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Estudo da interacdo entre Trypanosoma caninum e células macrofagicas: aspectos
morfoldgicos, bioldgicos e ultraestruturais
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Katia Cristina Silva Nascimento

Trypanosoma caninum é um tripanosomatideo até entdo isolado apenas da cultura de
pele integra de cdes. No cultivo axénico apresenta as formas evolutivas: epimastigota
aflagelar e flagelar, tripomastigota e esferomastigota. InUmeros aspectos sobre T.
caninum ainda precisam ser investigados, dentre eles em relagéo ao potencial infectivo
das formas evolutivas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar aspectos
morfoldgicos, biolégicos e utraestruturais da interacdo de T. caninum com células
macrofagicas in vitro. Inicialmente, foi realizada curva de crescimento, andlise e
guantificacéo das formas evolutivas de T. caninum em meio axénico e em cocultivo com
a linhagem celular DH82. Em seguida, foi realizada andlise ultraestrutural das formas
de T. caninum cultivadas em meio axénico e cocultivo com linhagem celular DH82. Com
intencdo de conhecer o potencial infectivo da forma epimastigota aflagelar foi realizado
estudo de interagcdo T. caninum com a linhagem de macrofago canino DH82 e
macrofago peritoneal (M$) de camundongos BALB/c, em duas condi¢des: em meio
DMEM F12 suplementado com SFB e a outra com meio suplementado com BSA. Toda
cinética ocorreu em 7 tempos: 15, 30 e 45 minutos e 2, 6 ,24 e 48 horas. A andlise da
interagdo foi realizada por microscopia Optica de campo claro (MCC), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissédo (MET). Para andlise quantitativa e
estatistica foram contabilizados total de células infectadas, com parasitos aderidos e
parasitos interiorizados por células infectadas. A curva de crescimento de T. caninum
em meio axénico e em cocultivo apresentaram o mesmo perfil, porém no meio axénico
foi observada no pico da fase exponencial quase quatro vezes mais parasitos que no
cocultivo. Diferente do cultivo axénico, no qual foi observada apenas as formas
epimastigotas, durante o cocultivo com a linhagem celular DH82 foi observada
diferenciacdo para forma tripomastigota e esferomastigota. A analise ultraestrutural
demonstrou que T. caninum possui estruturas descritas para as espécies de
tripanosomatideos, com destaque para inUmeros corpusculos lipidicos ao longo do
corpo. Em relacdo a interacdo T. caninum-macrofagos foram obtidos resultados
inéditos: T. caninum é capaz de infectar células, a forma epimastigota aflagelar é
infectiva para macréfagos e foi verificada a existéncia de formas amastigotas de T.
caninum. J4 no tempo de 15 minutos, a forma epimastigota aflagelar de T. caninum
adere e entra nas células, rapidamente, modifica-se para a forma amastigota dentro do
vacuolo parasitéforo. Dentro deste vacuolo ocorre divisdo de amastigotas. Algumas
amastigotas sao digeridas pelas células e outras viaveis séo liberadas, como observado
por MET nos tempos de 45 minutos em interagcdo com M¢ e no tempo de 6 horas na
interagdo com a linhagem DH82. No meio extracelular, em algumas amastigotas ocorre
mudanca para epimastigota aflagelar e outras interagem com a célula para reinfeccao.
Foi observada diferenca significativa em relacdo a infecgédo entre as duas células e em
relacdo a células nas quais ocorriam adesao e infeccao simultaneamente na condi¢ao
com SFB. Esta dissertacdo apresenta resultados inéditos sobre o conhecimento dos
eventos ocorridos durante a interacdo T. caninum-células que séo Uteis no entendimento
sobre aspectos bioldgicos e da relacéo parasito-hospedeiro.
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Study of the interaction between Trypanosoma caninum cells and macrophages:
morphological, biological and ultrastructural aspectsABSTRACT

MASTER DISSERTATION THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Katia Cristina Silva Nascimento

Trypanosoma caninum is a trypanosomatid hitherto isolated only from the culture
of intact dog skin. In axenic cultivation it presents the evolutionary forms: aflagellar and
flagellar epimastigote, trypomastigote and spheromastigote. Several aspects about T.
caninum still need to be investigated, among them in relation to the infectious potential
of evolutionary forms. In this context, the objective of this study was to evaluate
morphological, biological and ultrastructural aspects of the interaction of T. caninum with
macrophage cells in vitro. Initially, a growth curve, analysis and quantification of the
evolutionary forms of T. caninum were performed in axenic medium and in co-cultivation
with the cell line DH82. Then, an ultrastructural analysis of the forms of T. caninum
cultivated in axenic and co-cultured media with cell line DH82 was performed. With the
intention of knowing the infectious potential of the aflagellar epimastigote form, a T.
caninum interaction study was performed with the canine macrophage DH82 and
peritoneal macrophage (M¢) strain of BALB / ¢ mice, under two conditions: in DMEM F12
medium supplemented with FBS and the other with medium supplemented with BSA. All
kinetics occurred in 7 times: 15, 30 and 45 minutes and 2, 6, 24 and 48 hours. The
interaction analysis was carried out by light field optical microscopy, scanning electron
microscopy (SEM) and transmission (TEM). For quantitative and statistical analysis, total
infected cells were counted, with adherent parasites and parasites internalized by
infected cells. The growth curve of T. caninum in axenic and co-cultured environments
showed the same profile, but in the axenic environment, at the peak of the exponential
phase, almost four times more parasites were observed than in co-cultivation. Unlike
axenic culture, in which only epimastigote forms were observed, during co-cultivation
with the DH82 cell line, differentiation into trypomastigote and spheromastigote forms
was observed. The ultrastructural analysis showed that T. caninum has structures
described for the trypanosomatid species, with emphasis on numerous lipid corpuscles
throughout the body. Regarding the T. caninum-macrophage interaction, unprecedented
results were obtained: T. caninum is capable of infecting cells, the aflagellar epimastigote
form is infectious for macrophages and the existence of amastigote forms of T. caninum
was verified. Within 15 minutes, the aflagellar epimastigote form of T. caninum adheres
and enters the cells, quickly changes to the amastigote form within the parasitophore
vacuole. Within this vacuole there is a division of amastigotes. Some amastigotes are
digested by cells and others viable are released, as observed by TEM in 45 minutes in
interaction with M¢ and in 6 hours in interaction with the DH82 strain. In the extracellular
environment, in some amastigotes there is a change to aflagellar epimastigote and
others interact with the cell for reinfection. A significant difference was observed in
relation to infection between the two cells and in relation to cells in which adhesion and
infection occurred simultaneously in the condition with FBS. This dissertation presents
unprecedented results on the knowledge of the events that occurred during T. caninum-
cell interaction that are useful in understanding biological aspects and the parasite-host
relationship.
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Figura 9: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15
minutos na condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: adeséo de T.
caninum e parasito em divisao (setas); B, C: adesdo de epimastigota aflagelar (EA) (seta);
D: parasito em divisdo e em mudanca de forma (SEtas); ......cccocevvervrrierieeresieseese e 37

Figura 10: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15
minutos na condi¢gdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e C: adesdo pela
porcdo anterior do parasito (setas); B: adesdo por todo o corpo do parasito (seta); D:
amastigota em interacdo com os prolongamentos da célula (*). .......ccccoevvvieiicieinenne. 38

Figura 11 : Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30
minutos na condigdo com meio suplementado SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. Amastigotas INteriorizadas (SEtas); .......cooerererererierieerienene e 39

Figura 12: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 30
minutos na condicdo com BSA por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento 1000x.
Amastigotas interiorizadas (*), em interacdo com a célula (seta) e livres (seta dupla);. 40

Figura 13: Interag&o entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30
minutos na condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasitos em
mudanca de formas e interagindo com a célula; B: adesdo do parasito pela porcdo anterior

do seu corpo; C e D: Detalhe do prolongamento da célula em contato com o parasito

Figura 14: Interacdo T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30
minutos na condi¢cdo com meio suplementado com BSA por MEV entre. A: amastigota
em interacdo com a célula (seta); B: aglomerado de amastigotas na célula; C e D: detalhe
dos aglomerados de amMaStIOLaS; ........ccerveruiriiriiiiiieiee e 42

Figura 15: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 45
minutos em condi¢cdo com meio suplementado SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: epimastigota aflagelar (EA) aderidos a célula (*), amastigota
interiorizada e livre (seta); B: adesdo de EA (*) e divisdo parasitaria (seta); C: interacdo
entre amastigotas e a célula (seta); D: parasito em divisdo (Seta); ........ccoeevvveeveerverinenne. 43

Figura 16: Interacéo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condi¢cdo com meio suplementado BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: interiorizacdo (*) e interagdo com a forma amastigota (seta); B e C:
interacdo entre amastigota com a célula; D: epimastigota aflagelar aderido (seta) e

parasito sugestivo de mudanca de forma (*) e EA livre (seta dupla); E: amastigota
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interiorizada (*) e em interacdo com célula e amastigota ovéide sugestivo de mudanga de
forma; F: amastigotas lIVIES; ........oceiiiiiiie ittt 44

Figura 17: Interagéo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota em
mudanca para a forma epimastigota aflagelar (EA); B: adeséo entre a forma EA com a
(o721 (U1 TR 45

Figura 18: Interagéo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condi¢do com meio suplementado com BSA, por MEV. A: parasito na forma
amastigota em mudanca para a forma epimastigota; B: amastigota na forma ovoide (*);
C: amastigota em contato com célula rompida; D: detalhe da amastigota (*); .............. 45

Figura 19: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 45
minutos por MET. A: interacdo de amastigota com a célula; B: detalhe da interacédo entre
amastigota (*) e célula (#); C e D: amastigotas lIVIes;.......c.ccccevveveiieiieve s 46

Figura 20: Interacdo entre T. caninum e a linhagem DH82 no tempo de 2 horas na
condigdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragédo por Giemsa, aumento
1000x. A, B e D: Epimastigota aflagelar (EA) aderidos (*) e livres (seta), C: Forma EA
aderida (*) a célula com t0d0 0 COMPO; ..vcviiuieirieie e 47

Figura 21: Interagdo entre T. caninum com a linhagem DH82 no tempo de 2 horas
na condicdo com meio suplementado com BSA, por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigota (*) e epimastigota aflagelar (EA) (seta) interiorizado; B
e D: adesdo de EA a célula (setas); C: adesdo de EA a célula e amastigota interiorizadas;
E e G: amastigotas interiorizadas e em interacdo com a célula; F: EA livre e amastigota
interiorizada; G: interacdo entre amastigotas € CElUIa; ..........ccccvevveveiieierevcse e 48

Figura 22: Interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 2
horas na condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: interacdo de
amastigota na forma ovoide (*); B: adesdo do parasito na célula. .............cccceevrvrrnnnenn. 49

Figura 23: Interacdo no tempo de 2 horas na condigdo com BSA pela técnica de
MEV. A: adesdo do parasito; B: mudanca de forma do parasito da forma amastigota para
epimastigota aflagelar; C: célula com amastigota interagindo com a membrana da célula;
D: detalhe da amastigota em contato com a CEIUIA;............ccceevveiieiiiiiiecce e 49

Figura 24: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na
condi¢do com SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento 1000x. A: amastigota

interiorizada; B: adesdo de epimastigota aflagelar (EA); C: divisdo de amastigota no
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interior do vacuolo parasitéforo; D: adesdo de EA (seta) e interacdo (#), interiorizacao de
amastigotas (*) e amastigotas livres (seta dupla); .......ccovcveverieenienii i 51

Figura 25: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6
horas na condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasito na forma
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mudanca para a forma epimastigota; .........ccooereriririeieie s 52

Figura 26: Interagdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 6
horas na condi¢cdo com meio suplementado BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e amastigota interiorizada
(*); B: adesdo de EA,; C: interiorizacdo de amastigotas em vacutolos (*) e adesdo de EA
(seta) D: parasitos livres (seta) € INteriorizados (F);...cccovvvvvereerierieeneerie e seeee e sieeeens 52

Figura 27: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6
horas na condi¢cdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo do parasito
na forma epimastigota aflagelar (seta); C: aglomerados de amastigota; D: detalhe da
amastigota em interaGdo com a CElUIa; ..........cooveviiiiiiiiie 53

Figura 28: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na
condicdo com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em decomposicéo
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Figura 29: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 6 horas na
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Figura 30: Interagéo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracao por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigota interiorizada (seta); B: Divisdo de amastigota no interior
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Figura 31: Interagéo entre T. caninum e a linhagem celular DH82, no tempo de 24
horas na condicdo com meio suplementado com BSA por de MCC. Coloragdo por
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Figura 32: Interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condi¢cdo com meio suplementado SFB por MEV. A: adesédo do parasito na forma
epimastigota aflagelar (seta); B: forma amastigota ao lado da célula (*); C e D:
amastigotas VIeS (SELA) € (F); ueivvereireriere e e e e 59

Figura 33: Interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condigédo com meio suplementado com BSA por MEV. A: ades&o do parasito na
forma epimastigota aflagelar (EA); B e C: parasitos em mudanca das formas amastigotas
para EA (seta); D: detalhe do parasito mudando a forma amastigota para EA; E: adesao
de EA; F, G e H: aglomerados de amastigotas; .........cccevveieerieereiiieseese e seesie e 60

Figura 34: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota livre; B:
célula em degeneracdo com muitos vacuolos; C: parasito livre (*) ao lado da célula (#);
D: detalhe do parasito livre proximo a CelUla;............covevveiiiieiicce e 61

Figura 35: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condigdo com meio suplementado com BSA por MET. A: parasitos livres; B:
amastigota interiorizada evidenciando o cinetoplasto (C) e o flagelo(FL); C: detalhe da
amastigota interiorizada, cinetoplasto (C), flagelo (FL) e mitocdndria (M); D: célula, com
inimeros vacuolos vazios em degeneragdo; E: célula com véarios vactolos e com
amastigota interiorizada; F: detalhe da amastigota interiorizada; ...........ccccocevvrirennnne 62

Figura 36: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na
condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento
1000x. A e C: amastigotas interiorizadas (seta) e livre (seta dupla); B e D: amastigotas
em interacdo (*) e livres (seta dupla); E e F: aglomerados de amastigotas proximo a célula
(seta) e amastigotas em interacdo com fragmentos da célula (*); .......ccccocevveveiieinennns 64

Figura 37: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na
condi¢do com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento
1000x. A: amastigota (seta) e epimastigota aflagelar (EA) (seta dupla) livres; B e C:
interacdo (seta) e interiorizacdo de amastigotas (*); D: interacéo (seta) e interiorizagao de
amastigota com a célula (*) e EA (seta dupla) préximo a célula; E: detalhe da interacéo
entre amastigota e célula; F: amastigotas em interagdo com a célula (*), em mudanca da
forma amastigota para EA(#) e formas EA livres e em divisdo (seta); .........ccceevervvrnnnne 65

Figura 38: Interagéo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na
condigdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota interagindo com a

célula e parasito em mudanca de forma (setas); B: interacdo entre amastigota e célula; C:
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parasito em mudanca de forma evolutiva (seta); D: detalhe de aglomerados de
g Fo Y AT [0 PSP 66

Figura 39: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na
condicdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: interacdo de amastigota
com a ceélula: C: parasito aderido; D e E: detalhe da amastigota; F: amastigota e
epimastigota aflagelar (seta) em interacdo com a célula; G e H: detalhe do aglomerado de
e Fo LY AT [0 - RSP PPR 67

Figura 40: Interacdo entre T. caninum ¢ macrofago peritoneal (M), no tempo de
15 minutos em condicdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragédo por
Giemsa, aumento 1000x. A: amastigotas em interacdo com a célula (seta dupla) e
interiorizadas na célula (seta); B: adeséo de epimastigota aflagelar (EA) (*) e amastigota
livre (seta); C: interacdo de amastigotas com a célula; D: interacdo de amastigota com a

célula (seta dupla) e parasito sugerindo mudanca de forma de amastigota para EA (seta);

Figura 41: Interacéo entre T. caninum e M, no tempo de 15 minutos em condigio
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracédo por Giemsa, aumento 1000x. A:
EA aderido a célula (seta dupla) e amastigotas livres (seta); B: adesdo de EA na célula
pelo corpo, porcao anterior e posterior do parasito (seta dupla); C: interagdo de amastigota
com a célula e livre; D: amastigotas em interacdo com a célula (seta) e interiorizada (*),
parasito sugestivo de mudanca de forma (seta dupla); ........ccoeovevieiiiiiiciicc e 71

Figura 42: Interacédo entre T. caninum e M@ no tempo de 15 minutos em condigéo
com meio suplementado com SFB por MEV. A — C: adeséo do parasito na forma EA; D:
detalhe da ades&o da forma EA sem projecéo celular, sugerindo que o parasito faz adeséo
08 TOMMA ALIVA; ...ttt bbb ne e 72

Figura 43: Interacédo entre T. caninum e M¢ no tempo de 15 minutos em condigado
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo da forma EA no M¢; C:
adesdo do parasito; D: adesdo do parasito na célula (seta) e amastigota em processo de
MUAANGA T TOIMA (F);.euve ettt sbe e 73

Figura 44: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 30 minutos na condigao
em condicdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigotas interiorizadas na célula; B: amastigota internalizada (*)
e fora da célula e parasitos em processo de mudanca de forma; C: interacdo de amastigota

com a célula (#) amastigotas internalizadas e em volta da célula amastigotas sugerindo
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processo de evasao da célula (seta); D: célula alongada com interagdo de amastigotas (#)
e aglomerados de amastigotas (SELA); .. ....erververrererieieierierie e 74

Figura 45 : Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 30 minutos em condigdo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragédo por Giemsa, aumento 1000x. A:
interiorizacdo de amastigota; B: interacdo de amastigota com a célula; C: adeséo de EA
(seta), interiorizacdo de amastigota (*) e amastigotas livres (seta dupla); D: amastigotas
internalizadas (*), em aglomeracdo proximo a célula (seta) e em mudanga de forma (seta
dupla); E e F: adesdo de EA, interacdo de amastigotas com a célula (seta) e amastigotas
livres e em mudanca de forma (seta dupla); ........cceceviieiieeiiiiiciiece e 75

Figura 46: Interacéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 30 minutos em condigado
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo do parasito na forma
epimastigota aflagelar; C: adesdo da forma EA e interacdo com amastigotas (seta); D:
detalne de amMaStIGOLAS; ......ccuviviieeie e 76

Figura 47: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 30 minutos em condigado
com meio suplementado com SFB por MEV. Adesdo entre macréfago e forma
epimastigota aflagelar por diferentes partes do COrpo;.......ccccvvevvivevieeieeiiesieece e 76

Figura 48: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢, no tempo de 45 minutos em condi¢édo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracao por Giemsa, aumento 1000x. A:
interacdo entre M e amastigotas (*) e amastigotas livres em forma ovoide, com forma
mais proxima da forma EA (seta); B: amastigotas interiorizadas em vacuolos apertados;
C: célula vacuolizada com interacdo com amastigota (#) e amastigotas livres (seta); D:
amastigotas interagindo com prolongamentos da CEIUla; ...........ccovevveverierivcivie s, 78

Figura 49: Interagéo entre T. caninum e M¢, no tempo de 45 minutos em condigado
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento 1000x. A:
interacdo entre amastigota e célula; B: célula vacuolizada com amastigota interiorizada
(*) em interacdo com amastigota ovoide (seta) e parasito na forma EA aderido a célula
(seta dupla); C: célula desconstruida, interagindo com amastigota; D: interacdo de
amastigota com a célula (seta dupla) e aglomerados de amastigotas livres;.................. 79

Figura 50: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condigao
com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesdo de epimastigota aflagelar (EA) a
célula; B: EA aderido na célula (seta dupla), amastigota em interacdo com a célula (seta)
e depressao arredondada sugestiva da saida de amastigotas(*); C: parasito em mudanca
de forma e depressdo arredondada sugestiva da saida de amastigota (*) D: célula livres

(*)e interaco com amastigota (SELA); ......verueerierirrieeie et 80
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Figura 51: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 45 minutos em condigado
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adeséo de EA na célula por todo o
corpo; C: interacdo entre amastigota e célula (*); D: adesdo entre EA pela parte posterior
do corpo (seta) e interacdo com amastigota (*) com a célula;...........cccccoevviveiviiecnenne. 81

Figura 52: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condigado
com meio suplementado com SFB por MET. A: parasito interiorizado na célula; B:
detalhe do parasito em vacuolo estreito (seta); C: Parasito endocitado na forma amastigota
em estado de degeneracdo; D: adesdo de epimastigota aflagelar (EA) com detalhe da
endocitose com prolongamento citoplasmatico; E: interacdo de amastigota; F: interacdo
de dois parasitos durante processo de endocitose; G: interagdo de duas amastigotas com
a célula; H: detalhe da amastigota em interagdo com a célula, evidenciando a estrutura da
bolsa flagelar contendo flagelo; I: formacdo do prolongamento da célula em torno do
parasito; J: detalhe da projecéo realizada pela célula em torno do parasito no processo de
endocitose; K: interacdo de amastigota e endocitose; L: detalhe da interacdo da
AMASLIGOTA COM IMD; .ttt bbbt bbb 83

Figura 53: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 45 minutos em condigdo
com o meio suplementado com BSA por MET. A: parasito aderido e dois endocitados na
célula (*); B: adesdo (detalhe); C: parasito aderido em destaque da seta pode-se visualizar
a bolsa flagelar vazia; D: forma EA endocitada; .........cccocvevereeneiie e 84

Figura 54: Interagdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 2 horas em condigdo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento 1000x. A:
célula com citoplasma fragmentado com amastigota interiorizada (seta), forma
epimastigota aflagelar (EA) aderida e livre (seta dupla) B: amastigota interiorizados em
células arredondadas; C: Forma EA livre (seta dupla) e célula com bastante amastigotas
interiorizadas (seta); D: M¢ alongado com iniimeras amastigotas interiorizadas nas
(o12] (U1 TR 85

Figura 55: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 2 horas em condigéo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragéo por Giemsa, aumento 1000x. A:
célula vacuolizada com amastigotas interiorizadas (*) e em interagdo com amastigotas
(seta); B : célula com citoplasma fragmento com interacdo de amastigotas (*) e
aglomerados de amastigota (seta); C: interacdo entre forma amastigota e célula (seta
dupla) e amastigotas livres (seta); D: interiorizacdo de amastigotas; E e F: célula
desconstruida com interagdo de amastigota (seta), amastigotas interiorizadas (*) e mais

de uma amastigota no mesmo vacuolo indicando divisdo de amastigotas (#); .............. 86
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Figura 56: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 2 horas em condigdo
com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesdo do parasito na célula; B: adeséo
de epimastigota aflagelar (EA) com a célula e transi¢do de forma amastigota para EA; C:

EA aderidas pelo corpo na célula; D: amastigota em interagdo com a célula e EA aderidas

Figura 57: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 2 horas em condigéo
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo de epimastigota aflagelar na
célula; C: destaque da amastigota em interagdo com M¢ e da divisdo de EA; D-H: adesédo
em detalhes da forma EA com prolongamentos da Célula; ...........ccccoevveveiieieciesnenne. 88

Figura 58: Interacgdo entre T. caninum, no tempo de 6 horas em condi¢gdo com
meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento 1000x. A:
amastigota interiorizada (*), interagindo com a célula (seta) e livre(seta dupla); B: Formas
EAs livres (seta), amastigotas no mesmo vacuolo sugerindo uma divisdo de amastigotas
dentro do vacuolo parasitoforo (#) e amastigota interiorizada (*); C: célula espraiadas
com prolongamentos em interacdo com amastigotas (seta) e amastigota interiorizadas; D:
amastigota livre e interagindo com a célula (seta), amastigotas interiorizadas em vacuolos
individuais (*) ou compartilhados (#); E: célula desconstruida com citoplasma repletos
de amastigotas se destacando do nucleo; F: M¢ contendo amastigotas interiorizadas (*),
célula desconstruida com citoplasma separando-se do nucleo com inimeras amastigotas
(seta) € EA TIvre (SEta dUPIa); .....ccveiveeieiie et 90

Figura 59: Interagdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 6 horas em condigdo
com meio suplementado com BSA pela técnica de MCC. Colora¢do por Giemsa,
aumento 1000x. A:célula em interacdo com amastigota (seta dupla) e amastigota livre
(seta); B: células com citoplasma fragmentado com interacdo de amastigota (seta dupla),
mudanca de forma (*) e amastigotas livres (seta); C e D: célula com varias amastigotas
interiorizadas em vacuolos apertados (*) e amastigota em um vacuolo maior (#), mudanca
da forma de amastigota para EA (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula

destruida com amastigotas livres e aglomeradas (seta) e interiorizacdo de amastigota (*);

