo I, Ill e IV, e negativos para
marcacao de fibronectina, dados que corroboram com os descritos na literatura para
a identificacdo de fibrécitos (Quan et al., 2004; Pilling et al., 2009; Peng e Herzog,
2012; Macedo-Silva et al., 2014). Contudo, alguns autores relatam a marcacao
positiva para fibronectina nos fibrécitos (Galigan e Fish, 2017). A marcacao para
fibronectina € controversa. Reikoff e colaboradores (2011) mostraram que ha
conflitos na descricdo dos resultados, em relacdo aos niveis de expressao dessa
proteina.

Trypanosoma cruzi é um parasito polimorfico que pode invadir e se proliferar
na maioria das células de vertebrados in vitro. In vivo alguns autores sugerem um
tropismo celular, que apesar de décadas de estudo, ainda é um tema controverso
(Fernandes e Andrews, 2012). Embora o T. cruzi esteja amplamente disperso entre
os diversos 6érgdos do hospedeiro mamifero, o tecido cardiaco representa um alvo

importante para esse parasito (Manque et al., 2011). A fibrose é uma das
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manifestacbes mais significativas da cardiopatia chagésica crbnica e encontra-se
associada com infiltrados inflamatérios e cardiomidcitos em degeneracéo (Waghabi,
2004). Caracteriza-se pelo deposito excessivo de componentes da matriz
extracelular, inicialmente descrito como uma atividade exacerbada dos fibroblastos
(Hao et al., 2015a; Hao et al., 2015b). Evidencias tem sugerido a participacdo de
outras células igualmente envolvidas neste processo, como células endoteliais
(Zeisberg et al., 2007) e fibrocitos circulantes (Lin et al., 2017).

Os fibrécitos produzem matriz extracelular, a qual contribui negativamente para
o desenvolvimento da fibrose renal e pulmonar (King et al., 2011; Reich et al., 2013).
Tem sido mostrado igualmente, que fibrdcitos circulantes também tém um importante
papel na fibrose cardiaca (Lin et al., 2017) e estdo em numero aumentado no
coracdo em casos de isquemia, hipertensdo, falha cardiaca e fibrilacdo atrial
(Mélimann et al., 2006; Fang et al., 2013; Chu et al., 2010; Xie et al., 2014).

Devido a participacdo do fibrécito no processo de fibrose cardiaca, resolvemos
estudar a infeccdo in vitro de fibrécitos, obtidos de sangue circulante de
camundongos Swiss Webster, pelo T. cruzi. Nossos resultados mostraram uma
susceptibilidade dessas células ao parasito, com infeccdo a partir de 2 horas, que foi
0 primeiro ponto avaliado. A infeccdo foi tempo dependente, se mostrando
gradativamente maior no decorrer da infeccdo. O numero de células infectadas
atingiu seu platd as 24h apdés a infeccdo, mantendo-se estavel nos tempos
posteriores. No modelo de infeccdo in vitro de fibrécitos, pela Leishmania
amazonensis, Macedo-Silva e colaboradores (2014) mostraram resultados opostos,
onde as células apesar de se mostrarem infectadas 2h ap6s a infec¢cdo, como
observado no nosso modelo, mostraram uma infeccdo decrescente ao longo do
experimento, com o0 desaparecimento total das amastigotas intracelulares 72h apdés
a infeccao dos fibrécitos. Porém no modelo macréfago/T.cruzi a infeccdo também se
mostra tempo dependente, uma vez que a infeccao progride com o passar do tempo,
variando em relacdo a diferentes cepas do parasito e diferentes linhagens de
macrofagos (Wollmann et al., 2015).

Quando avaliamos a média de amastigotas intracelulares, observamos que a
multiplicagdo dos parasitos, ao contrario do numero de células infectadas, foi

ascendente até o final da andlise, as 72h apés a infec¢ao.
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Levando-se em consideracdo o afluxo de fibrécitos circulantes, o envolvimento
dessas células na fibrose cardiaca e a capacidade do T. cruzi em infectar os
fibrécitos, € possivel hipotetizar que estas células possam atuar como “cavalo de
Troia” levando o parasito para o interior de alguns 6rgao e tecidos, como o coracao,
por exemplo, 0 mesmo que ocorre com o0s neutréfilos infectados por Leishmania.
(John e Hunter, 2008; Laskay, zandbergen, solbach, 2008).