Figura 60: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 6 horas em condicgéo
com meio suplementado com SFB por MEV. A, B e C: aglomerado de parasitos com
adesdo da forma (EA) e amastigotas ovoides; D: mudanca de forma do parasito, de
amastigota para EA; E e F: aglomerados de amastigota e EA; G-H: formas amastigotas

em diferentes formatos, sugerindo mudanca de forma evolutiva;............ccccccevvinrnenne. 92
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Figura 61: Interacdo entre T. caninum ¢ M¢ no tempo de 6 horas em condigdo
com meio suplementado com BSA por MEV. A: adesdo de epimastigota aflagelar (EA)
na célula; B: detalhes da adesdo de EA; C e D: projeces celulares da célula primaria nos
EAs; E: amastigota mudando de forma para EA; F: ruptura da célula com amastigota em
destaque; G: detalhe da amastigota em interacdo com a célula rompida; H e I: interacdo
de amastigota com suporte da projecdo celular; J: em detalhe, protuberancia do interior
da célula sugerindo amastigotas por baixo da membrana do M; ........cccevvvvervrriinnnnnn 93

Figura 62: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 6 horas em condicéo
com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em degeneracdo(*); B: adeséo
do parasito de forma direta(*); C: adesdo do parasito(*) com prolongamento da célula (#)
ancorando o parasito; D: ades&o e presenca de parasitos lIVres (*); ....ccoovevvereninennnnn 94

Figura 63: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 6 horas em condicéo
com meio suplementado com BSA por MET. A: parasito na forma epimastigota (EA)
aderido a célula e endocitado dentro de vactolo (*); B: amastigota livre (seta) e em
interacdo com a célula (seta dupla); C: amastigota em divisdo (*) e amastigota
interiorizada (#); D: amastigota interiorizada (*), interacdo com amastigota e adesdo de
EA com a célula; E e F: detalhe da projecdo da célula durante interacdo de amastigota e
A0ESA0 U8 EA (SBLA); c.veuvirveeirtirtieiietieie etttk 95

Figura 64: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 24 horas em condigio
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracao por Giemsa, aumento 1000x. A:
amastigotas interiorizadas; B: amastigotas e epimastigotas aflagelares (EA), livres (setas),
célula com amastigotas interiorizadas (*); C: célula com vacuolos vazios e com vacuolo
contendo amastigota; D: célula com duas amastigotas dentro do mesmo vacuolo
parasitéforo (#), parasitos sugerindo mudanca de forma amastigota para EA (seta) sugere
a evasdo de parasitos da célula; E: inUmeras amastigotas interiorizadas algumas no
mesmo vacuUolo parasitoforo (#) e amastigotas livres (setas); F: na célula amastigotas
interiorizadas (*) e célula com nucleo descontinuado e citoplasma fragmentado com
evasao de amastigotas (SELA);.....ueiueiieerireeii et 97

Figura 65: Interagéo entre T. caninum e M¢, no tempo de 24 horas em condi¢ao
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragéo por Giemsa, aumento 1000x. A:
Forma epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e aderida a célula (seta dupla); B e C:
interacdo entre amastigota e celula(seta dupla) e mudanca de forma de amastigota para
EA (seta); D, E e F: adesdo de EA (seta), interagdo de amastigotas com a célula (seta

dupla) e interiorizagcdo de amastigota (F); ....cveoeererieriereree e 98
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Figura 66: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 24 horas em condicdo
com meio suplementado com SFB por MEV. A: divisdo de parasito na forma
epimastigota aflagelar (EA); B e C: amastigotas interagindo com a célula (seta); D:
detalhe do prolongamento da célula projetada na amastigota (Seta); .......c.c.ccevververeeenen. 99

Figura 67: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 24 horas em condigdo
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: Formas epimastigotas aflagelares
(EA) aderidas as celulas; C: aglomerado de parasitos na forma EA e amastigotas; D e E:

adesdo de varios parasitos nas células; F: projecdo celular em contato com o parasito;

Figura 68: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 24 horas em condicao
meio suplementado com SFB por MET. A: parasitos endocitados; B: detalhe de parasitos
T 010 (o101 r=o (o1 SO TP PT TR 101

Figura 69: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 24 horas em condicdo
com meio suplementado com BSA por MET. A: amastigotas endocitadas; B: detalhe dos
parasitos interiorizados; C: detalhe parasito interagindo com a célula, sugestivo de
transicdo de amastigota para EA; D: parasito aderido na célula; ..............cccccoeeveenennnne 101

Figura 70: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 48 horas em condigdo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracao por Giemsa, aumento 1000x. A:
interacdo com a célula (seta) e interiorizacdo de amastigotas (*) na célula; B: amastigotas
interiorizadas em célula com citoplasma fragmentado; C: amastigotas livres (seta dupla),
interiorizada (*) e em interacdo com a célula (setas); D: células em interacdo com
amastigota (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula com citoplasma rompido
com liberagdo de amaStigOLas; ........c.coveruiririririeieee s 103

Figura 71: Interagdo entre T. caninum e M@, no tempo de 48 horas em condigao
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracédo por Giemsa, aumento 1000x. A:
interacdo com a célula (seta) e interiorizacdo (*) de amastigotas na célula; B: amastigotas
interiorizadas em célula com citoplasma irregular; C e D: amastigotas livres e em
interacdo com a célula; E: célula com citoplasma vacuolizado e amastigotas evadindo
(seta); F: célula vacuolizada com liberagdo de amastigotas; ........cccccevererereresesnnnens 104

Figura 72: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 48 horas na condigao
com meio suplementado com SFB por MEV. A: aglomerado de parasitos e forma
epimastigota aflagelar (EA) em adesdo com a célula; B: interacdo da celula com
amastigota; C: EA aderido a célula; D: EA aderida a celula sob projeces do macréfago,

amastigota interagindo com a célula sugerindo mudanga de forma; E: EA recoberta por
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projecdo da célula; F e G: amastigota em mudanca de forma para EA; H: amastigota
irregular sugerindo mudanca de forma; | e J: detalhe da interag&o entre amastigotas; 105

Figura 73: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 48 horas em condigdo
com meio suplementado com BSA por MEV. A: interacdo de amastigota; B: parasito em
mudanca de forma; C e D: parasito na forma amastigota interagindo com a célula, EA
aderidos a célula e divisdo de parasito; E: amastigota interagido com a célula; F: parasitos
aderidos em célula com estruturas arredondadas; ...........cccevveviierieerieienese e 106

Figura 74: esquema da infeccdo de T. caninum em células macrofagicas. As
formas epimastigotas aflagelares aderem a célula seja por prolongamentos realizados pelo
macréfago, ou de forma ativa, conseguem entrar na célula e no meio intracelular ficam
em vacuolos parasitéforos apertados. Dentro desses vacuolos ocorre a mudanca da forma
epimastigota aflagear para amastigota e essas amastigotas se multiplicam nesses
vacuolos. Logo apos, as amastigotas rompem a célula e no meio extracelular se
diferenciam em epimastigotas aflagelares ou interagem com a célula novamente em um
novo processo de infecgdo. Todo o processo ocorre em 15 minutos. Ao longo do tempo,
0 vacuolo se apresenta maior e varias amastigotas sdo visualizadas em seu interior (a
partir do tempo de 6 horas). No tempo de 48 horas as células estdo bastantes rompidas,
no entanto, nas células integras ocorre uma maior adesdo de epimastigota aflagelar dando

iNicio @ um NOVO CiClo de INFECCAD; .. cvivverieiecii e 108

XXIV


file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097149
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097149
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097150
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097150
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097150
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097150
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097150
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2005.06.docx%23_Toc45097151

indice de Tabelas

Tabela 1 : Quantificagdo das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da

curva de crescimento em MEeI0 aXENICO.......cuivviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 29
Tabela 2 : Quantificacdo das formas evolutivas de T. caninum na curva de
crescimento em cocultivo com a linhagem celular DH82............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 30
Tabela 3: Resultado do Test-T na comparacéo entre os tipos celulares e tipos de

suplementacao do Mei0 A8 CUITUNA........ceeiiueiiiiie e 109

XXV



indice de Quadro

Quadro 1: Resumo das informagcdes da interacdo entre T. caninum com a linhagem
DH82 e com macrofago peritoneal murino nos tempos de 15, 30, 45 minutos e 2

Quadro 2: Resumo das informagcdes da interacdo entre T. caninum com a linhagem
DH82 e com macrofago peritoneal murino nos tempos de 6, 24 e 48 horas................... 111

XXVI



indice de Gréficos

Grafico 1: Curva de crescimento do T. caninum em meio Schneider + 10% SFB a
27°C. O indculo inicial foi de 1x108parasitos/mL. Pico da fase log no 14° com 11,35x 10°
0Lt 1 (0157 0 1 28

Grafico 2 : Curva de crescimento de T. caninum em cocultivo com a célula DH82
a 37°C/ 5% de CO>. O indculo inicial foi de 0,8x10° parasitos/mL. O pico da fase log foi
de 10° dia com 4,3X108 PArasitOS/ML.........c.eiueieeiieeie e eete ettt 28

Gréfico 3: Quantificacdo das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da
curva de crescimento em meio axénico. No inicio da curva de crescimento havia 92% de
formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota flagelar (EF). A forma EF nédo
foi mais visualizada a partir do 12° dia, apresentando 100% de formas EA................ 29

Gréafico 4 : Quantificacdo das formas evolutivas de T. caninum na curva de
crescimento em cocultivo com a linhagem celular DH82. No inicio da curva de
crescimento havia 92% de formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota
flagelares (EF). A partir do décimo segundo dia apresentou a maior diversidade de formas
evolutivas: EF, tripomastigota e esferomastigota. ..........cccoeeeeririiiiiiiiiiiieeeeeeeein, 30

Gréafico 5 : Taxa de adesdo de T. caninum em interagdo com a linhagem DH82.
A: condicdo com SFB; B: condicd0 COM BSA;......oveiiiiiiiiee e 68

Gréfico 6 : Taxa de adesdo de T. caninum em interagdo com a linhagem DH82.
A: condicdo com SFB; B: condicdo COM BSA;........ovvuiiiiee e 68

Grafico 7 : Taxa de adesdo de T. caninum em interagdo com a linhagem DH82.
A: condicdo com SFB; B: condicdo COM BSA;........ovuiiiiieeeeeeeeeie e, 107

Gréfico 8 : Taxa de infec¢do da interacdo entre T. caninum e M¢. A: interagdo
realizada com meio de cultura suplementado com SFB; B: interagéo realizada com meio

de cultura suplementado COM BSA; ......ooomriiiiiii e 107

XXVii


file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256073
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256073
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256073
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256074
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256074
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256074
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256075
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256075
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256075
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256075
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256076
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256076
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256076
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256076
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256076
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256077
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256077
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256078
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256078
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256079
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256079
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256080
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256080
file:///C:/Users/Katinha/Documents/Dissertação/Dissertação%2025.05.docx%23_Toc42256080

Lista de Siglas e Abreviatura

BSA Albumina sérica bovina

COLTRYP Colecado de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e
Vetores

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMEM/F-12 Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12

EA Epimastigota aflagelar

FAZ zona de fixacao do flagelo

Fig. Figura

HCI Acido cloridrico

INI Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
IOC Instituto Oswaldo Cruz

kDNA Kinetoplast Deoxyribonucleic acid / DNA do cinetoplasto

LABTRIP  Laboratdrio de Biologia de Tripanosomatideos
LaPClin VigiLeish - Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em

Leishmanioses

LBE Laboratorio de Biologia Estrutural

MEV Microscopia eletronica de varredura

MET Microscopia eletrbnica de transmissao

Mo Macréfago peritoneal

NK Célula natural killer

M1 ‘M1 Macrophages”/ macrofagos M1

M2 “M2 Macrophages”/ macrofagos M2

NNN Novy MacNeal Nicolle

pH Potencial hidrogenionico

PBS (phosphate buffered saline) Tampé&o fosfato salino
rDNA Ribosomal Deoxyribonucleic acid / DNA ribosomal
RPMI Meio do Instituto Roswell Park Memorial

T. caninum Trypanosoma caninum

T. cruzi Trypanosoma cruzi
SFB Soro Fetal Bovino

XXVili



1 INTRODUCAO

1.1 Género Trypanosoma

Os tripanosomatideos incluem 18 géneros sendo classificados como
monogenéticos ou monoxénicos (parasitos que apresentam apenas um Unico
hospedeiro em seu ciclo de vida, seja ele vertebrado, outro protozoario , planta
ou invertebrado) e digenéticos ou heteroxénicos (parasitas que utilizam dois
hospedeiros para completar o seu ciclo de vida parasitario, um artropode e de
um animal vertebrado ou uma planta ). Apenas trés géneros séo classificados
como digenéticos (Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum). David Gruby,
propds o género Trypanosoma em 1843, quando observou protozodrios
parasitos com flagelo Unico, no sangue de uma ra, em Paris. Desde entdo tem-
se proposto inumeras descricdes de espécies dentro deste género,
contabilizando mais de 470 espécies nomeadas e distribuidas por todo o mundo
(Andrade-Filho 2013; Molina 2016).

Os parasitos do género Trypanosoma sdo capazes de infectar um largo
espectro de hospedeiros de todas as classes de vertebrados: peixes, anfibios,
répteis, aves, e mamiferos, e utiliza um hospedeiro invertebrado hematofago ou
sanguessugas aquaticas para passar para outro vertebrado e assim se manter
na natureza (Kaufer et al. 2017). A ampla dispersdo das espécies pelos
continentes, a expressiva variedades de taxa de hospedeiros envolvidos, o ciclo
de transmisséo, somadas com a divergéncia genética que apresentam apontam
que esses flagelados teriam surgido juntos com os primeiros vertebrados da
Terra ha mais de 100 milhdes de anos (Stevens et al. 2001; Hamilton et al. 2004,
2007; Viola et al. 2009; Molina 2016; Hamilton e Stevens 2017).

Mesmo apés mais de um século da descricdo do género Trypanosoma,
ainda restam muitas ddvidas e mesmo curiosidades a respeito desses
flagelados. Algumas espécies sao mais estudadas, por apresentarem
importancia médica e veterinaria, logo existe maior quantidade de informacdes
desde a morfologia, ciclo biologico, patogenicidade, transmissdo, aspectos
moleculares e bioquimicos, entre outros (Vickerman 1994; Stuart et al. 2008; D’
Avila Levy et al. 2015). Outras espécies por esse motivo sdo pouco estudadas,

como no caso da maioria das espécies do género Trypanosoma (Peirce e Neal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4708014/#B94
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4708014/#B82

1974; Thekisoe, et al. 2007; Austen et al. 2009; Mcinnes et al. 2010;
Austen et al. 2011; Lizundia et al. 2011; Dyachenko et al. 2017).

1.1.1 Aspectos morfoldgicos e ultraestruturais

Desde estudos realizados por Hoare e Wallace (1966), em diferentes
géneros, como Leshmania, Trypanosoma, Leptomonas, dentre outros tem-se
descoberto aspectos importantes da morfologia dos tripanosomatideos. A
diversidade morfolégica desses parasitos caracteriza os diferentes estagios
evolutivos das espécies diferindo entre e intra especificamente. As formas
evolutivas séo caracterizadas pela posi¢éo do cinetoplasto em relacéo ao nucleo
e a forma da célula (morfotipos) de acordo com o sistema classico de taxonomia
(Martins 2016).

No género Trypanosoma s&o descritas as seguintes formas evolutivas:
epimastigotas, tripomastigotas, esferomastigotas e amastigotas além de outras
formas em transicdo. As formas epimastigota e tripomastigota séo classificadas
principalmente pela posicao do cinetoplasto e local de exteriorizacédo do flagelo,
as outras duas basicamente pela conformacao celular. O flagelo se posiciona a
partir do cinetoplasto, anterior ao nucleo (epimastigota) e posterior ao nucleo
(tripomastigota) (D’Avila Levy et al. 2015, Martins 2016). A forma epimastigota é
uma forma alongada mais larga e o flagelo é aderido ao corpo celular tornando-
se livre na parte anterior. A forma tripomastigota € alongada, porém mais afilada
e o flagelo fica aderido por todo corpo celular até estar livre na porcédo anterior
do parasito, fazendo uma ondulagéo no flagelo aderido ao corpo do parasito. A
forma amastigota € encontrada no interior das células de hospedeiros mamiferos
infectados, onde se multiplicam. E arredondada e apresenta um flagelo bem
reduzido dentro da bolsa flagelar. O nucleo redondo e extravagante e entre o
nucleo e o flagelo em forma de bastdo € localizado o cinetoplasto. A
esferomastigota € uma forma mais comumente encontrada em culturas mais
antigas do que na fase exponencial de crescimento do parasito. O parasito

apresenta flagelo bem alongado e corpo celular mais esférico (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo das formas evolutivas presentes no género
Trypanosoma. Modificado de D “Avila Levy et al. 2015.

Em relacdo a caracteristicas ultraestruturais, os tripanosomas possuem
organelas bastante caracteristicas que denotam importante contribuicdo para o
desenvolvimento e manutencéo do parasito: nicleo, mitocéndria, cinetoplasto,
microtubulos subpeliculares, acidocalcissomo, reservossomo, bolsa flagelar e
flagelo (Bastin 1999; Miranda et al. 2000; Miranda et al. 2004; Do campo et al.
2005; De Souza 2009; Lopes 2016) (figura 2).

O cinetoplasto, estrutura que lhes asseguram a classificacdo na classe
Kinetoplatea, é uma regido de DNA condensado (KDNA), facilmente observada
em microscopia de campo claro apds coloracdo sua forma e organizacao
estrutural variam de acordo com a fase evolutiva do parasito. E constituida por
dois tipos de moléculas circulares, os maxicirculos e os minicirculos, que se
apresentam concatenados, formando uma compacta rede, conforme observacéo
por microscopia eletrénica e representam cerca de 20% do DNA (kDNA) total da
célula. Os maxicirculos sdo minoritarios (5%) e sédo formados por sequencias
homogéneas, estando presentes de 20 a 50 cépias por rede e codificam os
genes mitocondriais estruturais (De-La Cruz et al, 1984). Nas moléculas de
minicirculos do kKDNA, sdo encontradas duas regifes distintas: uma regido
denominada conservada que apresenta uma sequéncia nucleotidica de 120 a
200 pb compartilhada intraespecificamente entre todos os minicirculos do KDNA
e outra regido denominada variavel apresenta uma heterogeneidade nas

sequéncias e difere entre as diferentes classes de minicirculos da mesma rede.



A mitocéndria Unica altamente ramificada, disposta ao longo do corpo

celular do parasito; juntamente com o cinetoplasto forma o complexo
cinetoplasto-mitocondrial. E encarregado por quase toda a respiracéo celular do
flagelado.

A presenca dos microtubulos subpeliculares em arranjos formam o

citoesqueleto do parasito, ao longo do corpo que |hes conferem sustentacéo e
forma estrutural;

Ha a presenca das inclusdes lipidicas, os corpusculos lipidicos, descritas

como organelas associadas a reserva energética, sao reservas de lipideos que
ficam a disposicéo do parasito para a sustentacdo energética da célula. Podendo
estar relacionada a mudanca das formas evolutivas;

Os glicossomos, séo considerados os peroxissomos desses flagelados
por apresentarem catalases, que atuam na degradacdo do peroxido de
hidrogénio, estao envolvidos na glicélise parasitéria;

O acidocalcissomo é apontado como o responsavel pelo armazenamento

de célcio, magnésio, sodio, potassio, zinco ferro e compostos de fosfato. Porém
a concentracdo de cada substancia varia de espécies para espécie. Uma outra
funcdo dessa estrutura € de participar do controle do pH do parasito;

Os reservossomos, foram sugeridos como estruturas relacionadas aos

lisossomos, muito apontadas como sendo estrutura pertencente a forma
epimastigota. Muitas atividades podem ser executadas por tal organela, que tem
como principal fungdo o armazenamento de lipideo;

A bolsa flagelar juntamente com o cistétomo sédo os Unicos locais do corpo
parasitario que ndo possuem 0s microtlibulos subpeliculares ao longo da sua
formacdo. A bolsa flagelar € uma invaginacdo da membrana citoplasmética que
abriga o flagelo e € a regido onde ocorre a endocitose nutricional.

O flagelo é uma estrutura disposta por 9 pares (dupletos) de microtubulos
na periferia e de um par no centro (axonema). Ao lado do axonema, ha uma
estrutura candnica em forma de trelica que é constante em todo o comprimento
do flagelo, desde a bolsa flagelar até o final do flagelo. Essa estrutura € chamada
haste paraflagelar ou também chamada de paraxial. Esta ligado no corpo celular
por complexa rede de filamentos (zona de fixacao do flagelo ou FAZ) subjacente



a ambos. Sempre entre 0 axonema e a FAZ a haste paraflagelar esta presente.
Vérias fungbes sdo atribuidas a essa estrutura, mas tem como principais funcées

a mobilidade, e a fungéo sensorial.

A Cinetoplasto Corpisculo Bolsa Complexo do
Mitocondria basal flagelar oo vactolo contratil
Rede de tabulos SACRO
e vesiculas
Reservossomo
leossomo\

Acidocalcissomo

Reticulo Niicl
endoplasmatico NUCI€0  complexo  Citofaringe
de Golgi

Microtibulos
subpeliculares

Flagelo —

(€
B :em(ﬁpol'e;io Citofaringe

endoplasmatico lipidicas

Glicossomo Reservossomo-like

Figura 2: Representagdo tridimensional das ultraestruturas presentes nas
formas evolutivas. A: epimastigota; B: amastigota; C: tripomastigota;
Fonte:https://www.emaze.com/@ACOQWCWI/chagas-diseasecopy?2

(professora Jackellyne Geoérgia Leite).

Com o avanco das pesquisas e da tecnologia, o sistema de taxonomia
ndo depende mais exclusivamente da taxonomia classica. As técnicas
moleculares tém sido fundamentais na caracterizacdo de varias espécies de
Trypanosoma, como Trypanosoma KG1, T. terrestres, e outras tantas espécies
gue foram sendo descritas mais recentemente como Trypanosoma wauwau,
Trypanosoma janseni e Trypanosoma madeirae (Thekisoe et al. 2007; Acosta et
al. 2013, Lima et al. 2015; Lopes et al. 2018; Barros et al. 2019). Com isso,



atualmente, as espécies pertencentes ao género Trypanosoma, tém sido
organizadas e comparadas geneticamente e alocadas em pequenos grupos por
proximidades filogenéticas, originando assim os clados. Parasitos do género
Trypanosoma sdo de origem monofilética, ou seja, as espécies possuem um
ancestral comum e estdo organizadas em 11 clados. Dentre esses 11 clados, 3
sao grandes clados: clado T. cruzi, clado de tripanosomas de animais aquaticos
e clado T. brucei. Os demais 8 clados séo: clado T. theileire, clado T. lewisi, clado
T. irwini, clado T. terrestres, clado de tripanosomas de cobras-
lagartos/marsupiais-roedores, clado de tripanosomas de marsupiais
australianos, clado de tripanosomas de crocodilianos e o clado de tripanosomas
de aves (Acosta et al. 2013; Lima et al. 2015; Lopes 2016).

1.2 Trypanosoma caninum

A pesquisa e monitoramento das leishmanioses visceral e tegumentar em
areas endémicas sdo importantes para o acompanhamento das infeccdes
simples e coinfec¢des de Leishmania spp. e demais tripanosomatideos em caes
domésticos (Madeira et al. 2009; Porfirio et al. 2018). Durante uma investigacao
de vigilancia para Leishmaniose Visceral Canina, em 2003 Trypanosoma
caninum foi isolado pela primeira vez em cultura axénica de pele integra de um
cdo do bairro de Campo Grande, Rio de Janeiro. Neste mesmo céo, também
foram isoladas, de lesdo cutanea, formas promastigotas caracterizadas como
Leishmania (Viannia) braziliensis (Madeira et al. 2009).

ApOGs analises biolégicas, morfoldgicas, moleculares e de bioquimicas
(isoenzimas), Trypanosoma caninum foi descrito como uma nova espécie do
género Trypanosoma em 2009 (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012). Até o
momento, foram descritos 62 casos de infec¢do natural por T. caninum em caes,
em infeccdes simples e coinfecgdes dispersos por seis estados brasileiros: Rio
de Janeiro, Sao Paulo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Piaui, em locais com
ocorréncia de leishmanioses (Figura 3 do mapa) (Pinto et al. 2010; Barros et al.
2012; Madeira et al. 2014; Oliveira et al. 2015). Todos os isolados de T. caninum
foram caracterizados a partir da amplificacdo e sequenciamento nucleotidico da
regido parcial do gene 18S rDNA (Pinto et al. 2010; Barros et al. 2012; Oliveira
et al. 2015). Adicionalmente, a fim de gerar mais informacdes a nivel molecular,
foram analisadas outras regides do genoma de T. caninum, como 24S rDNA,

6



ITS1rDNA, Citocromo b, kDNA, revelando a alta similaridade genética entre os
isolados de T. caninum descritos nos seis estados (Barros et al. 2015). De acordo
com a analise filogenética da regido parcial do gene 18S rDNA, T. caninum esta
inserido no clado de Tripanosomas de marsupiais australianos, que inicialmente
era composto por tripanosomas de marsupiais e ao longo do tempo foi incluido
também tripanosomas de texugo, sendo o primeiro Trypanosoma de cdao

brasileiro do clado (Rodrigues 2019).

Figura 3: Distribuicdo geografica dos isolados de T. caninum descritos. Total de
62 casos distribuidos pelos seis estados: Rio de Janeiro (RJ), S&o Paulo (SP), Minas
Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Piaui (PIl) e em Goias (GO).

T. caninum possui caracteristicas intrigantes e com particularidades: até
o momento foi isolado apenas da cultura de pele integra de caes e é mantido
facilmente em meio agar sangue Neal, Novy, Nicolle (NNN) e Schneider.
Apresenta além das formas evolutivas descritas em espécies do género
Trypanosoma (epimastigota, tripomastigota e esferomastigota), a forma
epimastigota aflagelar em cultura axénica (Figura 4) (Barros et al. 2014). Na
analise por microscopia eletrbnica de transmissdo da forma epimastigota
aflagelar foi visualizada a bolsa flagelar vazia e cinetoplasto localizado ao lado
do nucleo. De acordo com o estudo da cinética de crescimento da forma

epimastigota aflagelar, os autores sugerem que o flagelo é originado



gradativamente, dando origem a forma epimastigota flagelada (Barros et al.
2014).
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Figura 4: Formas evolutivas de T. caninum obtidas de meio axénico (NNN e
Schneider). Coloracdo por Giemsa tamponada. A: epimastigota aflagelar; B:
epimastigota flagelar; C: esferomastigota; D: tripomastigota;

Escala de 10um. Fonte: Barros, 2013.

Estudos apresentados ao longo desses anos sugerem ndo haver
patogenicidade de T. caninum para os caes, visto que 0s animais em que foram
isolados este parasito possuiam boas condicdes fisicas. Além disso, a infeccdo
por T. caninum resulta em baixa resposta imunolégica do cédo, de acordo com 0s
titulos baixos encontrados a partir do diagnéstico sorolégico (Alves et al. 2012;
Barros et al. 2014).

Um outro fator intrigante é o fato de seu ciclo biolégico ainda ser
desconhecido, bem como o vetor responsavel pela transmissao e como se insere
no ambito silvestre na infeccdo de outros hospedeiros mamiferos, além do céo
doméstico. Até o momento ndo se conhece a forma evolutiva infectante desse
parasito e até entdo ndo ha relatos de que ele seja capaz de infectar e se
diferenciar na forma amastigota, como, por exemplo, em infeccbes por T. cruzi

(Hoare 1972; De Souza 2009).



Diferentes estudos ja foram realizados a fim de testar a capacidade
infectiva de T. caninum:

- Estudos para testar a infectividade de T. caninum em espécimes de
triatomineos das espécies Rhodnius neglectus e Triatoma infestans foram
realizados, no entanto ndo foram detectadas formas de T. caninum em intestino,
hemolinfa e glandula salivar destes insetos (Madeira et al. 2009).

- Foi realizada infeccdo experimental in vitro de T. caninum em
macrofagos de camundongos murinos da espécie Swiss Webster. Neste
experimento foram utilizadas formas tripomastigotas de T. caninum, que foram
induzidas a metaciclogénese por meio de cultura Instituto Roswell Park Memorial
(RPMI). Apb6s 72 horas de interacdo, T. caninum ndo foi mais visualizado
(Madeira et al. 2009).

- Também foi realizada infeccdo experimental in vitro com formas
tripomastigotas induzidas por metaciclogénese de T. caninum com duas
linhagens celulares caninas (MDCK-2, DH82) e uma linhagem de tecido
embrionario de flebotomineo (Lulo). No entanto, ndo foi constatada infeccéo de
T. caninum nas trés células (Fonseca-Oliveira et al. 2018).

- Foi realizado também um estudo experimental in vivo no qual utilizou-se
formas tripomastigotas de T. caninum, induzidas por cocultivo da linhagem
celular DH82 para in6culo em camundongos murinos da espécie Swiss Webster.
Este inéculo foi realizado pelas vias intradérmicas e intraperitoneal e o
diagnostico da infeccdo experimental foi realizado por cultura e imprint de
diferentes 6rgaos, por técnicas histopatologicas e pela técnica molecular. Apesar
de terem sido observadas alteracfes histoldgicas, ndo foi identificado infeccéo
pelo T. caninum. Por PCR conseguiu amplificar o material genético de T.

caninum em pele, baco, figado, coracao e sangue.

1.3 Estudo de interacé&o Trypanosoma x célula

Desde a descoberta do género Trypanosoma, que a comunidade
cientifica tem trabalhado intensivamente para compreender como 0s parasitos
desse género interagem com o0s artropodes vetores e com as diversas espécies
de mamiferos (Chagas1909; Hoare 1972; Galvdo et al.2003). Estudos de
interacdo parasita-célula sdo muito utilizados, principalmente para obter

informacdes relacionadas as formas evolutivas encontradas no hospedeiro
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vertebrado. Conhecer as estratégias selecionadas para infectar um hospedeiro
€ um passo importante para conhecer a natureza, as interacdes entre 0s seres
vivos e enfim, o parasito. Fatores esses que podem variar de acordo com a célula
e 0 parasito envolvidos, seja no tipo de receptores ligantes do parasito, proteina
e moléculas expostas nas superficies da célula sejam outros fatores que
resultam no sucesso ou falha na infeccéo (Fessel 2006; De Souza et al. 2013,
Barrias et al. 2019). Pela sua importancia no contexto da saude publica, T. cruzi
e Trypanosoma spp. do grupo brucei sdo as mais bem estudadas do género,
incluindo os estudos in vitro realizados na tentativa de se conhecer cada vez
mais 0s mecanismos da interagéo parasito-hospedeiro (Thurston 1958; Ley et al.
1988; De Souza 2002; De Souza et al. 2010; Li e He 2017; Duque et al. 2020).

Desde a introducgéo do uso in vitro de células de fibras nervosas no inicio
do século XX pelo pioneiro Harrison, o emprego de células primarias e de
linhagens celulares sdo primordiais em estudos que delimitam a relacdo
parasito- hospedeiro (Alves e Guimardes 2010). Inumeras linhagens celulares
foram estabelecidas para este propésito e incluem linhagens derivadas de
diferentes tecidos (sangue, coracdo, rim, peritbnio, pele, etc) de diferentes
animais (homem, cao, roedores, artrépodes, etc) (Scherer et al.1953; Gaush e
Smith 1968; Unkeless 1979; Bello et al. 2005), que podem ser obtidas
comercialmente e empregadas com diferentes objetivos. Além da escolha da
célula, é necessario um adequado suporte nutricional para que as células
possam se manter estaveis e capazes de responder aos objetivos tracados
durante cada pesquisa de acordo com condi¢cdes pré determinadas. Esse
suporte nutricional é realizado com o meio de cultura e sua suplementagcdo com
fatores de crescimento, como por exemplo soro fetal bovino (SFB) e albumina
sérica bovina (BSA), que melhor se adequa as necessidades da célula em
estudo (Alves e Guimaraes 2010).

Os estudos experimentais in vitro apresentam vantagens, como ter o
controle ambiental do experimento, obter uma uniformidade das amostras, além
da ética por deixar de utilizar animais e sdo capazes de sugerir o que ocorre em

condigdes naturais (in vivo) (Alves e Guimaréaes 2010).

1.3.1 Soro Fetal Bovino e Albumina Sérica Bovina
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O Soro Fetal Bovino (SFB) foi introduzido na cultura de células no final
dos anos 1950 para estimular o crescimento celular das culturas de células e de
tecidos (Puck et al. 1958). E a suplementacdo proteica mais amplamente
utilizada em meios de culturas de células, composto por nutrientes com alta
concentracdo de hormdnios, fatores de crescimento e de fixacdo, vitaminas, que
sdo metabdlicos necessarios para os cultivos celulares (Alves e Guimardes
2010). Apesar da solidificacéo do uso do SFB ao longo do tempo, recentemente
a literatura tem apresentado trabalhos que demonstram que a utilizacdo dessa
suplementacao pode trazer menos vantagens e mais desvantagens cientificas.
Essas desvantagens estdo relacionadas principalmente a consisténcia dos
resultados, uma vez que sao influenciados pela sazonalidade e regido geogréfica
gue originam cada lote da producéo e por possuir composi¢cdes desconhecidas
gue podem variar drasticamente. Tais caracteristicas podem resultar em uma
inconsistente expressdo de nutrientes e sua atividade biol6gica pode levar a
variabilidade no experimento resultando na falta de reprodutibilidade dos
resultados. Além disso pode haver questdes de biosseguranca dos
manipuladores, principalmente, em relacdo a endotoxinas, micoplasmas, prions
ou contaminantes virais (Van der Valk et al. 2018; Baker 2016). A produc¢éo do
SFB é uma grande questéo ética devido ao alto indice de fetos bovinos nos quais
€ extraido sangue de forma incorreta, pela possibilidade de causar dor ao feto.
As taxas de fetos mortos para a sua producdo atingem a casa de milhdes de
fetos mortos anualmente (Van der Valk et al. 2018; Mellor et al. 2005; Baker
2016).

A albumina sérica bovina (BSA) é um aditivo de proteina comum, que ao
ser comparada com a variabilidade nutricional de lote para lote, encontrada no
SFB é considerada mais consistente em sua composi¢cdo. As albuminas sdo um
grupo de proteinas acidas que ocorrem abundantemente em fluidos corporais de
mamiferos. A albumina sérica é rica em aminod&cidos, isenta de carboidratos e é
a proteina mais abundante em organismos vertebrados (Zhou et al. 2020; Merlot
et al. 2014). Ademais a BSA é uma proteina transportadora natural, podendo
transportar pequenas moléculas como sais, acido graxo e vitaminas e podem
atuar na protecao a danos oxidativos nas células e regular outros componentes

do meio, incluindo o acido graxo (Zhou et al. 2020).
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1.3.2 Linhagem celular canina DH82

A linhagem celular de macréfago like (DH82) é de origem hematopoiética
de cdo Golden Retrivier, macho de 10 anos de idade diagnosticado com
histiocitose maligna. As células progenitoras neoplasicas foram estabilizadas em
1985. Essa linhagem apresenta a morfologia de macréfago, com variacdo no
tamanho e quantidades de nucleos e nucléolos, além de ser uma excelente
célula fagocitica. E uma linhagem celular notavelmente heterogénea. Apresenta
receptores de superficie Fc, importantes na interacéo parasito célula (Wellman
et al. 1988). J& foi utilizada em diferentes estudos, desde estudos de bactérias
(Michaels et al. 2016), de alergia (Herrmann et al. 2018), em estudos com virus
(Zheng et al. 2020). Em estudo com T. cruzi, Mendonca et al. 2017, realizaram
pela primeira vez a interacdo com essa linhagem e demonstraram que ela &
suscetivel a infec¢ao pelo T. cruzi, nela ocorre todo o ciclo intracelular, a invasao
do parasito, presenca de amastigotas intracelulares, replicacdo parasitéria,
transformacao em tripomastigotas, além do prolongado periodo de infeccdo com
macrofago de cédo. Os autores reforcam a utilizacdo dessa célula como modelo
para investigar a interacdo hospedeiro-parasito in vitro e ela poderia contribuir
em experimentos para identificar novos medicamentos para o tratamento da

doenca de Chagas.

1.3.3 Macréfago peritoneal murino (Mg)

A utilizacdo do macrofago peritoneal de camundongos, tem-se dado
desde o inicio do século XX, quando estudos conduzidos por um biélogo russo
concedeu a compreensdao da fagocitose (Dos Anjos Cassado 2017). A partir dai,
os estudos deslancharam e a sua utilizagdo como modelo experimental comecou
a ser consolidado (Cassado 2011; Dos Anjos Cassado 2017). Varios trabalhos
foram realizados com utilizagdo de M¢ com diferentes abordagens, dentre elas
trabalhos recentes de recrutamento de organelas durante interacdo com T. cruzi
(Reignault et al. 2019), autofagia (Duque et al. 2020) e em trabalhos de interacéo
com diferentes espécies do género Trypanosoma como, Trypanosoma dionisii
(Liston e Baker 1978), Trypanosoma brucei (Stevens e Moulton 1978) e
Trypanosoma musculi (Vincendeau et al. 1981).

Os macroéfagos sdo considerados sentinelas imunolégicas devido ao fato

de estarem presentes em diferentes tecidos, participando da defesa inata
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(Cassado 2011). A cavidade peritoneal se origina pelo folheto embrionario da
mesoderme, mais especificamente pelo hipdmero (células primitivas), que € uma
das trés divisbes da mesoderme, juntamente com o epimero e o mesémero. O
epimero da forma a derme, musculatura estriada e esqueleto axial. O mesémero
forma o aparelho urogenital, ja o hipbmero é responsavel pela formacédo do
sistema circulatorio, esquelético apendicular, musculatura lisa e as trés serosas
(pericéardio, pleura e peritbneo). O peritbneo abriga boa parte dos 6érgaos,
juntamente com uma diversidade de células do sistema imune como linfécitos T
e B, célula natural killer (NK), granulécitos e os fagocitos (Moore et al. 2016).

Os macréfagos sdo mondcitos da circulagdo sanguinea que migram para
o tecido e se diferenciam. Esses macrofagos podem ser divididos em duas
populacdes, sendo denominados de M1 e de M2 e dentre as suas fungbes
destacam-se a fagocitose, apresentacdo de antigeno, resolucdo do processo
inflamatoério e reparo de tecido lesado (Cassado 2011; Dos Anjos Cassado
2017). Por serem células primérias, sdo semelhantes fisiologicamente as células
do tecido vivo e como as linhagens celulares podem sofrer alteracfes
genotipicas e fenotipicas e ndo podem determinar o que ocorre in vivo, as células
primérias tém importante papel em estudos de pesquisas. No entanto, por mais
préximo que esteja do real o cultivo in vitro ainda apresenta diferencas do tecido
vivo, principalmente pelas mudancas nutricionais e hormonais (Alves e
Guimaraes 2010).

1.3.4 Cocultivo parasito — célula

Desde a primeira linhagem celular estabelecida pelo bidlogo George Gey,
foi um longo caminho até as culturas de células provarem ser indispensaveis
para uma variedade de aplicacfes, desde a pesquisa a industria (Ravi et al.
2015). Existem iniUmeras células disponiveis originadas de diferentes espécies
e diversas técnicas de cultivo, que variam da gota pendente a técnica 3D (Ravi
et al. 2015). Dentre tantas técnicas, o cocultivo de células e parasitos tem se
mostrado uma excelente estratégia para o isolamento e manutencdo de
parasitos que apresentam dificuldades em seu cultivo, como no caso do
Trypanosoma freitasi, que até o cocultivo com a linhagem L292 néo era possivel
a manutencao desta espécie em cultivo axénico. E a partir do cocultivo, foram

possiveis 0 crescimento parasitario e a obtencdo da forma tripomastigota
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(Thomas e Deane 1990). A mesma abordagem foi realizada por Thekisoe et al.
2007, que utilizaram as linhagens L292 e HEK 293T em cocultivo com o parasito
KG1. E Trypanosoma pestanai, do mesmo clado filogenético do parasito KG1,
que em cocultivo com a célula ISE6 foi possivel observar as formas
tripomastigotas (Dyachenko et al. 2017). A utilizacdo da célula BHK se mostrou
adequada para o isolamento e manutencdo a longo prazo do parasita
Trypanosoma (Megatrypanum) theileri (Lee et al. 2010). Para o parasito
Toxoplasma gondii, essa técnica celular se tornou uma importante alternativa na
obtencéo de taquizoitas, o que diminuiria o uso de utilizacdo de camundongos

para sua manutencédo (Alves e Guimaraes 2010; Szabo e Finney 2017)

1.4 Justificativa

O primeiro encontro de T. caninum infectando um cdo domeéstico no
municipio do Rio de Janeiro, em 2003, parecia que seria um achado ocasional,
sem importancia epidemiologica (Madeira et al. 2009). No entanto, outros
isolados similares a espécie original, foram sendo obtidos de outros cédes no
municipio do Rio de Janeiro e em diferentes regiées do Brasil, levantando a
suspeita de um ciclo natural desse protozoario entre os caes (Pinto et al. 2010;
Barros et al. 2012; Oliveira et al. 2015).

Apesar de ser uma espécie ainda pouco estudada, trabalhos anteriores
mostraram que a infeccdo natural por T. caninum pode cursar de forma
assintomatica apresentando baixos niveis de anticorpos (Madeira et al. 2014,
Alves et al. 2012). Ademais, o isolamento de T. caninum foi realizado
exclusivamente em pele integra (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012), fato
nao muito comum aos parasitas do género Trypanosoma.

T. caninum possui grande diversidade morfologica quando cultivados em
meio axénico ou quando cocultivados com linhagens celulares (Barros et al.
2014; Fonseca- Oliveira et al. 2018). Um fato interessante, que tem chamado
atencdo, € a presenca das formas epimastigota aflagelar (no cultivo axénico),
uma forma incomum nas espécies desse género (Barros et al. 2014). Embora o
ciclo bioldgico desse parasito ainda ndo seja conhecido, a partir de ensaios

experimentais, foi mostrado que o cocultivo desse parasito com a linhagem
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celular DH-82 estimulou a diferenciacdo para formas tripomastigotas, embora
estas formas néo foram capazes de infectar macréfagos dessa mesma linhagem
(Fonseca-Oliveira et al. 2018).

Pouco se sabe sobre a biologia e epidemiologia de T. caninum e inUmeros
aspectos precisam ainda ser investigados, principalmente relacionados ao ciclo
natural. Isso leva a questionamentos como: Em que condi¢cdes experimentais T.
caninum é capaz de infectar células in vitro? Em que momento e de que forma
ocorre a interacdo T. caninum-célula? Qual a forma evolutiva infectiva de T.
caninum em ensaios in vitro? Neste contexto, esta dissertacao focou em estudos
experimentais de interacdo T. caninum-célula com propdsito de trazer novas
informacdes sobre os estagios deste parasito, principalmente avaliando a
capacidade infectiva de formas epimastigotas aflagelares. E tem como hipétese
que T. caninum é capaz de infectar experimentalmente células macroféagicas e
gue possui todas formas evolutivas descritas para o género Trypanosoma.

Vale ressaltar ainda, que todos os isolados de T. caninum foram descritos
em areas de sobreposicdo e compartiihando o mesmo hospedeiro (cdo) com
espécies de Leishmania, que tem importancia em questfes de saude publica.
Demonstrando que todas as espécies de tripanosomatideos possuem o0 mesmo
nivel de importancia nos cenarios ecolégicos e epidemioldgicos. Sendo assim,
todas as informacfes geradas neste estudo serdo uUteis no entendimento do
papel de T. caninum no contexto biol6gico, epidemioldgico e na relacao parasito-

hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar aspectos morfolégicos, biolégicos e ultraestruturais da interagao entre
Trypanosoma caninum e células macrofagicas em modelos in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

1. Conhecer o perfil de crescimento e diferenciagéo das formas evolutivas
de T. caninum com predominio de formas epimastigotas aflagelares em meio
axénico e em cocultivo com a linhagem celular DH82;

2. Descrever caracteristicas ultraestruturais das formas epimastigotas
flagelares e aflagelares de T. caninum em meio axénico e em cocultivo com a
linhagem celular DH82;

3. Avaliar aspectos da interacdo das formas epimastigotas aflagelares de
T. caninum-célula em ensaios in vitro utilizando dois tipos distintos de células
macrofagicas;

4. Analisar aspectos do processo de interacdo de T. caninum-célula em

experimentos in vitro com relacdo ao ciclo biolégico deste parasito.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolado de Trypanosoma caninum

Neste estudo foi utilizado o isolado de Trypanosoma caninum COLTRYP
735 depositado na Colecdo de Trypanosoma de Mamiferos Silvestres,
Domésticos e Vetores (COLTRYP/FIOCRUZ) no ano de 2017. Este isolado foi
obtido em 2013 a partir de um fragmento de pele integra de céo proveniente do
municipio do Rio de Janeiro. A amostra foi recuperada do nitrogénio liquido e
transferida para um tubo contendo meio de cultura bifasico NNN (Novy MacNeal
Nicolle) e Schneider's suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibioticos (200U de penicilina + 100ug de estreptomicina da Sigma-Aldrich®)
a 27°C. A manutencédo deste isolado foi realizada no mesmo meio de cultura,
semanalmente, no Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos/LABTRIP/
IOC/ FIOCRUZ.

3.2 Linhagem celular macroféagica canina (DH82)

A linhagem celular macrofagica canina (DH82), C6digo:0077, obtida junto
ao banco de células do Rio de Janeiro, foi utilizada em cocultivo com T. caninum
para conhecimento do perfil de crescimento e formas evolutivas do parasito e
também utilizada em estudos da interacao T. caninum-célula.

A célula foi retirada do nitrogénio liquido e estabilizada em 3mL de meio
Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High Glucose (LGC®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibi6ticos (200U de
penicilina + 100ug de estreptomicina Sigma-Aldrich®), a 37°C/5% de CO2. Apls
retirada do meio de cultura, a célula foi lavada por trés vezes com PBS a 37°C.
Para dissociacdo das células da garrafa foi realizada a tripisinizagdo com 1mL
de Tripsina-EDTA 0,25% (1x) (Gibco®) por garrafa, por no maximo 10 minutos a
37°C. Apo6s, 3 a 4 mL de meio DMEM High Glucose (LGC®) gelado foi
adicionado na garrafa para inativar o efeito da tripsina. O sobrenadante foi
transferido para tubos de 15mL e centrifugado a 4500rpm por 10 minutos. Em

seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células resuspendidos em
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2 mL de DMEM High Glucose (LGC®) a 37°C. Posteriormente, 0,5mL da cultura
de células foi adicionado em 4 mL do meio de cultura DMEM High Glucose
(LGC®) em novas garrafas. A célula foi mantida em passagens que dependiam
da confluéncia da célula. Quando as células estavam confluentes nas garrafas
de cultura era realizada a passagem que ocorria no minimo uma vez por semana.
Todas as garrafas com as culturas de células possuiam a identificacdo do
namero da passagem e data. As condi¢des para manutencdo das células foram
as mesmas descritas para estabilizacdo e eram mantidas no Laboratério de

Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses (LaPClin VigiLeish) /INI.

3.3 Curva de crescimento de T. caninum

Foi realizada a curva de crescimento para obtencéo de informagdes sobre
a taxa de crescimento parasitaria e para o conhecimento das formas evolutivas
existentes de T. caninum durante o cultivo em meio axénico e em cocultivo com

a linhagem celular DH82.

3.3.1 Meio axénico

A amostra de T. caninum COLTRYP 735 foi ampliada em meio de cultura
NNN/Schneider a 27°C. Apdés contagem em camara de Neubauer, a
concentracgdo inicial de 1X10° parasitos/mL foi transferida para uma garrafa de
cultivo com area de 75cm? em 5mL de meio Schneider suplementado com 10%
de soro fetal bovino e antibioticos (200U de penicilina + 100ug de estreptomicina,
Sigma-Aldrich®) & 27°C. Todo experimento foi realizado em triplicata.

A cada ponto da curva (intervalo de 48 horas) foi retirada uma aliquota
da cultura para contagem dos parasitos em camara de Neubauer, na diluicdo da
cultura em 1:100 em PBS. A contagem foi realizada em microscopio de campo
claro na objetiva de 40x. Em seguida, o numero de parasitos/mL foi determinado
a partir da seguinte formula:

N° de parasitos/mL = NC° total de parasitos x fator de diluicdo x 10*

N° de quadrantes contados
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As médias das triplicatas em cada ponto da curva foram calculadas para

a confeccao do grafico da curva de crescimento e célculo do desvio padrao.

3.3.2 Cocultivo com linhagem celular DH82

A curva de crescimento de T. caninum foi realizada em cocultivo com a
linhagem celular DH82, em triplicata. A célula DH82 foi semeada em garrafa para
cultivo celular de 75cm? em meio DMEM High glucose, suplementado com 10%
de SFB, 200U de penicilina e 100ug de estreptomicina a 37°C/5% de CO:2 por 24
horas para estabilizacdo da célula. Apds contagem dos parasitos em camara de
Neubauer, a curva de crescimento teve indculo inicial de 0,8x108 parasitos/mL
em 5 mL do meio DMEM High glucose, suplementado com 10% de SFB, 200U
de penicilina + 100ug de estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Em intervalos de 48
horas e apds o 14° dia em intervalo de 72 horas, foi realizada a contagem dos
parasitos como descrito no item 3.3.1.

3.4 Quantificacado das formas evolutivas de T. caninum

A cada ponto das duas curvas de crescimento foi realizada a quantificacao
das formas evolutivas de T. caninum. Foi realizada distensdes de 30 pL do
sobrenadante em laminas de vidro, em duplicata. Em seguida, essas laminas
foram fixadas com metanol P.A (Vetec®); tratadas com &cido cloridrico 5N (HCI)
por 10 minutos e corados pelo Giemsa (Merck®) tamponado por 15 minutos.
Para cada ponto da curva de crescimento, foram contados 100 parasitos,
diferenciando-os de acordo com sua forma evolutiva, por microscopia de campo

claro, no microscoépio Zeiss Axioplan.