O Oxido nitrico (NO) é a principal molécula que controla a multiplicacdo
intracelular de T. cruzi (Gazzinelli et al.,1992; Vespa et al.,1994) em associa¢cdo com
ROS (reactive oxygen species) (Paiva, Medei e Bozza, 2018). Além dos macrofagos,
muitas outras células sdo capazes de produzir NO utilizando as isoformas indutiveis
ou constitutivas da enzima NO Sintase (NOS). Células do miocardio de
camundongos, por exemplo, produzem NO in vitro através da inducédo da NO sintase
por citocinas tais como IFN-y e interleucina (IL) -1 (Balligand et al.,1994).

Em geral, a producdo de NO estd associada com a morte do T. cruzi dentro
do macréfago ativado (Cutrullis, Petray & Corral, 2017). Contudo, Paiva e Bozza
(2014) descreveram o crescimento de T. cruzi em condi¢cdes oxidativas, tanto in
vitro, no interior de macréfagos, quanto in vivo, e relataram que os antioxidantes
foram prejudiciais ao crescimento deste parasito.

No modelo de infeccdo de fibrécitos por L. amazonensis, dados de Macedo-
Silva e colaboradores (2014) mostram que fibrécitos, com 2h de infeccdo, produzem
trés vezes mais NO que fibrécitos ndo infectados. Entretanto, esta producéo ndo se
manteve, mostrando uma reducao de 20% apdés 6h de infeccdo e uma equiparacao
dos niveis de NO as 24h quando se comparou células infectadas com as nao
infectadas. Essa reducdo nos niveis de NO estava correlacionada a reducédo da
infeccdo das células. Em nosso estudo, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa entre a quantidade de NO produzida pelos fibrécitos infectados e pelos
ndo infectados, o que sugere que no modelo de infec¢do dos fibrocitos pelo T. cruzi,
a pequena producédo de NO pode estar correlacionada ao aumento progressivo da
carga parasitaria nos fibrécitos, diferente do observado na infeccdo dessas células
pela L. amazonensis.

Os fibrocitos sé@o células provenientes de progenitores hematopoiéticos que
contribuem para muitas formas de fibrose tecidual, tanto experimentalmente como

na clinica. Estas células tém potencial para serem utilizadas como biomarcadores ou
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como alvos terapéuticos para doengas humanas. Em nosso estudo mostramos que
o T. cruzi € capaz de infectar estas células de forma progressiva. Desta forma,
estudos complementares de como esta infeccdo modula as funcdes do fibrdcito,
através da producédo de citocinas, quimiocinas, dentre outros fatores, influenciando,

consequentemente a fibrose cardiaca na doenca de Chagas, sdo necessarios.
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7 CONCLUSOES

o O protocolo estabelecido nesse trabalho permitiu o isolamento e
manutencdo de ceélulas com caracteristicas compativeis a dos
fibrocitos;

o As células obtidas foram caracterizadas como fibrocitos;

o Os fibracitos sdo suscetiveis a infeccao pelo T. cruzi SC2005;

o Os fibrécitos produzem o6xido nitrico tanto na presenca quanto na

auséncia do parasito.
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Instituto Oswaldo Cruz
Comisséao de Etica no Uso de Animais - CEUA/ IOC

LICENCA L-008/2017

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-001/2017), intitulado “Avaliagéo in vitro da
infeccdo de fibrécitos murinos pelo Trypanosma cruzi e sua relagdo com a producéo da
matriz extracelular”, sob a responsabilidade de KATIA DA SILVA CALABRESE atende ao
disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive,
aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A
referida licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislacdo nacional.

Esta licenca tem validade até 31/12/2020 e inclui o uso total de:

Animal Espécie ou quant (total) & Idade Peso | Origem
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camundongo | Swiss webster 400 4 semanas |15-18g | CECAL
camundongo | BALB/cAn 480 4 semanas |15-18g | CECAL
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IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.
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