3.5 Microscopia eletrénica de transmissao e varredura

Foi realizada a microscopia eletronica de transmissao (MET) para analise
ultraestrutural de T. caninum em meio axénico e em cocultivo com a linhagem
celular DH82 (item 3.6).

Para andlise da interacdo de T. caninum com macrofagos peritoneais e a

linhagem celular DH82 (item 3.7) foram realizadas MET e microscopia eletronica
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de varredura (MEV). O processamento das amostras foi realizado no Laboratorio
de Biologia Estrutural/LBE/IOC/FIOCRUZ.

As etapas iniciais sdo iguais para MET e MEV: As amostras foram lavadas

3 vezes com PBS. Em seguida foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em
tampéo cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose + 2,5mM Caclz por 1 hora.
Atingido o tempo, as amostras foram lavadas 3 vezes com o0 mesmo tampao.
Apés foi realizada a fixagdo de lipideos com tetroxido de ésmio (OSO4) 2% em
tampéao cacodilato 0,2M, pH 7,2 + 7% sacarose + 5mM CaClz, por 30 minutos e
em seguida as amostras foram lavadas por 3 vezes com 0 mesmo tampao. A
partir dessa etapa os protocolos de MET e MEV diferem e seguem abaixo.
Etapas para MET: Foi realizada a etapa de desidratacdo das amostras

com concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 100%, 100%

e 100%) por 10 minutos cada concentracdo em uma rotacéao de 4500 rpm. Apos
foi realizada a etapa de infiltracdo e emblocamento, com utilizacdo da solugéo
1:1 de acetona 100% e resina (EPON) overnight. As amostras foram
centrifugadas para formacao do pellet no fundo da cipsula beam, a solucéao 1:1
de acetona/resina foi retirada e acrescentado apenas resina (EPON Poly Bed
812) e levada ao forno por 72h a 60°C. O bloco foi levado para a Plataforma de
Microscopia Eletronica da Fiocruz para processamento em cortes ultrafinos,
recolhidos em grades de cobre, contrastado com chumbo e uranila e para
obtencdo das imagens no microscoépio eletrbnico de transmissdo (Jeol JEM-
1011), pertencente a Plataforma de Microscopia Eletrdnica Rudolf Barth do
IOC/FIOCRUZ.

Etapas para MEV: Apo0s a pos fixacdo das amostras como descrito acima,

as amostras foram submetidas a etapa da desidratacdo com etanol em
concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 90%, 100% e 100%) por 10 minutos.
Em seguida as amostras foram submetidas ao ponto critico (mudanca de estado
fisico de COz2 dentro da ceélula), metalizacdo (revestimento da amostra com nano
particulas de ouro para liberacdo de elétrons) e obtencdo de imagens pelo
microscopio eletrdnico de varredura (Jeol JSM-6390LV) pertencente a
Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth do IOC/FIOCRUZ.
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3.6 Analise ultraestrutural de T. caninum em meio axénico e em cocultivo

com a linhagem celular canina

Para a andlise ultraestrutural de T. caninum em cultura axénica foi
necessario ampliarmos por 3 a 7 dias o parasito em meio NNN/Schneider
suplementado com SFB a 10% e antibioticos (200U de penicilina + 100ug de
estreptomicina, Sigma-Aldrich®), mantidos em estufa a 27°C. Entre o terceiro e
sétimo dia, recolhemos o sobrenadante do cultivo.

Para a analise das formas evolutivas de T. caninum em cocultivo com a
linhagem celular DH82, o parasito foi inoculado em garrafa contendo células
DH82 previamente estabilizadas em 5mL de meio DMEM High Glucose (LGC®)
e permaneceu em cocultivo pelo tempo determinado na curva de crescimento
como o dia que apresentou maior diversidade de formas evolutivas.

Os sobrenadantes das culturas foram centrifugados por 10 minutos a
4500 rpm, lavados com PBS e processadas como descrito no item 3.5 para
andlise por microscopia eletrdnica de transmissédo (MET).

3.7 Interacao entre T. caninum-célula

A interacdo de T. caninum com a linhagem celular DH82 e com
macréfagos peritoneais foi analisada pelas técnicas de microscopia de campo
claro (MCC), microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). O experimento foi realizado em duas condi¢cdes
diferentes: (1) em meio de cultura DMEM/F12 suplementado com SFB a 10% e
(2) em meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com albumina sérica bovina
(BSA) a 2% acrescido de 100 unidades da soluc&o penicilina e estreptomicina
(Gibco®).

O experimento foi realizado para analise por MCC e MEV em placas de
24 pocos em que continham laminulas de vidro de 13mm e para analise por MET
em placas de 100mm. Em todas as condicdes e tempos foi inserido um controle
composto apenas pelas células, isentas de parasitos.

A cinética para MCC e MEV foi realizada em 7 tempos: 15, 30 e 45

minutos e 2, 6, 24 e 48 horas. A cinética para MET foi determinada nos tempos

21



que apresentaram informacoes relevantes sobre a interacdo apos analise em
MCC e MEV. O experimento foi realizado em triplicatas para anélise por MCC, e
duplicatas para anédlise em MEV e MET.

3.7.1 Interacao entre T. caninum e linhagem celular DH82

As células da linhagem DH82 foram lavadas com PBS aquecido em
banho-maria a 37°C e dissociadas com 1mL de tripsina por garrafa a 37°C em
estufa de CO2 por até 10 minutos para que todas as células soltassem das
garrafas. Apds a dissociacdo das células, a tripsina foi inativada com meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/ F-12) sem
suplementacdo e contendo antibidticos (100 unidades de penicilina e
estreptomicina da Gibco®) gelado (2-8°C). A cultura de células foi centrifugada
a 4500 rpm por 10 minutos e ressuspendida no mesmo meio usado para
inativacdo da tripsina. Apdés homogeneizacdo foi retirada uma aliquota para
diluicdo (1:1000) em PBS e em azul de tripan, para comprovar a viabilidade
celular e contagem em camara de Neubauer para o plagueamento das células.
Foram plagueadas 4X104 células/mL por poco em um volume total de 300uL do
meio DMEM/F-12 sem suplemento e contendo 100 unidades de penicilina e
estreptomicina (Gibco®) em placas de cultura de 24 pocos. Em placas de
100mm, foi plagueada 1X108células/mL em 5mL do mesmo meio em duplicata.
ApOs 1 hora, o sobrenadante foi retirado das placas e acrescentado em metade
das placas o meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com SFB a 10% e na
outra metade o meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com BSA a 2% em
volume total de 300uL nas placas de cultura de 24 pocos e volume total de 5mL
nas placas de 100mm. Em seguida as células foram acondicionadas em estufa
a 37°C/5% de COz2 por 24 horas.

Apods esse tempo, os parasitos foram ampliados em meio NNN/Schneider
suplementado com 10% de SFB e antibidticos (100 unidades de penicilina e
estreptomicina gibco®), transferidos para tubos de 15 mL e centrifugados a 4500
RPM por 10 minutos e ressuspendidos em meio DMEM/F-12 sem
suplementacdo contendo antibioticos (100 unidades de penicilina e
estreptomicina gibco®). Apds aliquota foi diluida 1:1000 em PBS e azul de Tripan
para comprovar a viabilidade do parasito e contagem em camara de Neubauer.
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Apés contagem dos parasitos, foi inoculada em cada placa a
concentragdo de 10 parasitos/célula (10:1). Em cada tempo da cinética as
laminulas foram lavadas com tampédo PBS e fixadas com metanol P.A (Vetec®).
Apos, foram coradas com Giemsa (Merck®) tamponado por 2 a 4 minutos e em
seguida montadas com Entellan (Merck®) em laminas de vidro para analise por
MCC no microscopio Zeiss Axioplan em aumento de 100x.

Ja as demais laminulas e placas de 100mm, foram fixadas com
Glutaraldeido 2,5% diluido em tampé&o cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose
+ 2,5mM CacClz por uma hora e lavadas trés vezes com o mesmo tampéo e

processadas como descrito no item 3.5 para analise por microscopia eletronica.

Desenho experimental

Linhagem DH82 mantida em meio DMEM High Glucose
a 37C° 5% de CO2

'

Plagueamento das células com meio DMEM/F-12

sem suplementagéo contendo antibiéticos

’4 N
4x10% células/laminula em placas de 24 1x10° células/placa em placas de
pocos em 300 puL de meio DMEM/ F-12 100mm em 5mL de meio DMEM/ F-12
sem suplementagao por poc¢o sem suplementacao
P A
Suplementacéo Suplementacéo Suplementacéo Suplementacgéao
com BSA a 2% com SFB a 10% com BSA a 2% com SFB a 10%
M4 4 ' N
Inéculo de T. caninum Inéculo de T. caninum
10 parasitos/ célula 10 parasitos/ célula
y Y
MCC e MEV MET
] v
Analise da interacao: Anélise da interacao:
15, 30, 45 minutos; Tempos determinados ap6s
2, 6, 24 e 48 horas 23 analise de MEV e MCC




3.7.2 Interacdo entre T. caninum e células primarias de Macrofago
Peritoneal

Os macroéfagos peritoneais (M¢s) foram obtidos a partir da lavagem
peritoneal de camundongos fémeas com 18 a 20 gramas da linhagem BALB/c.
ApoOs a eutanasia com a associacao entre cloridato de xilazina e cloridato de
quetamina, os camundongos passaram por assepsia com banho em &lcool
etilico 70%. Apos, foram presos, em decubito dorsal, em suporte de cortica com
uma pinc¢a dente de rato, a pele foi levantada. Cerca de 10 mL de meio de cultura
gelado DMEM/F-12 sem suplementacdo (Gibco®), com 100 unidades de
penicilina e estreptomicina (Gibco®), foram introduzidos na cavidade peritoneal
do animal e retirado lateralmente ao mesmo, utilizando seringa e agulha estéreis.
ApdOs massagem nessa regido, o meio introduzido foi aspirado com a mesma
seringa, sendo imediatamente acondicionado em gelo. Todo protocolo para
obtencado das células foi aprovado de acordo com o Comisséo de ética no uso
de animais (CEUA licenga L-027/2018).

Apods a coleta dos macréfagos, uma aliquota foi diluida 1:100 em PBS e
esta diluicdo foi diluida 1:1 em azul de Tripan para comprovar a viabilidade
celular. As células foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas na
concentracdo de 3X10° células/laminula em placas de 24 pogos em volume total
de 300uL do mesmo meio usado para obtencdo dos macrofagos a 37C° e
concentracdo de 2X10° células/ placa de 100mm em volume total de 5mL do
mesmo meio. Apds 1 hora do plagueamento, o meio de cultura foi retirado e
acrescentado o meio DMEM/F-12 com SFB a 10% e 100 U de penicilina e
estreptomicina (Gibco®) em metade das placas de 24 pocos e de 100mm. No
restante das placas e foi acrescentado meio DMEM/F-12 suplementado com
BSA 2% e 100 U de penicilina e estreptomicina (Gibco®). Apdés 24 horas o
parasito foi inoculado na concentracdo de 10 parasitos/célula, sendo 3x10°
parasitos/célula nas placas de 24 pocos e 20x108 parasitos/célula nas placas de
100mm.

Em cada tempo determinado, as laminulas foram lavadas com tampao
PBS, e fixadas com Metanol P.A (Vetec®). Apoés, foram coradas com Giemsa
(Merck®) tamponado por 2 a 4 minutos e em seguida montadas com Entellan
(Merck®) em laminas de vidro para andlise por MCC no microscopio Zeiss

Axioplan em aumento de 100x.
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Ja as demais laminulas e placas de 100mm, foram fixadas com

Glutaraldeido 2,5% diluido em tampé&o cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose

+ 2,5mM CacClz por uma hora e lavadas trés vezes com o mesmo tampéo e

processadas como descrito no item 3.6 para analise por microscopia eletronica.

Desenho experimental:

Coleta dos M¢ de BALB/c fémeas com meio DMEM/F-12

gelado sem suplemento contendo antibiéticos

y

Plagueamento dos M¢s com meio DMEM/ F-12

sem suplementagéo contendo antibiéticos

N\

3x10° células/laminula em placas de
24 pocos em 300 pL de meio
DMEM/F-12 sem suplementacao

2x1068 células/placa em placas de
100mm em 5mL de meio DMEM/ F-12

sem suplementac¢ao contendo

contendo antibioticos antibiéticos
P rE™
Suplementagdo || Suplementagdo Suplementacdo [ Suplementacéo
com BSA a 2% com SFB a com BSA a 2% com SFB a
' ™~ e N

Inéculo de T. caninum 10 parasitos/

célula

Inéculo de T. caninum 10 parasitos/

célula

v

Andlise da interacao:
15, 30, 45 minutos;
2, 6, 24, 48 horas

v
MCC e MEV
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3.8 Anélises das taxas de adeséo e infeccao

Foi realizada a quantificacdo das laminulas confeccionadas durante o
estudo de interacéo entre T. caninum e as células macrofagicas para a técnica
de MCC. Foi realizada a contabilizacdo em 200 células por laminula de cada
tempo da cinética, das células infectadas, numero de parasitos interiorizados e
aderidos, com o intuito de analisar se havia diferencas estatisticas na infec¢céo
entre as células DH82 e M¢, entre as condi¢cdes (SFB e BSA) em cada célula,
entre laminulas e a ocorréncia de adeséao e infeccdo concomitantemente.

Para a andlise da porcentagem da taxa de infec¢cdo, a contagem do

numero de células infectadas foi inserida na férmula abaixo:

% células infectadas = n° células infectadas *100

n° total de células

Na utilizacéo do calculo da taxa de adeséo, a formula foi a mesma, sendo
substituido o numero de células infectadas pelo nimero de parasitos aderidos.
Assim também ocorreu para a analise da taxa de infec¢ao e adeséo que ocorriam
na mesma célula, foi somado o nimero de células que estavam infectadas e com
parasitos aderidos ao mesmo tempo e o valor obtido foi inserido na formula
citada acima.

As tabelas foram confeccionadas no Excel 2013 e os dados foram

plotados no programa Prisma 7 para a confeccdo dos graficos.

3.9 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada a partir de contagem aleaté6ria de 200
células em duas laminulas, contabilizando um total de 400 células por cada
tempo de cada experimento.

Os valores resultantes da quantificacéo de células que obtinham parasitos
aderidos (taxa de adesdo), células com parasitos interiorizados (taxa de
infec¢do), células que possuem os dois eventos (adeséo e infecgdo) ao mesmo

tempo e a quantidade de parasitos interiorizados entre as condi¢bes do meio de
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suplementagao (SFB e BSA) e entre as duas células (DH82 e M¢), foram
plotados para a realizagdo dos testes de normalidade, homogeneidade e
autocorrelacdo, que antecederam a analise estatistica através do teste Anova:
Fator Unico, teste que trabalha com a hipotese que a distribuicdo de
probabilidades € a mesma. Nesse teste foi utilizada a comparacdo das meédias
cujo nivel de decisao alfa adotado foi < 0,05. Apds, foi realizado o Teste-T:
Amostra Dupla Presumindo Variacdes Equivalentes com a hipétese que a
variancia é igual, sendo usada para determinar se existe a possibilidade de as
amostras serem provenientes de grupo de amostras com meédias iguais. A
hipotese testada em ambos os testes estatisticos foi que nao ha diferenca entre
as médias (Ho) e como hipotese alternativa que ha diferencas entre as médias
(H1). Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R© version
3.6.0(2019-04-26).

Desenho experimental do estudo:

Manutencio de T. caninum em Manutencdo da linhagem DH82

NNN e Schneider a 28°C em meio DMEM High Glucose

37°C/5% de CO2

l J

N

Curva de crescimento e gquantificacao

das formas evolutivas de T. caninum

Interac@o T. caninum-célula

em meio axénico e em cocultivo com / \
L Interacao entre T.
Andlise ultraestrutural de T. caninum caninum e linhagem
cultivado em meio axénico e no DHS82

Interacao entre T.

caninum e M¢

cocultivo com a linhagem DH82

—
o

Taxa de Adesao e
infeccéo

Andlise

estatistica
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4 RESULTADOS

4.1 Curva de crescimento

A curva de crescimento de T. caninum em meio axénico, teve inéculo
inicial de 1x10° parasitos/mL. Sua fase exponencial de crescimento (fase log) foi
até o 14° dia com 11,35x10% parasitos/mL. A curva ndo apresentou fase
estacionaria, seguindo diretamente para fase de declinio apresentando no 20°
dia, 5,57x 108 parasitos/mL (gréafico 1). O desvio padréo foi de +/-3,04.
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0 29 42 692 82 109 129 14° 169 189 209
DIAS

Gréfico 1: Curva de crescimento do T. caninum em meio Schneider + 10% SFB a
27°C. O inéculo inicial foi de 1x108parasitos/mL. Pico da fase log no 14° com 11,35x
10° parasitos/mL.

A curva de crescimento do T. caninum em cocultivo com a linhagem
celular teve inéculo inicial de 0,8x108 parasitos/mL, apresentando a fase log até
0 10° dia (4,3x10° parasitos/mL) e seguida diretamente da fase de declinio. As
médias das triplicatas resultaram em desvio padrao de 1,11 (grafico 2).
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Gréafico 2 : Curva de crescimento de T. caninum em cocultivo com a célula DH82
a 37°C/ 5% de CO,. O inéculo inicial foi de 0,8x10° parasitos/mL. O pico da fase log foi
de 10° dia com 4,3x10° parasitos/mL.
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4.2 Analise quantitativa das formas evolutivas durante da curva de
crescimento

A curva de crescimento de T. caninum em meio axénico iniciou com 92%
de formas epimastigotas aflagelares e 8% de epimastigota flagelar. Ao longo de
toda a curva foi observada apenas estas duas formas. A partir do 4° dia da curva
houve aumento da forma epimastigota aflagelar, atingindo a 100% desta forma
no 12° dia, se mantendo assim até o 20° dia. O 2° dia foi 0 que apresentou maior
porcentagem de epimastigota flagelar (10%), sendo visualizadas até o 10° dia

(grafico 3). Dados com valores da quantificacdo em cada dia estao dispostos na

tabela 1.
142 189 21¢

B Epimastigota Aflagelar ~ M Epimastigota flagelar
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Grafico 3: Quantificacdo das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da
curvade crescimento em meio axénico. No inicio da curva de crescimento havia 92%
de formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota flagelar (EF). A forma EF
néo foi mais visualizada a partir do 12° dia, apresentando 100% de formas EA.

Tabela 1 : Quantificagcdo das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da
curva de crescimento em meio axénico.
Dias 0 20 4° 6° 8° 10° 12° 140 18° 21°

Epimastigota 92% | 90% | 93% | 95% | 97% | 98% | 100% | 100% | 100% | 100%
Aflagelar
Epimastigota 8% 10% | 7% 5% | 3% | 2% - - - -
Flagelar

Durante a curva de crescimento de T. caninum em cocultivo com a
linhagem celular DH82 foi possivel observar que o indculo inicial apresentava
92% da forma epimastigota aflagelar e 8 % de epimastigota flagelar. Até o 6°
dia houve um decréscimo da forma epimastigota aflagelar e crescimento de
epimastigota flagelar. A partir do 8° dia foi observada a presenca de 100% de

formas epimastigota flagelar. No 10° dia houve o aparecimento da forma
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tripomastigota (1%). A partir do décimo segundo dia até o décimo oitavo houve
uma maior variedade de formas evolutivas. epimastigota (86%), tripomastigota
(10%) e esferomastigota (4%). No décimo oitavo dia havia 76% de formas
epimastigotas flagelares, 23% de esferomastigotas e 1% de tripomastigotas

(grafico 4). A quantificacdo da curva de crescimento esta disposta na tabela 2.
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Grafico 4 : Quantificacdo das formas evolutivas de T. caninum na curva de
crescimento em cocultivo com a linhagem celular DH82. No inicio da curva de
crescimento havia 92% de formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota
flagelares (EF). A partir do décimo segundo dia apresentou a maior diversidade de formas
evolutivas: EF, tripomastigota e esferomastigota.

Tabela 2 : Quantificagdo das formas evolutivas de T. caninum na curva de
crescimento em cocultivo com alinhagem celular DH82.
Dias 0 20 40 6° 8° 10° 12° 14° 18°

Epimastigota aflagelar | 92% | 82% | 64% | 4% - - - - -
Epimastigota flagelar | 2% | 18% | 36% | 96% | 100% | 99% | 86% | 94% | 76%
Esferomastigota - - - - - - 1% 3% 23%
Tripomastigota - - - - - 1% 10% | 3% 1%

As curvas de crescimento de T. caninum, em meio axénico e em cocultivo
com linhagem DH82, apresentaram o mesmo perfil de crescimento. No entanto
no pico da fase exponencial, a curva em meio axénico apresentou 11,35x
10 parasitos/mL e em cocultivo com a linhagem celular DH82 4,3x
106 parasitos/mL, quase trés vezes mais parasitos. Neste mesmo momento, na

curva em meio axénico foi observada apenas a forma evolutiva epimastigota
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aflagelar e na curva em cocultivo com a linhagem DH82 foram identificadas as

formas epimastigota flagelar e tripomastigota.

4.3 Analise ultraestrutural de T. caninum

Foi realizada a analise ultraestrutural de T. caninum do 12° dia de cocultivo
com a linhagem celular DH82. Esse dia foi o escolhido por apresentar a maior
diversidade de formas evolutivas: epimastigota flagelar, esferomastigota e
tripomastigota. Na figura 5 A, é possivel observar uma imagem quase que total
do corpo do parasito. Foi possivel observar estruturas como o nucleo (N) (Figura
5 B), os microtubulos subpeliculares (MS) modulando a estrutura do parasito
(Figura 5C), vérios corpusculos lipidicos (CL) distribuidos pelo corpo do parasito
(figura 5B), cinetoplasto (C) com material genético denso (figura 5A), mitocdndria
(M) unica ramificada (figura 5D), bolsa flagelar (5F) contendo flagelo (F) (figura
XD). E possivel observar auséncia de microtibulos subpeliculares na bolsa
flagelar (figura 5D).

Na analise das ultraestruturas de T. caninum mantido em cultivo axénico
entre 0 3° e 7° dia, por ser o periodo em que havia as formas epimastigota
aflagelar e flagelar. Foi possivel evidenciar diversas estruturas, como: a
presenca da bolsa flagelar (BF) vazia, caracteristico da forma epimastigota
aflagelar (figura 6C), nucleo bem estruturado (N) (figura 6B), cinetoplasto (C)
composto por material genético compactado, os corpusculos lipidicos que sao
estruturas eletrodensas de diferentes tamanhos envoltas apenas por uma
membrana, ao longo do corpo parasitario (CL) (figura 6B), microtibulos
subpeliculares (MS) formando a estrutura do corpo do protozoario (figura 6D),
mitocdndria (M) Unica, ramificada distendida pelo corpo do parasito (figura 6D),
perfil do reticulo endoplasmético (RE) bem distribuido ao longo do corpo celular
(figura 6 E e F).

31



Figura 5: Micrografia eletrénica de transmissdo das ultraestruturas de T.
caninum, em cocultivo com a linhagem celular DH82. A: Corpo do parasito e
detalhe do cinetoplasto (C); B: evidéncias de corpusculo lipidico (CL), nucleo (N); C:
detalhe de microtubulos subpeliculares (MS); D: Mitocéndria (M) ao longo do corpo
do parasito, detalhe da bolsa flagelar(BF) e flagelo (F);
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Figura 6: Micrografia eletrbnica de transmissdo das ultraestruturas de T.
caninum em meio axénico com predominios de formas epimastigotas
aflagelares. A: parasitos aflagelares; B: detalhe do cinetoplasto(C), corpusculo lipidico
(CL), nacleo (N); C: perfil da bolsa flagelar (BF); D: parasito com cinetoplasto ao lado
do nudcleo, mitocondria (M)e microtibulos subpeliculares (MS); E: detalhe do nucleo
(N), bolsa flagelar (BF) contendo o flagelo (F), perfil do reticulo endoplasmatico (RE);
F: detalhe do perfil do reticulo endoplasmatico (RE) distribuido ao longo do corpo do
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4.4 Estudo da interacdo T. caninum - célula

Foi realizada o estudo da interacdo de T. caninum com duas células
macrofagicas, (1) linhagem celular canina DH82 e (2) células primarias de
camundongos. Nossos resultados demonstram a interagao de T. caninum com
ambas células e infeccdo desde o estagio inicial da cinética.

Durante a transcricdo dos resultados na tentativa de deixar mais claro o
entendimento foi adotado o termo adesédo para parasito na forma epimastigota
aflagelar quando em contato com a célula, refletindo a entrada do parasito na
célula. Ja quanto a forma amastigota, foi determinada a utilizacdo do termo

interagdo, visto que a amastigota poderia estar entrando na célula ou saindo.

4.4.1 Interagédo T. caninum —linhagem celular DH82 (TC-DH82)

Ao longo de toda a cinética foi possivel observar interacdo entre T.
caninum e a linhagem celular DH82, tanto na condicdo com meio de cultura
suplementado com BSA quanto com SFB. Desde o inicio da cinética foi possivel
identificar T. caninum interagindo e infectando a célula, na forma epimastigota
aflagelar e se diferenciando para a forma amastigota. Detalhes observados
foram descritos de acordo com o tempo de interacéo e demonstradas por trés
técnicas de microscopia: microscopia de campo claro (MCC), microscopia

eletrbnica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de transmissédo (MET).

15 minutos de interagao (TC-DH82)

Nesse tempo de interagcdo, com meio suplementado com SFB, foi
visualizada a adesao de parasitos epimastigotas aflagelares com a célula pela
porcao anterior do parasito, formas epimastigotas aflagelares livres (Fig.7A e C)
e divisdo parasitaria (Fig.7B) pela técnica de MCC. Também foram observadas,
interiorizacdo de epimastigota aflagelar (Fig. 7D), amastigotas interagindo com
os prolongamentos da célula (Fig. 7E e F). Pela técnica de MEV, como descrito
em MCC, foi notada adeséo de epimastigota aflagelar na linhagem celular DH82
por todo o corpo, pela por¢cdo anterior ou posterior, ndo apresentando um unico
padrdo (Fig. 9 A- C), (Fig.9 Ae D).

Na condigdo com meio suplementado com BSA foram observadas poucas
células dispostas ao longo das laminulas, quando comparadas com SFB. Foi
possivel notar parasitos na forma epimastigota aflagelar aderidos (Fig. 8 A e B)
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e amastigotas internalizadas (Fig.8 D). Pela técnica de MEV, foi visualizado a
adesao de epimastigotas aflagelares (Fig.10 A-C) e a presenca de amastigota
em interacdo com os prolongamentos celulares (Fig.10D). Nota-se a presenca

de muitos vacuolos na célula em ambas as condi¢des, tanto com meio

suplementado com SFB, quanto com BSA (Fig.7A, E e F e Fig. 8C).

10 pm

—_—
E
/
E 4
) 10 um o

Figura 7: Interagcdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 15 minutos na
condicdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragédo por Giemsa, aumento
1000x. A: parasito livre e adeséo de epimastigota aflagelar (EA) pela porcéo anterior do
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corpo parasitario (setas); B: diviséo de EA (seta); C: em destaque, adeséo de parasitos pela
porcdo anterior e por todo o corpo do parasito em prolongamentos da célula (seta); D:
interiorizacéo de EA(seta); E e F: amastigota interagindo com a célula (seta);

10 um

10 pm

10 pm

p—

Figura 8 : Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 15
minutos na condi¢cdo com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracao por
Giemsa, aumento 1000x. A e B: epimastigotas aflagelar aderidas a célula (seta); C:
célula com inUmeros vacuolos (seta); D: amastigotas interiorizadas (setas);
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X3,000 5pm : X2,500 10pum

X2,300 10pm X1,300 10pm

Figura 9: Interagcdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15
minutos na condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: ades@o de T.
caninum e parasito em divisdo (setas); B, C: adeséo de epimastigota aflagelar (EA)
(seta); D: parasito em divisdo e em mudanca de forma (setas);
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S5um X14,000 1pm

X3,300 S5um X1,400 10pm

Figura 10: Interagcdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15
minutos na condigcdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e C: adesao
pela porcéo anterior do parasito (setas); B: adeséo por todo o corpo do parasito (seta);
D: amastigota em interacdo com os prolongamentos da célula (*);

30 minutos de interagao (TC-DH82)

Com 30 minutos a interagao realizada com meio suplementado com SFB,
por MCC, foi possivel observar a presenca de amastigotas internalizadas (Fig.11
A-D) e amastigotas livres. As células apresentavam-se vacuolizadas (Fig.11 D).
Por MEV, foi possivel observar a adesdo da forma epimastigota aflagelar por
todo o corpo e pela por¢do anterior com a célula (Fig.13 A e B). Foi notado um
detalhe da interagdo parasito-célula, cujas micrografias demonstram a projecéao
da célula em direcdo ao parasito (Fig. 13 C e D).

Em relagdo a condicdo com BSA, foi observada as mesmas
caracteristicas descritas na interagdo com SFB, tanto por MCC quanto por MEV
como demonstram a Fig. 12. Por MEV, destaca-se nas imagens a interacdo entre
amastigota e célula (Fig.14 A e B) e aglomerados de amastigotas semelhantes

a ninhos de parasitos (Fig. 14 C e D).
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Figura 11 : Interag&o entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30
minutos na condicdo com meio suplementado SFB por MCC. Coloragdo por
Giemsa, aumento 1000x. Amastigotas interiorizadas (setas);
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10 pm
Figura 12: Interagdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 30

minutos na condigdo com BSA por MCC. Coloragéo por Giemsa, aumento 1000x.
Amastigotas interiorizadas (*), em interacdo com a célula (seta) e livres (seta dupla);
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S5um S5um

X3,700 5um X11,000 1pm

Figura 13: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30
minutos na condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasitos em
mudanga de formas e interagindo com a célula; B: adesdo do parasito pela porcao
anterior do seu corpo; C e D: Detalhe do prolongamento da célula em contato com o
parasito (seta);
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X2,000 10pm

X1,800 10pm

Sum

Figura 14: Interag&o T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30 minutos
na condicdo com meio suplementado com BSA por MEV entre. A: amastigota em

interacdo com a célula (seta); B: aglomerado de amastigotas na célula; C e D: detalhe
dos aglomerados de amastigotas;

45 minutos de interacdo — (TC-DH82)

No tempo de 45 minutos, na condicdo com meio suplementado com SFB,
foi observado por MCC formas epimastigota aflagelar livres, proximo a célula e
também intensa adesdo dessas formas as células (Fig.15 A), parasitos em
divisdo (Fig.15B e D), amastigotas internalizadas e em interacdo com a célula
(Fig.15 C). Por MEV, foi possivel observar um parasito da mudanca da forma
amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.17A) e adesdo da forma
epimastigota aflagelar a célula (Fig. 17 B).

Com relagéo a interacdo na condigdo com meio suplementado com BSA,
também observou - se interacdo entre amastigota e célula (Fig.16 A — C),
amastigotas interiorizadas, e amastigotas livres (Fig.16 D, E e F). Também foi
observado parasito em mudanca da forma amastigota para epimastigota

aflagelar (Fig.16 D e E), amastigota em interacdo com a célula em diferentes
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conformacdes, arredondada ou ovéide (Fig. 16 A-C e E). E possivel notar células
vacuolizadas durante essa interacao (Fig. 16B e C). Por MEV, foi observado
mudanca d amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.18 A) e amastigotas em
interacdo com a célula em diferentes conformacdes (Fig. 18 B-D).

Por esse tempo ter apresentado um nimero menor de parasitos livres e a
presenca de amastigotas como observado por MCC e MEV, ele foi o primeiro
tempo escolhido para ser analisado pela técnica de MET. Nas micrografias de
microscopia eletrbnica de transmissdo, pode ser observada a interacdo de
amastigota com a linhagem celular DH82 (Fig. 19A), detalhe dos
prolongamentos projetados da célula e aderidos membrana da forma amastigota
do parasito (Fig. 19 B). Amastigotas livres também foram visualizadas (Fig. 19 C
e D). Para esse tempo as imagens apresentadas sdo para a condicdo com meio

suplementado com SFB.

10 pm
_- .- i
C
L}
«
10 pm 3 10 um
L J - I

Figura 15: Interagdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 45
minutos em condicdo com meio suplementado SFB por MCC. Coloracédo por
Giemsa, aumento 1000x. A: epimastigota aflagelar (EA) aderidos a célula (*),
amastigota interiorizada e livre (seta); B: adeséo de EA (*) e divisdo parasitéria (seta);
C: interacdo entre amastigotas e a célula (seta); D: parasito em diviséo (seta);
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Figura 16: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condicdo com meio suplementado BSA por MCC. Coloragdo por
Giemsa, aumento 1000x. A: interiorizacdo (*) e interagcdo com a forma amastigota
(seta); B e C: interacdo entre amastigota com a célula; D: epimastigota aflagelar aderido
(seta) e parasito sugestivo de mudanca de forma (*) e EA livre (seta dupla); E:
amastigota interiorizada (*) e em interacdo com célula e amastigota ovéide sugestivo de
mudanca de forma; F: amastigotas livres;
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X2,500 10pm " 5um

Figura 17: Interacdo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota
em mudanca para a forma epimastigota aflagelar (EA); B: adeséo entre a forma EA com
a célula;

2um X1,800 10pm

X7,000 2pm X6,000 - 2um

Figura 18: Interacéo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45
minutos na condicdo com meio suplementado com BSA, por MEV. A: parasito na
forma amastigota em mudanca para a forma epimastigota; B: amastigota na forma
ovoide (*); C: amastigota em contato com célula rompida; D: detalhe da amastigota (*);
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Figura 19: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 45
minutos por MET. A: interagdo de amastigota com a célula; B: detalhe da interacdo
entre amastigota (*) e célula (#); C e D: amastigotas livres;

2 Horas de interagédo — (TC-DH82)

Em duas horas de interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82
com meio suplementado com SFB foi observada novamente e agora de maneira
mais intensa a ocorréncia das formas epimastigotas aflagelares, por MCC (Fig.
20 A e D). Também foi possivel observar detalhes da adeséo do parasito tanto
pela porcdo posterior como pela anterior do seu corpo a célula (Fig. 20 A, B e
D), assim também como a presenca de amastigotas. Por MEV, observou-se
parasito em mudanca de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 21
A) e adesdo da forma epimastigota aflagelar a célula (Fig. 21 B).

Na condicdo utilizando meio suplementado com BSA, foi possivel
observar a presenca de amastigotas internalizadas nas células (Fig. 22 A, E e
F), adesdo de epimastigota aflagelar (Fig. 22 B e D) e interiorizacéo (Fig. 22A).
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Foram notadas células vacuolizadas (Fig. 22 A, B e E). Foi observada interacao
de muitas amastigotas numa mesma célula (Fig. 22 E e F), essas células se
apresentavam alongadas e bastantes vacuolizadas na maioria das vezes. Por
MEV, as micrografias demonstram a adesao do parasito a célula (Fig. 23 A),

mudanca da forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig 23 B e C) e da

interacao entre amastigota e célula (Fig 23 D).

Figura 20: Interacdo entre T. caninum e a linhagem DH82 no tempo de 2 horas na
condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A, B e D: Epimastigota aflagelar (EA) aderidos (*) e livres (seta), C:
Forma EA aderida (*) & célula com todo o corpo;
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10 pm
[

Figura 21: Interacado entre T. caninum com a linhagem DH82 no tempo de 2 horas
na condicdo com meio suplementado com BSA, por MCC. Coloragéo por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigota (*) e epimastigota aflagelar (EA) (seta) interiorizado; B
e D: adesdo de EA a célula (setas); C: adesdo de EA a célula e amastigota
interiorizadas; E e G: amastigotas interiorizadas e em interacdo com a célula; F: EA livre
e amastigota interiorizada; G: intera¢do entre amastigotas e célula;
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X7,500 2um S5um

Figura 22: Interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 2
horas na condi¢do com meio suplementado com SFB por MEV. A: interagdo de
amastigota na forma ovoide (*); B: adesao do parasito na célula;

2um X9,000 2um

X2,000 10pm X6,000 2um

Figura 23: Interac&o no tempo de 2 horas na condicdo com BSA pela técnica de
MEV. A: adesado do parasito; B: mudanca de forma do parasito da forma amastigota
para epimastigota aflagelar; C: célula com amastigota interagindo com a membrana da
célula; D: detalhe da amastigota em contato com a célula;
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6 horas de interacdo — (TC-DH82)

Nessa etapa da interacao, na condicdo com meio suplementado com SFB
foram observadas amastigotas interiorizadas e em interagdo com a célula (fig.
24 A e D). Foi observada pela micrografia, imagem sugestiva de divisdo de
amastigota dentro do vacuolo parasitdforo como representado na figura 24C. Foi
possivel observar por esse tempo também a adesdo da forma epimastigota
aflagelar com a célula (Fig. 24 B). Pela técnica de MEV, as micrografias
demonstram adeséo de da forma epimastigota aflagelar a célula (Fig. 26 A) e
parasito em mudanca da forma evolutiva de amastigota para epimastigota
aflagelar (Fig. 26 B). Por MET, as micrografias eletrébnicas demonstram
amastigota integra no interior de vacuolo parasitoforo(Fig. 28 B) e também
decomposicdo de amastigotas dentro da célula (Fig. 28 A), amastigotas
interagindo com as células (Fig. 28 C e D).

Na condicdo com meio suplementado com BSA, foi notado que havia
muitas epimastigotas aflagelares aderidas e proxima as células (Fig. 25 A-D),
amastigotas interiorizadas em células integras e em células vacuolizadas e com
citoplasma fragmentado (Fig. 25 A, C e D). Foi identificada a interacdo entre as
células pelos prolongamentos celulares (Fig. 25 B). Por MEV, foi possivel
observar adeséo da forma epimastigota aflagelar (Fig 27 A e B), aglomerados de
amastigotas interagindo com a célula (Fig 27 C), detalhe da interacao da célula
com amastigota, com projecdes da célula em contato com a amastigota (Fig. 27
D). Por MET foi observado amastigotas livres (Fig. 29 A - C) e interiorizadas
(Fig. 29 D).

Este foi 0 segundo tempo escolhido para analise por MET devido elevada

presenca da forma amastigota de T. caninum.
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Figura 24: Interacéo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na
condicdo com SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento 1000x. A:
amastigota interiorizada; B: adesdo de epimastigota aflagelar (EA); C: divisdo de
amastigota no interior do vacuolo parasitoforo; D: adesdo de EA (seta) e interagéo (#),
interiorizacdo de amastigotas (*) e amastigotas livres (seta dupla);
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Figura 26: Interacéo entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 6
horas na condigcdo com meio suplementado BSA por MCC. Coloracéo por Giemsa,
aumento 1000x. A: epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e amastigota interiorizada
(*); B: adesao de EA; C: interiorizacdo de amastigotas em vacuolos (*) e adeséo de EA
(seta) D: parasitos livres (seta) e interiorizados (*);

X8,000 2pm

Figura 25: Interagdo entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6
horas na condigcdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasito na forma
aflagelar aderido pela parte anterior na célula (seta); B: parasito da forma amastigota
em mudanca para a forma epimastigota;
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X1,200 10pm X8,500 2um

S5um X5,500 2um

Figura 27: Interac&o entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6 horas
na condigdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adeséo do parasito
na forma epimastigota aflagelar (seta); C: aglomerados de amastigota; D: detalhe da
amastigota em interagdo com a célula;
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Figura 28: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na
condicdo com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em decomposi¢cao
(*); B: amastigota interiorizada (*); C: interagcdo entre amastigota (*) e células (#); D: detalhe
da interacdo entre amastigota (*) e duas células (#);
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Figura 29: Interagdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 6 horas na
condicdo com meio suplementado com BSA por MET. A, B e C: amastigotas livres;

D: amastigota (*) interiorizada na célula (#);
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24 horas de interacdo — (TC-DH82)

Nesse tempo pela técnica de MCC, na condicdo com meio suplementado
com SFB, foram observadas muitas células dispostas ao longo da laminula e
células vacuolizadas com amastigotas interiorizadas (Fig. 30 A, B, C e E),
interacdo entre a forma amastigota com a DH82 (Fig. 30 D). Por MEV, foram
capturadas imagens demonstrando a adesdo entre a forma epimastigota
aflagelar e a célula (Fig. 32 A) e amastigotas livres proximas as células (Fig. 32
B, C e D). A técnica de MET permitiu mostrar parasitos livres, proximo a célula
(Fig. 34 A, C e D) e células com bastantes vacuolos (Fig. 34 B).

Na condicdo com meio suplementado com BSA foram observados os
mesmos eventos do que visto com SFB, interacdo com a forma amastigota e a
célula (Fig. 31 A, C, D e F) e amastigotas livres (Fig. 31 D e F). Foi percebida
maior presenca de formas amastigotas do que epimastigotas aflagelares. Por
MEV, foi observada a adesdo de epimastigota aflagelar a célula (Fig. 33 A e E),
parasitos em mudancas de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.
33 B-E) e aglomerados de amastigotas em interacdo com a célula
aparentemente destruida, com ruptura (Fig. 33 F-H). A técnica de MET permitiu
observado parasitos livres (Fig. 35 A), amastigotas endocitadas, com detalhe do
flagelo (Fig. 35 B e C), célula com vacuolos abundantes (Fig.35 D), como na
condicdo com SFB. Notou-se amastigota endocitada e em sua proximidade

varios vacuolos (Fig. 35 E), em detalhe amastigota interiorizada (Fig. 35 F).
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Figura 30: Interacdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condicdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por
Giemsa, aumento 1000x. A: amastigota interiorizada (seta); B: Divisdo de amastigota
no interior do vacuolo parasitéforo (seta); C e E: varias amastigotas interiorizadas
(setas); D: interacdo de amastigota com a célula (seta); F: divisdo do parasito fora da
célula (seta);
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Figura 31: Interac&o entre T. caninum e a linhagem celular DH82, no tempo de 24
horas na condicdo com meio suplementado com BSA por de MCC. Coloracgao por
Giemsa, aumento 1000x. A: varias amastigotas interagindo com a célula (seta) e
amastigota interiorizada (*); B: amastigotas interiorizadas; C: interiorizagdo (*) e
interacdo (seta)de amastigotas; D-F: interacdo de amastigotas;
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X1,500 10pm

X5,500 2pm X1,200 10um

Figura 32: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condicdo com meio suplementado SFB por MEV. A: adesao do parasito
na forma epimastigota aflagelar (seta); B: forma amastigota ao lado da célula (*); C e D:
amastigotas livres (seta) e (*);
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S5um 2pm

X14,000 1pm

X1,000 10pm

i AR

X3,500 _ 5pm X3.000 _ 5um
Figura 33: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24

horas na condicdo com meio suplementado com BSA por MEV. A: adeséo do
parasito na forma epimastigota aflagelar (EA); B e C: parasitos em mudanca das formas
amastigotas para EA (seta); D: detalhe do parasito mudando a forma amastigota para
EA; E: adesédo de EA; F, G e H: aglomerados de amastigotas;
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Figura 34: Interacéo entre T. caninum e alinhagem celular DH82 no tempo de 24 horas
na condicdo com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota livre; B: célula
em degenerag¢do com muitos vacuolos; C: parasito livre (*) ao lado da célula (#); D: detalhe
do parasito livre proximo a célula;
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Figura 35: Interagdo entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24
horas na condi¢cdo com meio suplementado com BSA por MET. A: parasitos livres;
B: amastigota interiorizada evidenciando o cinetoplasto (C) e o flagelo(FL); C: detalhe
da amastigota interiorizada, cinetoplasto (C), flagelo (FL) e mitocéndria (M); D: célula,
com inimeros vacuolos vazios em degeneracado; E: célula com varios vacuolos e com
amastigota interiorizada; F: detalhe da amastigota interiorizada;

_
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48 horas de interacédo — (TC-DH82)

No ultimo tempo de interacdo, por MCC, na condicdo com meio
suplementado com SFB foram observadas muitas células distribuidas pela
laminula com parasitos livres situados entre as células e nas bordas das
laminulas. Foram visualizadas numerosas células com parasitos na forma
amastigota interiorizados e em interacdo com a célula com bastante frequéncia
(Fig. 36 A-D), aglomerados de amastigotas aparentemente se dispersando das
células (Fig. 36 E e F). A técnica de MEV demonstrou através de micrografias,
parasito em mudanca de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 38
A e C), amastigotas interagindo com a célula em diferentes conformacdes,
indicando mudanca de forma (Fig.38 B e D).

Com meio suplementado com BSA, foram observadas caracteristicas
semelhantes em relacdo a interacdo com SFB: células com amastigotas
interiorizadas (Fig. 37 B e C), interacdo com amastigota e parasitos livres nas
formas amastigotas, e transicdo da forma amastigota para aflagelar. (Fig. 37 A,
D e F). No entanto ndo havia tantas células distribuidas pelas laminulas como
na condicdo com SFB. Por MEV, foi visualizado interacdo entre a forma de
amastigota T. caninum e a célula (Fig. 39 A e B), adesdo de epimastigota
aflagelar com a célula (Fig. 39 C e F), detalhe da amastigota com conformacao
atipica, indicando possivel mudanca de forma iminente (Fig. 39 E e G), além da
formacao de aglomerados de amastigotas (Fig. 39 H).
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Figura 36: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na
condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa,
aumento 1000x. A e C: amastigotas interiorizadas (seta) e livre (seta dupla); B e D:
amastigotas em interacdo (*) e livres (seta dupla); E e F: aglomerados de amastigotas
proximo a célula (seta) e amastigotas em interagdo com fragmentos da célula (*);
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Figura 37: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na
condi¢cdo com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracdo por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigota (seta) e epimastigota aflagelar (EA) (seta dupla) livres;
B e C: interacdo (seta) e interiorizacdo de amastigotas (*); D: interacdo (seta) e
interiorizacdo de amastigota com a célula (*) e EA (seta dupla) proximo a célula; E:
detalhe da interacdo entre amastigota e célula; F: amastigotas em interagdo com a
célula (*), em mudanca da forma amastigota para EA(#) e formas EA livres e em divisdo
(seta);
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X2,000 10pm X13,000 1pm

X3,700  5pm =5 X9,000 2pm

Figura 38: Interac&o entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na
condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota interagindo
com a célula e parasito em mudanca de forma (setas); B: interacdo entre amastigota e
célula; C: parasito em mudanca de forma evolutiva (seta); D: detalhe de aglomerados

de amastigotas;
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5um X7,500  2um

X8,000 5um

X3,700  5pm
Figura 39: Interacdo entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na
condicdo com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: interacdo de amastigota
com a célula: C: parasito aderido; D e E: detalhe da amastigota; F: amastigota e
epimastigota aflagelar (seta) em interacdo com a célula; G e H: detalhe do aglomerado de
amastigota;
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4.4.2 Analise das taxas de infec¢cdo e adesado dalinhagem DH82 e TC

Os resultados da taxa de adeséo de T. caninum a linhagem DH82, que é
o percentual de células que continham parasitos aderidos e taxa de infeccéo,
que é o percentual de células em que havia parasitos interiorizados, estédo
representados nos graficos 5 e 6 respectivamente. As taxas foram calculadas a
partir de contagem aleatodria de 200 células em duas laminulas, contabilizando
um total de 400 células por cada tempo de cada experimento.
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Grafico 5: Taxa de adesado de T. caninum em interagdo com a linhagem DH82. A:
condigdo com SFB; B: condicdo com BSA,;
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Grafico 6 : Taxa de infeccéo de T. caninum em interagdo com alinhagem DH82. A:
condigdo com SFB; B: condicdo com BSA,;

443 T.caninum - M¢ (TC- M)

Foi realizada também a interacdo entre T. caninum e macréfagos
peritoneais de camundongos (M¢). Em todos os 7 tempos da cinética ocorreu
adesédo da forma epimastigota aflagelar e presenca da forma amastigota no
interior das células ou em contato com a célula ou livres ao redor delas. Detalhes
de adeséo, interacao e interiorizacdo dos parasitos nas células foram descritos
em cada tempo estabelecido nesse estudo pelas técnicas de microscopia MCC,

MEV e MET.
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15 minutos de interacao (TC- Mo)

Por MCC na interacdo T. caninum - M¢ com meio suplementado com SFB,
as células apresentaram-se volumosas. Foi observado nesse tempo de
interacdo, a adesado da forma epimastigota aflagelar com a célula (Fig. 40 B),
presenca de amastigota interiorizada em vacuolos estreitos e amastigotas livres
(Fig. 40 A). Foi possivel observar também, interacdo entre amastigota e M¢ a
partir de prolongamentos da célula (Fig. 40 C). Na figura 40 D, sugere-se que 0
parasito esteja aderido a célula e em mudanca da forma amastigota para
epimastigota aflagelar. Por MEV, na condicdo com SFB as micrografias
mostraram que a adesédo de epimastigota aflagelar no M¢ ocorre pela parte
posterior do parasito, pela parte anterior ou por todo o corpo celular do parasito
aderido a célula, ndo denotando um unico padrédo de adeséao (Fig. 42 A - C). Foi
possivel observar também por MEV, adesdo de epimastigota aflagelar sem a
projecao da célula sugerindo uma adesao de forma ativa por parte do parasito
(Fig. 42 D).

Na condicdo com meio suplementado com BSA foram visualizadas
células pouco espraiadas, e 0s mesmos eventos descritos para SFB. Foi
observada a adesao de epimastigota aflagelar (fig. 41A e B), células interagindo
com amastigota (Fig. 41 C e D) e amastigota interiorizada (Fig. 41 D) e livres
(Fig. 41 A e C). Por MEV, foram observadas as mesmas descri¢des citadas na
condicdo com meio suplementado com SFB (Fig. 43 A-C) e parasito na forma
amastigota em processo de mudanca de forma para epimastigota aflagelar (Fig.
43 D).
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Figura 40: Interacédo entre T. caninum e macréfago peritoneal (M¢), no tempo de 15
minutos em condicdo com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragédo por
Giemsa, aumento 1000x. A: amastigotas em interacdo com a célula (seta dupla) e
interiorizadas na célula (seta); B: adesdo de epimastigota aflagelar (EA) (*) e amastigota
livre (seta); C: interacdo de amastigotas com a célula; D: interacdo de amastigota com a
célula (seta dupla) e parasito sugerindo mudanca de forma de amastigota para EA (seta);
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Figura 41: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 15 minutos em condi¢éo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: EA aderido a célula (seta dupla) e amastigotas livres (seta); B: adeséo de EA
na célula pelo corpo, porcao anterior e posterior do parasito (seta dupla); C: interagcéo
de amastigota com a célula e livre; D: amastigotas em interacdo com a célula (seta) e
interiorizada (*), parasito sugestivo de mudanca de forma (seta dupla);
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X2,000 10pm X1,400 10pm

X9,000 2pm

Figura 42: Interagéo entre T. caninum e M@ no tempo de 15 minutos em condigdo
com meio suplementado com SFB por MEV. A — C: adeséo do parasito na forma EA;
D: detalhe da adeséo da forma EA sem projecdo celular, sugerindo que o parasito faz
adesao de forma ativa;
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X1,200 10pm X2,500 10pm

5um 2pm

Figura 43: Interagéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 15 minutos em condigéo
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adeséo da forma EA no M¢; C:
adesdo do parasito; D: adesao do parasito na célula (seta) e amastigota em processo
de mudanca de forma (*);

30 minutos de interacado (TC- M)

Com 30 minutos de interagcédo, na condicdo com meio suplementado com
SFB, por MCC foram observados parasitos livres e células com citoplasma
fragmentados (Fig. 44 C). As células que nao continham parasito estavam
espraiadas e volumosas. Foi observada mais de uma amastigota no mesmo
vacuolo parasitéforo (Fig. 44 A), e também uma amastigota em vacuolo apertado
(Fig. 44 B). Também foi observada a interagéo entre amastigotas e entre a célula,
com a formacéo de aglomerados de amastigotas (Fig. 44 C e D). Pela técnica
de MEV, foi observada intensa adeséo entre T. caninum na forma epimastigota
aflagelar e M¢ por diferentes partes do parasito (Fig. 46 A - D).

Na interagéo entre T. caninum e M$¢ em meio suplementado com BSA,
foram observadas amastigotas interiorizadas (Fig 45A, D e E), interacdo com

amastigotas (Fig. 45 B, D e E), amastigotas livres e em mudanca de forma para
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epimastigota aflagelar (Fig. 45 D), ocorrendo em células mais alongadas ou
arredondadas (Fig. 45 A-D). Por MEV, foi observada intensa adeséo de

epimastigota aflagelar com a célula (Fig. 47 A - C) e interacdo de amastigota

arredondadas ou ovoides com a célula (Fig. 47 B - D).

10 pm |

el Py = .
Figura 44: Interac&o entre T. caninum e M¢, no tempo de 30 minutos na condi¢&o
em condi¢do com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragéo por Giemsa,
aumento 1000x. A: amastigotas interiorizadas na célula; B: amastigota internalizada
(*) e fora da célula e parasitos em processo de mudancga de forma; C: interacdo de
amastigota com a célula (#) amastigotas internalizadas e em volta da célula amastigotas
sugerindo processo de evasdo da célula (seta); D: célula alongada com interacdo de
amastigotas (#) e aglomerados de amastigotas (seta);
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Figura 45 : Interacéo entre T. caninum e M, no tempo de 30 minutos em condicédo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: interiorizacdo de amastigota; B: interacdo de amastigota com a célula; C:
adesao de EA (seta), interiorizacdo de amastigota (*) e amastigotas livres (seta dupla);
D: amastigotas internalizadas (*), em aglomeragdo proximo a célula (seta) e em
mudanca de forma (seta dupla); E e F: adeséo de EA, interacdo de amastigotas com a
célula (seta) e amastigotas livres e em mudanca de forma (seta dupla);



X2,000 10pm

o

X1,800 10pm X2,000 10um
Figura 47: Interagdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 30 minutos em
condi¢cdo com meio suplementado com SFB por MEV. Adesé&o entre macrofago e
forma epimastigota aflagelar por diferentes partes do corpo;

X1,900 10pm X2,000 10pm

X8,500  2um

Figura 46: Interacéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 30 minutos em condicdo com
meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesao do parasito ha forma epimastigota
aflagelar; C: adesdo da forma EA e interacdo com amastigotas (seta); D: detalhe de
amastigotas;
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45 minutos de interacéo (TC- M)

A andlise com 45 minutos de interacdo por MCC, na condicdo com meio
suplementado com SFB, demonstraram amastigotas livres em interagdo com
células M¢ (Fig. 48 A), células vacuolizadas e infectadas com amastigotas
interiorizadas Fig. 48 B), e parasitos livres em mudanca da forma amastigota
para epimastigota aflagelar. Foi possivel observar também amastigotas com
conformacdo mais alongada semelhante a forma epimastigota aflagelar livres
(Fig. 48 C) e interagindo com a célula (Fig. 48 D). Por MEV, foi visualizada a
adesdo de epimastigota aflagelar a célula (Fig. 50 A), a interacdo entre
amastigotas e M¢ (Fig. 50 B), a mudanca de forma amastigota para epimastigota
aflagelar (Fig. 50 C). Foi possivel observar nas células a presenca de depressoes
arredondadas em formato arredondado que sugere possivel saida da amastigota
por essa regido, (Fig. 50 C), além de protuberancia arredondada sob a célula
que sugere que seja a forma amastigota no interior da célula (Fig. 50 D). Pela
técnica de MET, foi possivel observar o parasito interiorizado (Fig. 52 A e B),
amastigotas interiorizadas que aparentam estar com organelas em processo de
destruicdo (Fig. 52 C), adesdo de epimastigota aflagelar a célula (Fig. 52 D),
interacdo de amastigota com o M¢ (Fig. 52 E e F, G e H), (Fig. 52 G e H). Foi
possivel observar o detalhe da interacdo, no qual o M¢ projeta um
prolongamento celular sobre o parasito e também detalhe da interacdo de
amastigota com a célula (Fig. 52 I- L).

Na interacdo utilizando meio suplementado com BSA, foi possivel
observar aglomerados de amastigotas e a interacdo entre amastigotas e célula
(Fig. 49 A). Foi possivel observar também eventos diferentes ocorrendo numa
mesma célula: (i) adesao de epimastigotas aflagelares ja quase que interiorizado
na célula, (ii) amastigota interiorizada e (iii) amastigota em mudanca para a forma
epimastigota aflagelar e inimeras amastigotas livres (Fig. 49 C e D). Por MEV,
assim como na condicdo com meio suplementado com SFB, foi observada a
adesdo da forma epimastigota aflagelar a célula (Fig. 51 A e B), interacdo entre
a amastigota e célula (Fig. 51 C) e célula aparentemente rompida e com
protuberancia sugestiva de amastigota (Fig. 51 D). Por MET, foram visualizadas,
uma unica célula com epimastigota aflagelar aderido a célula com duas
amastigotas interiorizadas (Fig. 53 A). Foi possivel observar detalhe da adesdo

de epimastigota em prolongamento projetado pela célula ancorando o parasito
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no processo de endocitose (Fig. 53 B), a forma epimastigota aflagelar com a
bolsa flagelar vazia aderida a célula (Fig. 53 C) e também parasito contendo
inUmeros corpusculos lipidicos, interiorizado na célula (Fig. 53 D).

Figura 48: Interagéo entre T. caninum e M@, no tempo de 45 minutos em condigéo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: interacdo entre M¢ e amastigotas (*) e amastigotas livres em forma ovoide,
com forma mais proxima da forma EA (seta); B: amastigotas interiorizadas em vacuolos
apertados; C: célula vacuolizada com interagdo com amastigota (#) e amastigotas livres
(seta); D: amastigotas interagindo com prolongamentos da célula;
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Figura 49: Interacéo entre T. caninum e M, no tempo de 45 minutos em condicéo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloracédo por Giemsa, aumento
1000x. A: interacdo entre amastigota e célula; B: célula vacuolizada com amastigota
interiorizada (*) em interagdo com amastigota ovoide (seta) e parasito na forma EA
aderido a célula (seta dupla); C: célula desconstruida, interagindo com amastigota; D:
interacdo de amastigota com a célula (seta dupla) e aglomerados de amastigotas livres;
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X2,200 10pm X1,000 10pm

X1,700  10pm X1,000 10pm

Figura 50: Interagéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condigéo
com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesédo de epimastigota aflagelar
(EA) a célula; B: EA aderido na célula (seta dupla), amastigota em interagdo com a
célula (seta) e depresséao arredondada sugestiva da saida de amastigotas(*); C: parasito
em mudanca de forma e depressédo arredondada sugestiva da saida de amastigota (*)
D: célula livres (*)e interagdo com amastigota (seta);
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X2,200 10pm X1,900 10um

X3,300 5pm ' X2,000 10pm

Figura 51: Interagéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condigédo
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo de EA na célula por todo
0 corpo; C: interacdo entre amastigota e célula (*); D: adesdo entre EA pela parte
posterior do corpo (seta) e interagdo com amastigota (*) com a célula;
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Figura 52: Interac&o entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condi¢éo
com meio suplementado com SFB por MET. A: parasito interiorizado na célula; B:
detalhe do parasito em vacuolo estreito (seta); C: Parasito endocitado na forma
amastigota em estado de degeneracgéo; D: adesdo de epimastigota aflagelar (EA) com
detalhe da endocitose com prolongamento citoplasmatico; E: interacdo de amastigota;
F: interacdo de dois parasitos durante processo de endocitose; G: interacdo de duas
amastigotas com a célula; H: detalhe da amastigota em interacdo com a célula,
evidenciando a estrutura da bolsa flagelar contendo flagelo; |I: formagédo do
prolongamento da célula em torno do parasito; J: detalhe da projecao realizada pela
célula em torno do parasito no processo de endocitose; K: interacdo de amastigota e
endocitose; L: detalhe da interacdo da amastigota com M¢;
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Figura 53: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 45 minutos em condicé&o
com o meio suplementado com BSA por MET. A: parasito aderido e dois endocitados
na célula (*); B: adesao (detalhe); C: parasito aderido em destaque da seta pode-se
visualizar a bolsa flagelar vazia; D: forma EA endocitada;

2 horas de interacéo (TC- M)

Na analise da interacdo no tempo de 2 horas na condicdo com meio
suplementado com SFB foi possivel observar, por MCC, parasitos livres, células
com a forma amastigota endocitada (Fig. 54 A), amastigotas interiorizadas em
células com formas arredondadas ou alongadas (Fig. 54 B-D). Pela técnica de
MEV, foi observada intensa adesdo por todas as partes do corpo da forma
epimastigota aflagelar a célula (Fig. 56 A-D), interacdo entre amastigotas e
células. Foi possivel observar também parasito em transicdo da forma

amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 56 B e D).
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Ja na condicdo com meio suplementado com BSA, além do perfil
apresentado na condicdo com SFB, por MCC, foram observados Més com
citoplasma fragmentado contendo parasitos interiorizados (Fig. 55 A), interacéo
e interiorizacado de amastigotas nas células (Fig. 55 B, D, E), amastigotas livres
(Fig. 55 C) e mais de uma amastigota no mesmo vacuolo indicando a divisao do
parasito (Fig. 55 E e F). Por MEV, foi possivel observar eventos semelhantes da
condicdo com meio suplementado com SFB, sendo possivel observar de forma
clara detalhes da adeséo de epimastigota aflagelar (Fig. 57 A- F), nota-se adeséo
com intensa projecéo de prolongamentos dos M¢s em torno do parasito (Fig. 57
D, F, H), e adesdo sem a participacdo de prolongamentos (Fig. 57 G). Foi
observada também mudanca de forma amastigota para epimastigota aflagelar
(Fig. 57 C) e parasito em forma de divisdo (Fig. 57 C e F).

A - y B

Figura 54: Interacdo entre T. caninum e M@, no tempo de 2 horas em condicéo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: célula com citoplasma fragmentado com amastigota interiorizada (seta),
forma epimastigota aflagelar (EA) aderida e livre (seta dupla) B: amastigota
interiorizados em células arredondadas; C: Forma EA livre (seta dupla) e célula com
bastante amastigotas interiorizadas (seta); D: M¢ alongado com inUmeras amastigotas
interiorizadas nas células;
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Figura 55: Interac&o entre T. caninum e M¢, no tempo de 2 horas em condigéo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: célula vacuolizada com amastigotas interiorizadas (*) e em interacdo com
amastigotas (seta); B : célula com citoplasma fragmento com interagdo de amastigotas
(*) e aglomerados de amastigota (seta); C: interagdo entre forma amastigota e célula
(seta dupla) e amastigotas livres (seta); D: interiorizacdo de amastigotas; E e F: célula
desconstruida com interagdo de amastigota (seta), amastigotas interiorizadas (*) e mais
de uma amastigota no mesmo vacuolo indicando divisdo de amastigotas (#);
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X2,300 10pm X2,000 10pm

Figura 56: Interagao entre T. caninum e M¢ no tempo de 2 horas em condigdo com
meio suplementado com SFB por MEV. A: adesédo do parasito na célula; B: adesao
de epimastigota aflagelar (EA) com a célula e transicao de forma amastigota para EA;

C: EA aderidas pelo corpo na célula; D: amastigota em interagdo com a célula e EA
aderidas (setas);
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X10,000 1pm

X13,000 1pm

X10,000 1pm

X11,000 ~ 1pm X13,000 1pm
Figura 57: Interagéo entre T. caninum e M¢ no tempo de 2 horas em condi¢gdo com
meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesdo de epimastigota aflagelar na
célula; C: destague da amastigota em interagdo com M¢ e da divisdo de EA; D-H:
adesao em detalhes da forma EA com prolongamentos da célula;
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6 horas de interacéo (TC- M)

No tempo de interacdo de 6 horas, com meio suplementado com SFB foi
observado por MCC, epimastigotas aflagelares livres (Fig. 58 B e F), formas
amastigotas livres (Fig. 58 A) e amastigotas intracelulares e em interacdo com
macrofago (Fig. 58 A e C). Foi possivel observar também no interior de um
mesmo vacuolo mais de uma amastigota, sugerindo a divisdo de amastigotas
em vacuolos parasitéforos (Fig. 58 B e D). Outro evento, foi a presenca de
células com citoplasma fragmentado contendo inUmeras amastigotas,
provavelmente sendo liberadas da célula (Fig. 58 E e F). Por MEV, foi observada
adeséao da forma epimastigota aflagelar e interacdo da forma amastigota com a
célula (Fig. 60 A e B), amastigotas aglomeradas ou livres (Fig. 60 C), os
aglomerados de amastigotas apresentavam-se dispostos por cima da célula ou
a rompendo (Fig. 60 E e F). Também foi observado mudanca de forma
amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 60 D). Pela técnica de MET, foi
observada amastigota no interior da célula em processo de degeneracgéo (Fig.
62 A), adesédo do parasito com detalhe do prolongamento da célula ancorando o
parasito (Fig. 62 B, C e D) e também a presenca de parasitos livres proximo a
célula (Fig. 62 D).

A condic¢ao utilizando meio suplementado com BSA, apresentou interacao
similar a condicdo com meio suplementado com SFB. Durante a interacao foi
possivel observar muitas células rompidas. Foram visualizadas amastigotas
interiorizadas em células integras e em células rompidas (Fig. 59 A, E e F),
amastigotas interiorizadas em vacuolos estreitos e em vacuolos maiores (Fig. 59
C e D) amastigotas interagindo com células com citoplasma fragmentado,
amastigotas livres, aglomeradas com a célula e em mudanca de forma para
epimastigota aflagelar (Fig. 59 B, E e F). Por MEV, foi possivel observar
prolongamentos do M¢ sendo projetados e envolvendo os parasitos (Fig. 61 A-
D), interacdo de amastigota e prolongamentos realizados pelos M¢s (Fig. 61 H
e l), parasitos em mudanca da forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.
61 E) e amastigota em processo de liberagdo da célula (Fig. 61 F, G e J). Pela
técnica de MET, foi demonstrada adesédo da forma epimastigota aflagelar e
interiorizacdo de varias amastigotas na mesma célula (Fig. 63 A e C) ou por
prolongamentos que sustentam os parasitos durante o processo de entrada na

célula (Fig. 63 E e F), amastigotas livres e em interacdo com a célula (Fig. 63 B),
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interiorizacdo de amastigotas com possivel divisdo dessas formas em vacuolo
parasitoforo (Fig. 63C) e dentro de uma mesma célula presenca de amastigota
interiorizada em processo de digestao (Fig. 63 D).

A B

10 pm
\ -

Figura 58: Interacdo entre T. caninum, no tempo de 6 horas em condigdo com
meio suplementado com SFB por MCC. Coloragédo por Giemsa, aumento 1000x.
A: amastigota interiorizada (*), interagindo com a célula (seta) e livre(seta dupla); B:
Formas EAs livres (seta), amastigotas no mesmo vacuolo sugerindo uma divisao de
amastigotas dentro do vacuolo parasitéforo (#) e amastigota interiorizada (*); C: célula
espraiadas com prolongamentos em interagdo com amastigotas (seta) e amastigota
interiorizadas; D: amastigota livre e interagindo com a célula (seta), amastigotas
interiorizadas em vacuolos individuais (*) ou compartiihados (#); E: célula
desconstruida com citoplasma repletos de amastigotas se destacando do nucleo; F:
M¢ contendo amastigotas interiorizadas (*), célula desconstruida com citoplasma
separando-se do nucleo com inUmeras amastigotas (seta) e EA livre (seta dupla);
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Figura 59: Interac&o entre T. caninum e M¢, no tempo de 6 horas em
condicdo com meio suplementado com BSA pela técnica de MCC.
Coloracdo por Giemsa, aumento 1000x. A:célula em interagdo com
amastigota (seta dupla) e amastigota livre (seta); B: células com citoplasma
fragmentado com interacdo de amastigota (seta dupla), mudanca de forma (*) e
amastigotas livres (seta); C e D: célula com varias amastigotas interiorizadas
em vacuolos apertados (*) e amastigota em um vacuolo maior (#), mudanca da
forma de amastigota para EA (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F:
célula destruida com amastigotas livres e aglomeradas (seta) e interiorizacao de
amastigota (*);
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X1,800 10pm

X2,500 10pm XA1,000 ~ 1pym

X13,000  1pm § " x18,000 1pm
Figura 60: Interacdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 6 horas em condicéo
com meio suplementado com SFB por MEV. A, B e C: aglomerado de parasitos
com adesédo da forma (EA) e amastigotas ovoides; D: mudanca de forma do parasito,
de amastigota para EA; E e F. aglomerados de amastigota e EA; G-H: formas
amastigotas em diferentes formatos, sugerindo mudanca de forma evolutiva,;
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X12,000 1pm X20,000 pm

—

X15,000 1pm * X3,300 S5um

X8)000 ~ 2pm

X9,000 2pm X6,000 2um
Figura 61: Interagdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 6 horas em condigéo

com meio suplementado com BSA por MEV. A: adesdo de epimastigota
aflagelar (EA) na célula; B: detalhes da adeséo de EA; C e D: projecdes celulares
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da célula priméria nos EAs; E: amastigota mudando de forma para EA; F: ruptura da
célula com amastigota em destaque; G: detalhe da amastigota em interagcdo com a
célula rompida; H e I interacdo de amastigota com suporte da projecao celular; J: em
detalhe, protuberancia do interior da célula sugerindo amastigotas por baixo da
membrana do M¢;

Figura 62: Interac&o entre M¢ e T. caninum no tempo de 6 horas em condigdo com
meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em degeneracao(*); B: adesdo
do parasito de forma direta(*); C: adesao do parasito(*) com prolongamento da célula
(#) ancorando o parasito; D: adeséo e presenca de parasitos livres (*);
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Figura 63: Interacao entre M¢ e T. caninum no tempo de 6 horas em condicdo com
meio suplementado com BSA por MET. A: parasito na forma epimastigota (EA)
aderido a célula e endocitado dentro de vacuolo (*); B: amastigota livre (seta) e em
interacdo com a célula (seta dupla); C: amastigota em divisdo (*) e amastigota
interiorizada (#); D: amastigota interiorizada (*), interacdo com amastigota e adeséo de
EA com a célula; E e F: detalhe da projecédo da célula durante interacdo de amastigota
e adesao de EA (seta);
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24 horas de interacéo (TC- M)

Nessa etapa da cinética, na condicdo com meio suplementado com SFB
foi observado, por MCC, diminuicdo na adesao da forma epimastigota aflagelar
com a célula e de epimastigota aflagelar livres (Fig. 64 B e D). Foram
visualizadas amastigotas livres ou em interacdo com os macréfagos (Fig. 64 A-
F, B), inUmeras amastigotas interiorizadas, algumas no mesmo vacuolo
parasitoforo e amastigotas livres (Fig. 64 D e E). Foram observadas também
células com citoplasma fragmentado e com liberacdo de amastigotas (Fig. 64 F).
Por MEV na condicdo com SFB, foi possivel observar divisdo da forma
epimastigota aflagelar (Fig. 66 A), interacdo entre amastigotas e célula (Fig. 66
B e C) e detalhe da projecéo da célula em contato com a amastigota (Fig. 66 D).
Pela técnica de MET foi observada a presenca de amastigotas internalizadas em
uma mesma célula (Fig. 68 A e B)

Na condicdo com meio suplementado com BSA foi observada menor
multiplicacéo celular dos macréfagos nas laminulas comparado na condigéo com
SFB e também muito debri celular devido as células destruidas. Foram
visualizadas amastigotas rompendo células (Fig. 65 A), epimastigotas
aflagelares aderidas as células e ou livres (Fig. 65 A, C- F), interacdo e
interiorizacdo de amastigotas (Fig. 65 B - F) e parasito em divisao (Fig. 65 D e
E). Por MEV, na condicdo com BSA foi observado adesdo de epimastigota
aflagelar em contato direto com a célula ou por projecdes da célula (Fig. 67 A, B
e F) e interacdo entre a forma amastigota e a célula (Fig. 67 C). Foi observado
também uma possivel mudanca de forma evolutiva do parasito, da forma
amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 67 E) e divisdo da forma
epimastigota aflagelar (Fig. 67 D). Pela técnica de MET, foi possivel visualizar
parasitos endocitados (Fig. 69 A e B), a adesédo de epimastigota aflagelar com o
M¢ (Fig. 69 D) e também o parasito em sugestiva transicao da forma evolutiva

amastigota para epimastigota aflagelar interagindo com a célula (Fig. 69 C).
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Figura 64: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 24 horas em condicéo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloracdo por Giemsa, aumento
1000x. A: amastigotas interiorizadas; B: amastigotas e epimastigotas aflagelares (EA),
livres (setas), célula com amastigotas interiorizadas (*); C: célula com vacuolos vazios
e com vacuolo contendo amastigota; D: célula com duas amastigotas dentro do mesmo
vacuolo parasitoforo (#), parasitos sugerindo mudanca de forma amastigota para EA
(seta) sugere a evasao de parasitos da célula; E: inGmeras amastigotas interiorizadas
algumas no mesmo vacuolo parasitoéforo (#) e amastigotas livres (setas); F: na célula
amastigotas interiorizadas (*) e célula com nucleo descontinuado e citoplasma
fragmentado com evasédo de amastigotas (seta);
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10 pm

Figura 65: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 24 horas em condicéo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: Forma epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e aderida a célula (seta dupla);
B e C: interacdo entre amastigota e célula(seta dupla) e mudanca de forma de
amastigota para EA (seta); D, E e F: adesdo de EA (seta), interagdo de amastigotas
com a célula (seta dupla) e interiorizacdo de amastigota (*);
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Figura 66: Interagcdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 24 horas em condigao
com meio suplementado com SFB por MEV. A: divisdo de parasito na forma
epimastigota aflagelar (EA); B e C: amastigotas interagindo com a célula (seta); D:
detalhe do prolongamento da célula projetada na amastigota (seta);
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X2,500 10pm X8,000 2pm

X2,300 10pm

X3,300 S5um X10,000 1pm

Figura 67: Interagdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 24 horas em condig&o
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: Formas epimastigotas
aflagelares (EA) aderidas as células; C: aglomerado de parasitos na forma EA e
amastigotas; D e E: ades&o de varios parasitos nas células; F: projecdo celular em
contato com o parasito;
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Figura 68: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 24 horas em condicéo
meio suplementado com SFB por MET. A: parasitos endocitados; B: detalhe de
parasitos endocitados;

Figura 69: Interacdo entre M¢ e T. caninum no tempo de 24 horas em condicéo
com meio suplementado com BSA por MET. A: amastigotas endocitadas; B: detalhe
dos parasitos interiorizados; C: detalhe parasito interagindo com a célula, sugestivo de
transicdo de amastigota para EA; D: parasito aderido na célula;
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48 horas de interacao (TC- M)

Na andlise do tempo de 48 horas de interacdo, na condicdo com meio
suplementado com SFB foi observada, por MCC, a presenca de amastigotas em
interacdo com a célula e interiorizadas em células em varios tipos de
conformacao diferentes (Fig. 70 A, B e C). Foi observado também, célula com
citoplasma fragmentado com amastigotas em mudanca de forma para
epimastigota aflagelar (Fig. 70 D e F) bem, como a presenca de células integras
com amastigotas livres em sua proximidade (Fig. 70 E). Havia raras formas
epimastigotas aflagelares livres na laminula. Pela técnica de MEV foi observada
forma epimastigota aflagelar em aglomerados e aderidos por diferentes partes
do corpo diretamente nos M¢s (Fig. 72 A) ou por prolongamento da célula (Fig.
72 D e E). Foi possivel observar também amastigota interagindo com a célula
(Fig. 72 H- J) e em mudanca para a forma epimastigota aflagelar (Fig. 72 A, B,
C,FeG).

A interacdo com meio suplementado com BSA apresentou perfil bem
semelhante a utilizando SFB, demonstrando intensa interagdo entre amastigota
e célula (Fig. 71 A - C), formas amastigotas interiorizadas (Fig. 71 D), livres e
aglomeradas (Fig. 71 E-F), raras formas epimastigotas aflagelares livres. Por
MEV, foi observada intensa adeséo de epimastigota aflagelar a célula e interacao
entre amastigota e células (Fig. 73 A e E). Foi visualizada forma epimastigota
aflagelar em divisdo (Fig. 73 C e D) e também parasito em mudanca de forma
evolutiva amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 73 B). Foi possivel
observar também células apresentavam em sua membrana protuberancias

sugestivas de amastigotas interiorizadas (Fig. 73 F).
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Figura 70: Interac&o entre T. caninum e Mé¢, no tempo de 48 horas em condigéo
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: interacao com a célula (seta) e interiorizacdo de amastigotas (*) na célula; B:
amastigotas interiorizadas em célula com citoplasma fragmentado; C: amastigotas livres
(seta dupla), interiorizada (*) e em interagdo com a célula (setas); D: células em
interacdo com amastigota (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula com
citoplasma rompido com liberacdo de amastigotas;
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Figura 71: Interacdo entre T. caninum e M¢, no tempo de 48 horas em condi¢cdo
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloragdo por Giemsa, aumento
1000x. A: interacdo com a célula (seta) e interiorizacdo (*) de amastigotas na célula; B:
amastigotas interiorizadas em célula com citoplasma irregular; C e D: amastigotas livres
e em interacdo com a célula; E: célula com citoplasma vacuolizado e amastigotas
evadindo (seta); F: célula vacuolizada com liberagéo de amastigotas;
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X2,200 10pm

X7,000 2pm X10,000

X11,000 > 4 X13,000 1pm

X14,000 1pm X13,000 1pm

X5,500  2um X7,000

Figura 72: Interagdo entre T. caninum e M¢ no tempo de 48 horas na
condicdo com meio suplementado com SFB por MEV. A: aglomerado de
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parasitos e forma epimastigota aflagelar (EA) em adesdo com a célula; B: interacdo da
célula com amastigota; C: EA aderido a célula; D: EA aderida a célula sob proje¢fes do
macrofago, amastigota interagindo com a célula sugerindo mudanca de forma; E: EA
recoberta por projecéo da célula; F e G: amastigota em mudanca de forma para EA; H:
amastigota irregular sugerindo mudanca de forma; | e J: detalhe da interacdo entre
amastigotas;

X33,000 0.5um

X2,200 10pm

X2,000 10pm

Figura 73: Interacdo entre T. caninum e Mg, no tempo de 48 horas em condic&o
com meio suplementado com BSA por MEV. A: interacdo de amastigota; B: parasito
em mudanca de forma; C e D: parasito na forma amastigota interagindo com a célula,
EA aderidos a célula e divisdo de parasito; E: amastigota interagido com a célula; F:
parasitos aderidos em célula com estruturas arredondadas;
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4.4.5 Andlise das taxas de infecgcdo e adesao entre T. caninum e macréfago
peritoneal

As taxas de adesao (grafico 7) de T. caninum ao macréfago peritoneal e
a taxa de infeccéo (grafico 8), foram calculadas a partir de contagem aleatoria
de 200 células em duas laminulas, contabilizando um total de 400 células por

cada tempo de cada experimento.
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Grafico 7 : Taxa de adesédo de T. caninum em interacdo com M¢. A: condicdo com
SFB; B: condigdo com BSA;
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Grafico 8 : Taxa de infec¢cdo da interacdo entre T. caninum e M¢. A: interacdo
realizada com meio de cultura suplementado com SFB; B: interacéo realizada com meio
de cultura suplementado com BSA;
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Esquema dainteracdo entre T. caninum e células macrofagicas

Esquema da infecgdo de
Trypanosoma caninum

Epimastigota aflagelar Meio Extracelular
Epimastigota 2
Flagelar  Epimastigota |
(\\\ Aflagelar .
,’ |
T . |
y Amastigota \® / . |\
(
( N \ Meio intracelular
_ | D @) 7
< » | *® .
[5} : -
. : Amastigota dentro do
Epimastigota aflagelar ;010 parasitsforo
dentro do vacuolo Mitocondria

Parasitoforo l
. oy

Nucleo da célula St
hospedeira

Figura 74: Esquemadainfeccdo de T. caninum em células macrofagicas. As formas
epimastigotas aflagelares aderem a célula seja por prolongamentos realizados pelo
macrofago, ou de forma ativa, conseguem entrar na célula e no meio intracelular ficam
em vacuolos parasitéforos apertados. Dentro desses vacuolos ocorre a mudanca da
forma epimastigota aflagear para amastigota e essas amastigotas se multiplicam nesses
vacuolos. Logo apés, as amastigotas rompem a célula e no meio extracelular se
diferenciam em epimastigotas aflagelares ou interagem com a célula novamente em um
novo processo de infeccdo. Todo o processo ocorre em 15 minutos. Ao longo do tempo,
0 vacuolo se apresenta maior e varias amastigotas sao visualizadas em seu interior (a
partir do tempo de 6 horas). No tempo de 48 horas as células estéo bastantes rompidas,
no entanto, nas células integras ocorre uma maior adesdo de epimastigota aflagelar
dando inicio a um novo ciclo de infeccao;

4.6 Andlise estatistica

Foi realizado o teste estatistico Anova na comparacdo entre o
experimento da interagcdo de T. caninum com a linhagem celular DH82 e com
macréfagos peritoneais, apds a realizagdo dos testes de normalidade,
homogeneidade e autocorrelacdo nos quais as propostas foram aceitas. Foi

identificado que nao houve diferencas estatisticas significativas na quantidade
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de parasitos aderidos as células quando comparados os dois tipos celulares (p-
valor 0.498993), mas houve diferenca significativa quando comparados os dois
tipos de suplementos do meio de cultura (BSA e SFB) (p-valor 0.006241) e em
relacdo aos 7 tempos empregados em cada experimento(p-valor 0.000607).

Também foi verificado que existe diferenca significativa no numero de
células infectadas entre as células macrofagicas (p-valor 1.93e-14). Também
guando comparados os dois tipos de suplementos de meio de cultura (p-valor
0.0157) e em relacdo aos 7 tempos de cada de experimento (p-valor 1.82e-09).

Também foi analisado se havia diferencas simultaneamente na
quantidade de parasitos aderidos e células infectadas. Na comparacao entre as
duas células, o teste Anova apontou diferenca significativa (p-valor 0.000333),
bem como nos dois tipos de suplementacdo do meio de cultura (p-valor
0.001002) e nos tempos da cinética de cada experimento (p-valor 0.003888).

Em relacéo aos dados referentes a quantidade de parasitos interiorizados
nas células, houve diferenca quando comparados os dois tipos celulares (p-valor
1.98e-12) e entre os 7 tempos de cada experimento (p-valor 1.88e-06), mas néo
houve diferenca quando comparados os dois tipos de suplementacéo (p-valor
0.309).

O Test-T apontou maior média na interacdo entre T. caninum e macréfago
peritoneal do que na interagdo T. caninum - DH82 (tabela 3) independente do
meio de cultura suplementado com SFB ou BSA. Quando comparado os dois
tipos de suplementacdo, o meio suplementado com BSA apontou as melhores
médias em comparacdo com o SFB quando utilizado nas duas células
macrofagicas. De forma geral foi observada melhor combinacdo de médias na
interacdo T. caninum - M¢ quando utilizado a BSA como suplemento do meio de

cultura.

Tabela 3: Resultado do Test-T na comparacao entre os tipos celulares e tipos de
suplementagcdo do meio de cultura.

Tipo_sup Tipo_cel n mean sd
BSA DH82 21 69,43 46,98
BSA Macroéfago 21 142,29 70,07
SFB DH82 21 39,62 23,15
SFB Macréfago 21 133,90 84,06
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Quadro 2: Resumo das informacgdes da interagdo entre T. caninum com a
linhagem DH82 e com macroéfago peritoneal murino nos tempos de 15, 30, 45
minutos e 2 horas.

Tempos

TC- DH82

TC-M¢

15
minutos

- Formas epimastigota aflagelar
(EA) aderidas nas células por
diferentes partes do corpo celular;

- Amastigotas interiorizadas e em
interacdo com o0s prolongamentos
das células;

- Formas epimastigota aflagelar (EA)
aderidas nas células;

- Amastigotas livres, interiorizadas em
vacuolos estreitos e/ou interacdo com a
célula;

- Amastigota em processo de transicao
de forma para EA,

30
minutos

- Células vacuolizadas com adesao
de EA;

- Interagéo
amastigota;

- Aglomerados semelhantes a
ninhos de amastigotas;

da célula com

- Parasitos livres;

- Células com citoplasma fragmentado;
- EA aderida a célula;

- Aglomerados de amastigotas;

- Interacdo entre amastigota e célula;

- Amastigotas em mudanca para a
forma EA;

45
minutos

- EAs livres, aderidas as células €
em divisao;

- Amastigota em interacdo com as
células;

- Microscopicamente maior
gquantidade de amastigotas
interiorizadas e de amastigotas
livres;

- Mudanca da forma amastigota
para EA;

- Células vacuolizadas e infectadas;

- Adeséao de EA;

- Mudanca de forma amastigota para
EA;

- Amastigotas livres estavam mais
afiladas mais parecidas com a forma
EA;

- Amastigotas passando pelo processo
de digestdo, mas também havia
amastigotas interiorizadas viaveis;

- Divisdo de amastigota dentro de
vacuolo parasitoforo;

2 horas

- Muitas células alongadas e
vacuolizadas e de maneira mais
intensa;

- Maior quantidade de EA;

- Adesdo de EA por diferentes
partes do corpo parasitario;

- Amastigotas interiorizadas, em
interagdo com a célula e transicéo
da forma amastigota para EA;

- Intensa adeséao por todas as partes do
corpo da forma EA,

- Adesdo com intensa projecdo de
prolongamentos dos M¢s em torno do
parasito;

- Adesdo sem a participacdo de
prolongamentos;

- Parasitos livres;

- Amastigota interiorizada em células
com  formas arredondadas ou
alongadas;

- Presenca de macrofagos com
citoplasma  fragmentado  contendo
parasitos interiorizados;

- Amastigota em interacdo com a célula,
interiorizada e livre;

- Parasito em transicdo da forma
amastigota para EA;
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Quadro2: Resumo das informac8es da interacdo entre T. caninum com a
linhagem DH82 e com macréfago peritoneal murino nos tempos de 6, 24 e 48

horas.
Tempos TC- DH82 TC- Mo
- Adesdo de EA, mas em menor | - Poucas células;
intensidade do que amastigotas | - Células com citoplasma
internalizadas; fragmentado contendo inUmeras
- Amastigotas livres e em | amastigotas;
interacdo com a célula; - Adesédo do parasito com detalhe
- Células com vacuolo | do prolongamento da célula
parasitéforo com mais de uma | ancorando o parasito;
6 horas amastigota sugerindo divisdo | - EA livres;
de amastigotas; - Formas amastigotas livres,
- Amastigotas sendo digeridas | intracelulares e em interacdo com
pelas células; Mo;
- Amastigotas viaveis | - Interior de um mesmo vacuolo
interiorizadas e livres; com mais de uma amastigota,
sugerindo a divisdo de amastigotas
em vacuolos parasitoforos;
- Parasito em mudanga de forma
amastigota para EA,
- Muitas células dispostas pelas | - Diminuicdo EA em ades&o com a
laminulas; célula e livres;
- Muitas células com vacuolos | - Amastigotas livres ou em
abundantes; interacdo com M¢s;
- Adesdao de EA; - InUmeras amastigotas
- Presengca de células | interiorizadas, algumas no mesmo
24 horas vacuolizadas com amastigotas | vacuolo parasitéforo e outras livres;
interiorizadas; - Células com citoplasma
- Amastigotas livres; fragmentado e com liberacdo de
-Microscopicamente mais | amastigotas;
amastigotas do que EAs; - Detalhe da projecdo da célula em
- Mudanca da forma amastigota | contato com a amastigota;
para EA;
- Muitas células com parasitos | - Amastigotas em interacdo com a
livres entre elas; célula e interiorizadas em células
- Adeséo de EA; em varios tipos de conformacado
- Amastigotas interiorizadas e | diferentes;
em interacdo com a célula com | - Célula com citoplasma
bastante frequéncia; fragmentado com amastigotas em
48 horas - Aglomerados de amastigotas | mudanca de forma para EA;

aparentemente se dispersando
das células;

- Parasito em mudanca de
forma amastigota para EA,

- Amastigotas interagindo com
a célua em diferentes
conformagoes, indicando
mudanca de forma,

- Presenca de células integras com
amastigotas livres em  sua
proximidade;

- EA aglomerados e aderidos por
diferentes partes do corpo nos M¢s;
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5. DISCUSSAO

T. caninum é um parasito que ainda possui varios aspectos a serem
respondidos, dentre elas, seu ciclo bioldgico, vetores e hospedeiros. No intuito
de contribuir com informacdes sobre a biologia e obter informagdes do processo
de infeccéo de T. caninum relacionado ao hospedeiro vertebrado, este estudo a
partir de ensaios experimentais, visou avaliar in vitro a competéncia infectiva de
formas epimastigotas aflageladas, cuja biologia ainda pouco se conhece.

Em cultivo axénico T. caninum apresenta predominancia das formas
evolutivas epimastigota flagelar e aflagelar, sendo raras as descricdes de o
encontro de formas tripomastigotas e esferomastigotas (Madeira et al. 2009;
Barros 2013; Fonseca-Oliveira et al. 2018). Detalhes a nivel ultraestrutural da
forma epimastigota aflagelar de T. caninum foram descritos e estao presente nos
isolados descritos desse parasito (Barros et al. 2014). Com objetivo de obter
mais informacdes sobre a forma epimastigota aflagelar, foi selecionada para este
estudo uma amostra de T. caninum com predominéncia de mais de 90% desta
forma evolutiva. Além de T. caninum, outras espécies de tripanosomas, como T.
terrestris, também apresentam em cultura axénica a forma epimastigota sem
flagelo livre (Acosta 2013). E sabido que as epimastigotas desse género sio
pleomorfas, ou seja, ha plasticidade da forma epimastigota, que passam por
mudancas morfologicas durante desenvolvimento axénico (Peacock et al. 2018).

O uso do cocultivo de T. caninum com a linhagem celular DH82
demonstrou ser uma importante estratégia no estudo de diferenciacdo das
formas evolutivas, como ja demonstrado em estudos anteriores (Fonseca-
Oliveira et al. 2018). A partir dessa interacédo, foi possivel observar a presenca
de formas tripomastigotas e esferomastigotas, situacao que no cultivo axénico
nao ocorre. No estudo de Fonseca-Oliveira et al. (2018) foi observado intensa
diferenciacdo para formas tripomastigotas utilizando cocultivo de T. caninum
com diferentes linhagens celulares. Tal estratégia (uso de cocultivo para
diferenciacéo de formas evolutivas) tem sido descrito em diversos estudos desde
a década de 1990, no qual foram realizados o cocultivo com a linhagem celular
L929 para diferenciagdo das formas evolutivas de Trypanosoma freitasi até

entdo conhecido pela sua dificuldade de manutencéo (Thomas e Deane 1990).
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A mesma estratégia de cocultivo foi empregada com Trypanosoma KG1 em
linhagens L929 ou HEK 293T (Thekisoe et al. 2007).

Nos estudos envolvendo T. cruzi, sempre houve um consenso entre os
pesquisadores de que apenas as formas evolutivas amastigotas e
tripomastigotas seriam infectivas para o hospedeiro vertebrado, visto que a
forma epimastigota seria reconhecida pelo sistema de defesa do hospedeiro
mamifero, inviabilizando a infeccdo (Ley et al.1988; Goncalves et al. 2018;
Reignout et al. 2019). No entanto, estudos realizados por Kesller et al. 2017,
comprovou que a forma epimastigota de T. cruzi também pode ser infectiva para
hospedeiros vertebrados. Esse dado, nos impulsionou avaliar a capacidade
infectiva de formas epimastigotas na interacdo entre T. caninum e células.

No perfil da curva de crescimento de T. caninum, tanto em meio axénico
como em cocultivo com a linhagem celular DH82, foi possivel observar auséncia
da fase lag, descrita como a fase inicial da curva de crescimento no qual o
parasito passa por adaptacao na condicdo de cultivo e quase nao ha crescimento
parasitario (Buchanan 1918). Possivelmente, T. caninum é generalista no que se
refere a nutrientes, logo entra na fase de crescimento exponencial, descrita por
ocorrer intensa multiplicacdo parasitaria, apresentando no cultivo axénico a
forma epimastigota aflagelar e pequena porcentagem de epimastigota flagelar.
Ja no cocultivo apresentou as formas epimastigota flagelar, tripomastigota e
esferomastigota (Tyler e Engman 2000).

Também foi observado, em ambas curvas de crescimento de T. caninum,
auséncia da fase estacionaria, etapa em que ocorre diminui¢cdo de multiplicacdo
dos parasitos devido a limitacdo de nutrientes e a producdo de metabdlicos
téxicos (Dos Santos etal. 2018; Tyler e Engman 2000). Esse estresse nutricional
tem sido associado a inducao do processo de metaciclogénese — mudanca da
forma epimastigota para tripomastigota (Goncalves et al. 2018; Dos Santos et al.
2018; Tyler e Engman 2000). Em nosso estudo, a amostra de T. caninum aqui
estudada néao apresentou a forma tripomastigota ao longo da sua curva de
crescimento em meio axénico e baixo percentual quando cocultivada com a
linhagem celular DH82. Ambas curvas de crescimento seguiram imediatamente
para a fase de declinio, possivelmente por escassez de nutrientes e/ou por
acumulo de restos metabolicos. Por outro lado, em curva de crescimento

utilizando o meio NNN e outro isolado de T. caninum foi observada uma longa
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fase estacionaria (9° ao 21° dia) (Fonseca-Oliveira et al. 2018). Esses resultados
demonstram que a curva de crescimento de T. caninum difere entre isolados e
condig¢bes de cultivo.

A curva de crescimento de T. caninum em co-cultivo com a linhagem
celular DH82 apresentou o mesmo perfil da descrita por Fonseca-Oliveira et al.
(2018), porém com diferencas em relagéo a diferenciacao das formas evolutivas:
neste estudo foi encontrado 10% de formas tripomastigotas e Fonseca-Oliveira
e colaboradores encontraram 60% dessas formas. Isso pode ter duas
explicagbes, o fato de ter sido utilizado outro isolado de T. caninum e outra
condicao de cultivo (meio DMEM).

A andlise ultraestrutural, realizada com formas evolutivas encontradas
durante o cultivo axénico e em cocultivo com a linhagem celular DH82 de T.
caninum, demonstrou a presenca de estruturas comuns em parasitos da familia
Tripanosomatidae por exemplo cinetoplasto, microtlbulos subpeliculares, entre
outros. Nas preparacdes de formas obtidas do cultivo axénico, no qual havia
predominéancia de epimastigotas aflagelares, foram observados cortes do
parasito com cinetoplasto ao lado nucleo, seguido da bolsa flagelar sem a
presenca do flagelo demonstrando, mais uma vez, particularidades desta forma
atipica presente nos isolados de T. caninum, como descrito por Barros et al.
(2014). Outra caracteristica que nos chamou atencdo, em ambas as formas
epimastigostas (flageladas e aflageladas), foi a intensa presenca de corpusculos
lipidicos, em diferentes tamanhos ao longo do corpo do parasito. Estudos com
outros tripanosomatideos demonstraram que essa estrutura esta relacionada
com a mudanca da forma evolutiva, com a reserva nutricional do parasito e com
a sua sobrevivéncia dentro da célula (De Souza 2009; Toledo et al. 2016). No
entanto, estudos realizados em 2013 (Toledo 2013) e posteriormente em 2016
(Toledo et al. 2016), sugerem que a producao dessa estrutura pode facilitar a
evasao de T. cruzi da célula, podendo estar envolvida na modulacéo da resposta
imune do hospedeiro. Para saber qual o papel desses corpusculos lipidicos tdo
abundantes em T. caninum serd necessario realizar estudos, dentre eles a
pesquisa do acido araquiddnico, encontrada em corpusculos lipidicos, uma vez
que seus derivados metabdlicos sdo responsaveis pela producdo dos

eicosanoides, principalmente a enzima prostaglandina que é um regulador
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inflamatorio podendo inibir o sistema imune do hospedeiro (Bozza et al. 2011;
Toledo 2013; Melo et al. 2011; D Avila Levy et al. 2011).

A linhagem celular canina DH82 foi escolhida para os estudos
experimentais de T. caninum, tanto para o cocultivo, quanto para a os estudos
in vitro T. caninum-célula, por dois motivos: Primeiro por ser uma célula
macroféagica e saber que esse tipo celular esta envolvida no ciclo biologico de
outros tripanosomatideos (De Souza et al. 2010; Podinovskaia e Descoteaux
2015). O segundo motivo, por ser uma linhagem originaria de cao, uma vez que
0 Unico hospedeiro conhecido, até o momento, é o cdo. Esta linhagem ja foi
utilizada em diferentes estudos, dentre eles para demonstrar a multiplicacdo
intracelular e prolongado periodo a infeccéo por T. cruzi (Mendonca et al. 2017).
Também ja foi utilizada em estudos com virus (Zheng et al. 2020), de alergia
(Herrmann et al. 2018) e bactérias (Michaels et al. 2016). Para comparar a
interacdo de T. caninum em macrofago de origem primaria com mais
semelhancas fisiolégicas com o tecido vivo do que a linhagem e por ser um
modelo ja utilizado a décadas, também foi empregado neste estudo macréfago
peritoneal de camundongo, que exerce suas funcdes independentemente da
espécie de mamifero e vem sendo utilizada como modelo de infeccédo in vitro por
muitos anos para espécies do género Trypanosoma (Liston e Baker 1978;
Russo et al. 1989; Da Rocha et al. 2019).

Neste estudo, foram obtidos dois resultados inéditos relacionados a
biologia de T. caninum. Primeiro: foi demonstrado que as formas epimastigotas
aflageladas séo capazes de infectar ambas células macrofagicas. Segundo:
demonstramos a presenca de formas amastigotas de T. caninum, até entédo
desconhecidas. Em trabalhos anteriores, avaliando a interagdo T. caninum-
célula, ndo foi observada a infeccéo para o macréfago peritoneal de camundongo
Swiss Webster e para a linhagem celular DH82 utilizando a forma evolutiva
tripomastigota, diferente dessa dissertacdo na qual foi utilizado a forma
epimastigota aflagelar (Madeira et al. 2009; Fonseca - Oliveira et al. 2018;
Oliveira 2016). Esse dado é relevante uma vez que formas amastigotas nunca
foram observadas em cortes histologicos de peles de cées naturalmente
infectados (Makino et al. 2020).
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Inicialmente, a cinética utilizada neste estudo foi baseada em trabalhos
de infeccdo de células por tripanosomatideos nos quais utilizaram tempos
aproximados de 2, 6, 24, 48 e 72 horas (Ley et al. 1988; Calabrese et al. 2011;
Cooper et al. 2018). No entanto, ao analisar os primeiros resultados, observamos
que com 2 horas de interacdo, ja havia interiorizacdo do parasito na célula e a
presenca de amastigotas livres foi constante. Diante deste resultado, a cinética
de observacéo foi realizada também para os tempos de 15, 30 e 45 minutos, na
tentativa de conseguir observar os momentos iniciais dessa interacao.

Na analise da interacdo entre T. caninum e ambas células macrofagicas,
foi possivel observar que no tempo inicial de 15 minutos ja ocorria adesao da
forma epimastigota aflagelar, presenca de parasitos “arredondados” livres e
amastigotas interiorizadas. Este evento foi uma surpresa, visto que espécies de
tripanosomatideos demoram mais tempo para infectar a célula. E descrito que
na interacao entre células da retina e Leishmania amazonenses, o parasito adere
a célula na primeira hora de interacao e interioriza ap6s 6 horas (Calabrese et
al. 2011). Em estudo de infecgéo entre T. cruzi e a linhagem celular DH82, foi
descrito que somente apés 5 dias ocorria a multiplicacéo intracelular (Mendonca
et al. 2017). Um fato curioso, que chamou a nossa atencéo, foi que logo no
momento do inéculo de T. caninum nas placas com os macréfagos aderidos,
observamos, em microscopio de campo claro invertido, aglomerados de
parasitos locomovendo-se em direcao as células. Apesar de ter sido inoculado
quase que exclusivamente formas epimastigotas aflagelares, a auséncia do
flagelo ndo atrapalhou a locomocao dos parasitos até a célula.

N&o foi observado um padrdo na adesao de T. caninum em ambas as
células empregadas. Foi observada adesédo de T. caninum a célula tanto pela
parte posterior, inferior e por todo o corpo do parasito. O mesmo foi observado
por Uezato et al. (2005), que relatou que Leishmania L. major adere ao
macrofago por diversas partes do corpo do parasito. Adicionalmente, Rittig et al.
(1998) que realizaram estudos com promastigotas de Leishmania spp. e
tripomastigotas de T. cruzi, observaram que a parte do corpo celular dos
parasitas que se liga aos macréfagos variava dependendo das espécies do
género. Durante a interacdo T. caninum-macréfago murinos, foram observadas
nos tempos de 45 minutos e 2 horas, projecdes da célula em torno do parasito,

envolvendo-o complemente ou tocando alguma parte do corpo do parasito.
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Também foram observadas por Uezato et al. (2005), as projecdes realizadas
pelo macréfago na adesdo de Leishmania major. Apesar da DH82 realizar
projecdes de uma célula para outra mantendo uma intensa comunicagao, nao foi
observada projecéo celular em direcéo dos parasitos, sugerindo que T. caninum
adere nessas células na tentativa de entrar na célula de forma ativa. Este fato
também foi observado na interagdo com macréfago murino com menor
incidéncia quando comparado com a linhagem celular DH82 neste estudo.
Ambos os tipos de entrada na célula: ativa e por projecdes celulares foram
possiveis. Este evento ja foi descrito na interagdo T. cruzi-macrofago por
diversos autores (De Souza e De Carvalho 2013; Barrias et al. 2012; De Souza
et al. 2010).

Outro fato interessante foi o conhecimento da forma epimastigota
aflagelar de T. caninum ser infectiva para células de mamifero em condictes
experimentais. Isso nos leva a pensar na possibilidade de ser uma estratégia do
parasito, visto que nao haveria necessidade de gasto energético para se
diferenciar na forma tripomastigota. Isso significa que T. caninum é um parasito
com muitas chances de infectar — do mesmo modo que T. cruzi, no qual todas
as formas séo infectivas. No entanto T. cruzi tem centenas de espécies de
mamiferos hospedeiros e T. caninum sé o cdo (até agora). O fato de, em
experimentos in vitro, a forma epimastigota de T. cruzi infectar macréfagos de
camundongos, corrobora esse resultado (Kesller et al. 2017). No entanto, séo
necessarios estudos in vivo para obter informacdes e confirmar qual forma
infectiva de T. caninum esta envolvida no ciclo biolégico no hospedeiro
vertebrado.

Durante toda a cinética deste estudo, foram observadas amastigotas
livres interagindo com as células. No primeiro momento em que foi observado
amastigotas em contato intimo com as células, levou-se a pensar que as
amastigotas liberadas eram fruto do rompimento da célula hospedeira. No
entanto, pelas técnicas de MEV e MET foi possivel indicar tanto evasao quanto
invasao da forma amastigota de T. caninum na célula. Da mesma forma, estudo
realizado por Ley et al. (1988) demonstra que a forma amastigota € capaz de
sustentar a infeccdo em células, visto que as amastigotas de T. cruzi originadas
apos diferenciacdo de formas tripomastigotas, foram inoculadas por 4 h com

monocitos humanos in vitro e 90% ou mais de amastigotas de origem
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extracelular foram absorvidas pelas células. Esse evento foi corroborado por
Burleigh e Andrews (1995) e mais recentemente por Reignout et al. (2019). Fato
esse que condiz com os resultados adquiridos nessa dissertacdo, no qual foi
possivel observar amastigotas extracelulares interagindo novamente com a
célula, sugerindo um novo processo de infeccdo. Ou seja, € muito provavel que
T. caninum possa sustentar uma infeccdo por essa estratégia, da mesma
maneira que T. cruzi.

Em T. cruzi, apos duas horas de infec¢do, formas amastigotas escapam
do vacuolo fagocitico, livres no citoplasma, se dividem e apés 4-5 dias, se
transformam em tripomastigotas (Levy et al. 1988). Com T. caninum foi
observada, por MCC, a divisao de formas amastigotas dentro de vacuolos, e por
MET foi observado que no mesmo vacuolo a presenca de duas amastigotas,
sugerindo o processo de divisdo. No entanto, ndo foi observada mudanca de
forma evolutiva no citoplasma da célula e sim liberacdo da forma amastigota pela
célula, mudanca de forma das amastigotas para epimastigota aflagelar no meio
extracelular e interacdo de amastigotas livres com a célula. O que leva a pensar
gue seja uma estratégia de evasdo do parasito da célula para burlar o sistema
imune da célula hospedeira.

Em estudo de interacdo entre Trypanosoma copemani e células PtK2 e
Vero, foi observada a infeccdo, a interiorizacdo de amastigotas, mas nao
observaram o aumento da quantidade de amastigotas. Adicionalmente, como
essas formas amastigotas nao foram observadas em processo de diviséo, foram
consideradas como amastigota-like. Os autores apontam para uma infeccéo,
mas possivelmente sem ciclo intracelular. Trypanosoma copemani € conhecido
por infectar marsupiais e esta inserido no mesmo clado filogenético de T.
caninum (Cooper et al. 2018). Diferente de T. copemani, aqui nesta dissertacao,
foi possivel observar a divisdo intracelular das formas amastigotas de T.
caninum.

Apesar da utilizacdo do Soro Fetal Bovino (SFB) ser uma questdo
bastante discutida, a comunidade cientifica ainda ndo chegou em um consenso
de qual seria a melhor alternativa para sua substituicdo (Baker 2016; Van der
Valk et al. 2018). Por esse motivo, foi decidido realizar também os experimentos
com meio suplementado com Albumina Sérica Bovina (BSA). Nas duas

condi¢bes na suplementacao do meio de cultura (BSA e SFB), foram observados
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0S mesmos eventos principais: adesdo, interiorizacdo e interacdo de
amastigotas. Em relacdo a quantidade de células em cada condi¢do, foram
observadas diferencas no experimento realizado com a linhagem celular DH82.
O SFB contribuiu consideravelmente na multiplicacdo celular, pois na condi¢cao
com BSA havia menos células dispostas pelas laminulas, apesar da
multiplicacdo das células. No tempo de 48 horas, no experimento com a
linhagem celular DH82, foi observado que na condicdo com SFB havia uma
confluéncia celular com células viaveis, ja no cultivo em macrofagos peritoneais,
principalmente na condicdo com meio suplementado com BSA, havia células
rompidas, com bastante degradacao, demonstrando uma interacdo intensa entre
parasito e as células plaqueadas.

As diferencas estatisticas observadas nos eventos de adesao (p-valor
0.006241) e infeccdo (p-valor 0.0157) quando comparadas as condicbes de
suplementacao do meio de cultura (SFB e BSA) nas duas células macrofagicas,
bem como a diferenca observada entre os perfis dos graficos das taxas de
adesdao entre os dois tipos celulares néo interferiram na quantidade de parasitos
dentro dos vacuolos parasitoforos, uma vez que nao existiu diferenca estatistica
(p-valor 0.309) neste evento quando comparado o uso de BSA e SFB. Isto
demonstra o sucesso na infec¢do celular tanto utilizando BSA ou SFB.

O Test-T demonstrou que as melhores médias estao na interacdo em que
foi utilizado a BSA na suplementacdo do meio de cultura para as duas células.
Sendo assim, de acordo com os resultados apresentados, 0 uso do BSA pode
ser uma alternativa em relacdo ao uso SFB, visto que durante os experimentos
todos os eventos (adeséao e infec¢do) foram observados e que néo ha diferencas
estatisticas na quantidade de parasitos interiorizados. A BSA apresenta
caracteristicas nutricionais em sua composicdo que ndo promove grandes
variacbes entre os lotes como na producdo do SFB, fator importante na
reprodutibilidade dos resultados (Zhou et al. 2020; Merlot et al. 2014). No entanto
€ necessario realizar experimentos com outros tipos celulares e parasitos e
realizar novos testes estatisticos, a fim de confirmar se 0 uso da BSA realmente
pode ser um substituto mais favoravel do que o SFB nos experimentos de
infecg@o experimental parasito-célula.

T. caninum é descrito como um parasito que parece nao causar danos ao

hospedeiro canino (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012). Os dados de
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infeccdo experimental aqui apresentados nos leva a pensar que T. caninum
infecta também as células do hospedeiro de forma rapida. Consequentemente,
esse parasito ndo induziria resposta imunolédgica a ponto de produzir titulos de
anticorpos altos nos hospedeiros, como descrito em estudos realizados sobre 0
diagndstico sorologico utilizando amostras de soro de cdes em que a cultura de
pele foi positiva para T. caninum (Alves et al 2012; Madeira et al. 2014). Como
demonstrado aqui, o fato de T. caninum entrar rapido na célula e mudar sua
forma evolutiva, e consequentemente, mudar seus receptores de membrana
pode ser o motivo da resposta imune baixa e auséncia de infiltrado inflamatorio
detectavel na histopatologia (Alves et al. 2012; Makino et al. 2020).Quando o
parasito infecta rapidamente a célula e muda sua forma evolutiva para uma nova
tentativa de infeccdo, é capaz de modular respostas distintas do hospedeiro, ja
gue ocorre consequentemente a mudanca de diversos antigenos de superficie,
podendo assim usar estratégias diferentes para invadir as células hospedeiras
(Ley et al.1988).
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6 CONCLUSOES

e T. caninum possui tempo de geracdo mais curto e alcanca picos
populacionais mais altos em meio axénico do que em cocultivo com a célula
DH82;

e O uso do cocultivo de T. caninum com a linhagem celular DH82
confirmou ser uma importante estratégia na diferenciacdo das formas

evolutivas tripomastigotas;

e As formas epimastigotas aflagelar e flagelar apresentam ultraestruturas
comuns a espécies do género Trypanosoma, com destaque a intensa

guantidade de corpusculos lipidicos;

e Pela primeira vez, € demonstrada a infec¢ao intracelular de T. caninum;
e A forma epimastigota aflagelar de T. caninum é infectiva para células

macrofagicas em condi¢cfes experimentais;

e T. caninum apresenta todas as formas evolutivas do género

Trypanosoma, incluindo a forma amastigota que até entédo era desconhecida;

e Ainteracao entre T. caninum e as células macrofagicas apresenta como
caracteristicas proprias a extrema rapidez (15 minutos) e falta de padrdo na
adesdo do parasito, que pode ser realizada por projecées da célula ou de

forma ativa pelo parasito;

e Ao sair da célula, a forma amastigota se diferencia em epimastigota
aflagelar no meio extracelular ou interage novamente com a célula numa

tentativa de reinfeccao;

e O fato de que T. caninum é capaz de infectar células e o conhecimento
da sua forma amastigota séo informacdes inéditas que serdo Uteis em estudos
experimentais in vitro e in vivo, estudos de infeccéo natural e entendimentos

sobre os métodos diagnaosticos deste parasito.
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8 ANEXOS

Andlise estatistica

Modelo Anova Infecgéo
aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = dat)

Terms:

Tipo_cel Tipo_sup Tempo Lam Residuals
Sum of Squares 146667.86 7657.19 110376.95 97663.17 88760.79
Deg. of Freedom 1 1 6 2 73

Residual standard error: 34.86977
Estimated effects may be unbalanced
> summary(modl)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1146668 146668 120.625 < 2e-16 ***
Tipo_sup 1 7657 7657 6.298 0.0143*
Tempo 6 110377 18396 15.130 3.59e-11 ***
Lam 2 97663 48832 40.161 1.72e-12 ***
Residuals 73 88761 1216
Signif. codes: 0 *** 0.001 “** 0.01 * 0.05°" 0.1 "1
> shapiro.test(modl1$residuals) # Nao rejeitou

Shapiro-Wilk normality test

data: modl1$residuals
W =0.98002, p-value = 0.2171

Pressupostos:

#Homogeneity of variance
> leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# néo rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 0.452 0.5033
82
> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # ndo rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 1.3411 0.2502
82
> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # n&o rejetou
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Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 6 0.4415 0.8488
77

> leveneTest(res ~ Lam, data = dat)#rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df Fvalue Pr(>F)

group 2 8.7947 0.0003496 ***
81

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 **0.05 " 0.1 “" 1

> ### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se HO:p =0
> ##H# DW < dl - autocorrelacdo positiva e DW > (4 - dI) - autocorrelacdo negativa
> ### dl é tabelado
> durbinWatsonTest(mod1) # rejeitou
lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 0.3093759 1.367781 0
Alternative hypothesis: rho != 0
> dwtest(mod1) # rejeitou

Durbin-Watson test

data: modl
DW = 1.3678, p-value = 0.0007382
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

##Retirando a lamina 3

mod1l_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat)
> summary(modl_new)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 55000 55000 120.497 1.93e-14 ***
Tipo_sup 1 2871 2871 6.291 0.0157*
Tempo 6 41391 6899 15.114 1.82e-09 ***
Lam 1 270 270 0.592 0.4456
Residuals 46 20997 456

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05 " 0.1’ 1

## Como o fator Lam néo foi significativo foi retirado
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modl_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat)

> summary(modl_new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 55000 55000 121.552 1.25e-14 ***
Tipo_sup 1 2871 2871 6.346 0.0152*
Tempo 6 41391 6899 15.246 1.33e-09 ***
Residuals 47 21267 452

Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 **0.05 " 0.1 “* 1

Pressuspostos:

## Normality
shapiro.test(modl_new$residuals) # ndo rejeitou

Shapiro-Wilk normality test

data: modl_new$residuals
W =0.98291, p-value = 0.6091

#Homogeneity of variance

leveneTest(modl_news$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)#Nao rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 0.9707 0.3289
54
> leveneTest(mod1l_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) #N&o rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 3.7467 0.05815 .
54
Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°” 0.1 " 1
> leveneTest(modl_new$residuals ~ Tempo, data = newdat)#Nao rejeitou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 6 0.8224 0.5581
49

### qto mais perto de 2 o valor DW, rejeita-se HO:p = 0 (Independéncia)
### DW < dl - autocorrelacdo positiva e DW > (4 - dI) - autocorrelacdo negativa
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### dl é tabelado
durbinWatsonTest(modl_new) # nao rejeitou
dwtest(modl_new) # néo rejeitou

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 0.06589154  1.851559 0.524

Alternative hypothesis: rho = 0

> dwtest(mod1_new) # ndo rejeitou

Durbin-Watson test

data: modl_new
DW = 1.8516, p-value = 0.25
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

# Cocluséo - Modelo 1 aprovado
Modelo 2 — Nr de parasitas
###Modelo 2 - Nr parasitas

mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat)
summary(mod?2)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 11191069 1191069 90.385 1.98e-12 ***
Tipo_sup 1 13923 13923 1.057 0.309
Tempo 6 703483 117247 8.897 1.88e-06 ***
Lam 1 780 780 0.059 0.809
Residuals 46 606174 13178

Signif. codes: 0 **** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1’ 1

### retirando o Ftaor Lam, como no mod1
mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat)

summary(mod?2)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 11191069 1191069 92.231 1.16e-12 ***
Tipo_sup 1 13923 13923 1.078 0.304
Tempo 6 703483 117247 9.079 1.35e-06 ***
Residuals 47 606954 12914

Signif. codes: 0 *** 0.001 **’0.01 **0.05‘°0.1 "1
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## Tipo_sup tb nao foi significativo
mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat)

summary(mod?2)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 11191069 1191069 92.082 9.60e-13 ***
Tempo 6 703483 117247 9.064 1.25e-06 ***
Residuals 48 620877 12935

Signif. codes: 0 “**** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘." 0.1 *’ 1
## Pressupostos
## Normality
shapiro.test(mod2$residuals) #passou
Shapiro-Wilk normality test

data: mod2$residuals
W =0.97857, p-value = 0.417

#Homogeneity of variance
leveneTest(mod2$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)# n&o rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 1.3607 0.2485
54
> leveneTest(mod2$residuals ~ Tempo, data = newdat) # nao rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 6 1.73410.1329
49

#Autocorrelation

### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se HO:p = 0 9Independéncia)

##H# DW < dl - autocorrelacao positiva e DW > (4 - dI) - autocorrelacdo negativa
### dl é tabelado

durbinWatsonTest(mod?2) # Nao rejeitou

dwtest(modl1Trans) # N&o rejeitou
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lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 0.06074757  1.853539 0.612

Alternative hypothesis: rho = 0

> dwtest(mod?2) # N&ao rejeitou

Durbin-Watson test

data: mod2
DW = 1.8535, p-value = 0.2978
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

###Criando o modelo de AOV com as variaveis originais (Adesao)
mod1 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = dat)

summary(mod1)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 283 283 0.464 0.498993
Tipo_sup 1 5016 5016 8.217 0.006241 **
Tempo 6 17929 2988 4.895 0.000607 ***
Lam 1 311 311 0.5100.478885
Residuals 46 28082 610

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 “" 1

#H#Assumptions

## Normality

shapiro.test(modl1$residuals) # Nao rejeitou
Shapiro-Wilk normality test

data: modi1$residuals
W =0.97869, p-value = 0.4218

#Homogeneity of variance

leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# nao rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 1 0.2359 0.6292
54

> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # ndo rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 1 3.23220.0778.
54
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Signif. codes: 0 *** 0.001 *“** 0.01 ** 0.05°‘” 0.1 ‘"1
> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # ndo rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 6 1.0884 0.3825
49
leveneTest(res ~ Lam, data = dat)#rejetou

durbinWatsonTest(mod1) # nao rejeitou

dwtest(mod1l) # nao rejeitou

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 -0.00255615 1.879795 0.556

Alternative hypothesis: rho = 0

> dwtest(mod1l) # rejeitou

Durbin-Watson test

data: modl
DW = 1.8798, p-value = 0.2435
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

## Como o fator Lam e Tipo_cel ndo foram significativos foram retirados

summary(mod1)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_sup 1 5016 5016 8.396 0.005650 **
Tempo 6 17929 2988 5.002 0.000474 ***
Residuals 48 28676 597

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 “" 1

#HAssumptions
## Normality
shapiro.test(modl1$residuals) # Nao rejeitou

Shapiro-Wilk normality test

data: modl$residuals
W = 0.9814, p-value = 0.5376

#Homogeneity of variance
leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # ndo rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

139



Df F value Pr(>F)
group 1 2.8871 0.09504 .
54
Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05 0.1 "’ 1
> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # n&o rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 6 0.9235 0.4864
49
### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se HO:p =0
### DW < dl - autocorrelacao positiva e DW > (4 - dI) - autocorrelacdo negativa
### dl é tabelado
durbinWatsonTest(mod1) # nao rejeitou
dwtest(mod1l) # néo rejeitou
lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 0.03393527 1.808799 0.514
Alternative hypothesis: rho != 0
> dwtest(mod1) # rejeitou

Durbin-Watson test

data: mod1l
DW = 1.8088, p-value = 0.2487
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

###Criando o modelo de AOV com as variaveis originais (Adesao + Infec¢ao)
summary(mod1)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 2368 2368.0 14.182 0.000333 ***
Tipo_sup 1 1962 1962.3 11.752 0.001002 **
Tempo 6 3553 592.2 3.546 0.003888 **
Lam 2 2101 1050.6 6.292 0.003013 **
Residuals 73 12189 167.0

Signif. codes: 0 *** 0.001 “** 0.01 ** 0.05 ‘" 0.1 “* 1

#Homogeneity of variance

> leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# néo rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
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group 1 3.1664 0.07887 .
82

Signif. codes: 0 *** 0.001 *“** 0.01 ** 0.05°‘” 0.1’ 1

> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 1 4.8754 0.03003 *
82

Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°‘” 0.1’ 1

> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # ndo rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 6 1.6779 0.1377
77

> leveneTest(res ~ Lam, data = dat)# ndo rejetou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 2 2.8364 0.06447 .
81

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 “" 1

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value
1 -0.1228117 2.232596 0.46

Alternative hypothesis: rho = 0

> dwtest(mod1) # nao rejeitou

Durbin-Watson test

data: modl
DW = 2.2326, p-value = 0.762
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than O

##Retirando a lamina 3
aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat)

summary(modl_new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 888 888.0 8.916 0.00452 **
Tipo_sup 1 736 735.9 7.3880.00923 **
Tempo 6 1332 222.1 2.2300.05693.
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Lam 1 50 50.2 0.5040.48149
Residuals 46 4582 99.6

Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 **0.05 " 0.1 " 1

## Como o fator Lam ndo foi significativo foi retirado

mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat)

summary(modl new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 888 888.0 9.011 0.00429 **
Tipo_sup 1 736 735.9 7.467 0.00883 **
Tempo 6 1332 222.1 2.2530.05419.
Residuals 47 4632 98.5

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 **0.05 " 0.1 “* 1

## Normality
> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou

Shapiro-Wilk normality test

data: modl_new$residuals
W = 0.9416, p-value = 0.009095

#Homogeneity of variance

#Homogeneity of variance
> leveneTest(mod1l_new$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)#Nao rejeitou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 3.1162 0.08317 .
54
Signif. codes: 0 *** 0.001 *“** 0.01 * 0.05°‘” 0.1 "1
> leveneTest(mod1l_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) # rejeitou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df Fvalue Pr(>F)
group 1 8.2883 0.005708 **
54
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Signif. codes: 0 *** 0.001 *“** 0.01 ** 0.05°” 0.1’ 1

> leveneTest(modl_news$residuals ~ Tempo, data = newdat)#Nao rejeitou

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 6 0.9717 0.4543
49

durbinWatsonTest(mod1_new) # néo rejeitou

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value

1 -0.1240749 2.224066 0.528
Alternative hypothesis: rho != 0
> dwtest(modl_new) # ndo rejeitou

Durbin-Watson test

data: modl_new
DW = 2.2241, p-value = 0.7402
alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0

Modelo sem o Tempo

mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup, data = newdat)
> modl_new
Call:

aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup, data = newdat)

Terms:

Tipo_cel Tipo_sup Residuals
Sum of Squares 888.018 735.875 5964.089
Deg. of Freedom 1 1 53

Residual standard error: 10.60802
Estimated effects may be unbalanced
> summary(modl_new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 888 888.0 7.891 0.00694 **
Tipo_sup 1 736 735.9 6.5390.01345*
Residuals 53 5964 112.5
Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°.” 0.1 " 1
> ## Normality
> shapiro.test(mod1_news$residuals) # rejeitou

Shapiro-Wilk normality test
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data: modl_new$residuals
W =0.93513, p-value = 0.00484

> #Homogeneity of variance
> leveneTest(mod1l_new$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)# rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df Fvalue Pr(>F)
group 1 12.319 0.0009129 ***
54
Signif. codes: 0 *** 0.001 *** 0.01 *” 0.05°” 0.1 "1
> leveneTest(mod1l_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) # rejetou
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 7.2325 0.009504 **
54

Modelo sem Tipo_sup
Signif. codes: 0 “**” 0.001 *** 0.01 ** 0.05°.” 0.1 "’ 1
> modl_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat)
> modl_new
Call:
aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat)

Terms:

Tipo_cel Tempo Residuals
Sum of Squares 888.018 1332.357 5367.607
Deg. of Freedom 1 6 48

Residual standard error: 10.57474
Estimated effects may be unbalanced
> summary(modl_new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 888 888.0 7.941 0.0070 **
Tempo 6 1332 222.1 1.986 0.0862 .
Residuals 48 5368 111.8
Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°.” 0.1 " 1
> ## Normality
> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou

Shapiro-Wilk normality test
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data: modl_new$residuals
W =0.90542, p-value = 0.000341

Modelo sé com celula

> mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel, data = newdat)
> modl_new
Call:

aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel, data = newdat)

Terms:

Tipo_cel Residuals
Sum of Squares 888.018 6699.964
Deg. of Freedom 1 54

Residual standard error: 11.13882
Estimated effects may be unbalanced
> summary(modl_new)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tipo_cel 1 888 888.0 7.157 0.00986 **
Residuals 54 6700 124.1
Signif. codes: 0 *** 0.001 *“** 0.01 * 0.05°” 0.1 "1
> ## Normality
> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou

Shapiro-Wilk normality test

data: modl_new$residuals
W = 0.88933, p-value = 9.425e-05

Test-t
Tipo_sup | Tipo_cel | n | mean sd
BSA DH82 21| 69,43 | 46,98
BSA Macrofago | 21| 142,29 | 70,07
SFB DH82 21| 39,62| 23,15
SFB Macrofago | 21| 133,90 | 84,06
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