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Vieira, P.M.A. Resumo

As formas tripomastigotas metaciclicas e sanguineas do Trypanosoma cruzi Sao
funcionais em relacdo a interacdo parasito-hospedeiro e/ou invasdo de células-alvo,
entretanto elas diferem nas moléculas presentes na superficie. Assim, aspectos
relacionados a variabilidade com que as formas infectivas do T. cruzi interagem com as
células do hospedeiro podem levar a implicagdes fundamentais na resposta imune
contra o parasito e, consequentemente, na evolucdo clinica da doenca de Chagas. O
recente aumento no numero de imigrantes chagésicos em paises ndo-endémicos,
podendo ocorrer a contaminacdo por transfusdo sanguinea, torna importante a realizacao
de estudos sobre o impacto da infecgdo por formas sanguineas no curso da doenga.
Dessa maneira, 0 estudo da infeccdo pelas diferentes formas infectivas do T. cruzi
durante a fase aguda da infec¢do, permitird uma melhor compreensdo dos mecanismos
relacionados a patogénese da doenca de Chagas. Baseado nisso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar as alteracOes relacionadas aos parametros imunoldgicos celulares
durante a fase aguda da infeccdo experimental de camundongos por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sangiineas (TS) da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi. Os animais do grupo TS apresentaram niveis mais precoces e
elevados de parasitemia em relacdo aos animais do grupo TM durante os 42 dias de
avaliados. A analise dos leucocitos do sangue periférico demonstrou um que a infeccdo
por formas sanguineas ocasiona em um perfil bimodal, com aumento dos leucdcitos no
7° e 42° dia apods a infecgdo, enquanto que a infeccdo por formas metaciclicas leva a um
perfil unimodal, com aumento nessas células ocorrendo mais tardiamente, no 28° e 42°
dia apés a infeccdo. A avaliacdo na producdo de citocinas intracitoplasmaticas por
esplendcitos demonstrou que na infecgdo por forma TS ocorre uma producado precoce de
TNF-a acompanhada por uma producdo mais tardia de IFN-y, quando a parasitemia ja
esta sob controle. Diferente do observado na infec¢do por formas metaciclicas, a qual
apresenta uma producdo precoce de IFN-y. Além disso, nos animais do grupo TS ndo
ocorre uma inversdo de um perfil inflamatério para um perfil imunomodulado, mesmo
quando a parasitemia ja esta sob controle, sendo que nos animais infectados por formas
metaciclicas este evento € observado. Esses dados corroboram com a quantificacdo do
infiltrado inflamatdrio cardiaco, no qual os animais do grupo TS apresentaram uma
inflamagéo precoce (7° dia apds a infeccdo) que se manteve elevado até o 42° dia apos a
infeccdo, demonstrando assim que nesses animais ocorre uma exacerbagao do processo
inflamatdrio. Nos animais do grupo TM foi observada uma redugdo no processo
inflamatdrio cardiaco do 28° para o 42° dia apds a infecgdo, confirmando assim que na
infeccdo por formas metaciclicas ocorre um controle da inflamacdo. A andlise das
alteracOes histoldgicas esplénicas, também demonstrou maior severidade nas mesmas
nos animais do grupo TS. Portanto, a interacdo inicial entre formas tripomastigotas
metaciclicas e o hospedeiro vertebrado induz um perfil de resposta imunoldgica
diferente daquela observada na infeccdo com formas tripomastigotas sanguineas. Dessa
maneira, observa-se que a infec¢do por formas tripomastigotas metaciclicas ocorre de
forma mais silenciosa, promovendo uma resposta imune capaz ndo s6 de controlar o
numero de parasitos durante a fase aguda da infeccdo como também de estabelecer uma
resposta imunoreguladora ao final da fase aguda, limitando assim o desenvolvimento
das lesbes associadas a doenca de Chagas. Entretanto, a infeccdo por formas
tripomastigotas sanguineas ocorre de uma maneira mais alarmante e apesar de haver o
controle da parasitemia, ndo ha o estabelecimento de uma resposta imunoreguladora
eficaz, levando assim ha uma inflamacéo persistente.



Vieira, P.M.A. Abstract

The metacyclic and blood trypomastigotes of Trypanosoma cruzi are fully functional in
relation to the parasite-host interaction and / or invasion of target cells, though they
differ in the molecules present on their surfaces. Thus, issues related to variability in
how the infective forms of T. cruzi interacts with host cells may lead to fundamental
implications in the immune response against the parasite and, consequently, the clinical
evolution of Chagas disease. The recent increase in the number of chagasic imigrants in
non-endemic countries makes important to know what is the impact of infection by
blood forms in the course of the disease. Thus, the study of infection by different
infective forms of T. cruzi during the acute phase of infection, leads to a better
understanding of the mechanisms involvcd in the pathogenesis of Chagas disease.
Based on this, the goal of this work was to evaluate changes related to cellular immune
parameters during acute experimental infection of mice by metacyclic trypomastigotes
(TM) or blood (BT) of Trypanosoma cruzi Berenice-78 strain. The animals in the BT
group showed an earlier and higher levels of parasitemia when compared with the group
MT during the 42 days evaluated. Analysis of peripheral blood leukocytes demonstrated
that infection by a BT forms leads to a bimodal profile, with an increase of leukocytes
in the 7th and 42nd days after the infection, while infection by MT forms leads to a
unimodal profile, with an increase in these cells occurring later in the 28th and 42nd
days after infection. The assessment on intracytoplasmic cytokine production by
splenocytes demonstrated that in the infection with BT forms occurs an early production
of TNF-a accompanied by a later production of IFN-y, when the parasitemia is already
under control. A different profile was seen in infection by MT forms, which presents an
early production of IFN-y. Moreover, in the BT group does not occur a reversal of the
inflammatory profile to an immunomodulator profile, even when the parasitemia is
already under control, which happens in animals infected with metacyclic forms. These
data corroborate with the quantification of cardiac inflammatory infiltration, in which
the animals in the BT group showed an earlier inflammation (day 7 after infection)
which remained high until the 42nd day after infection, demonstrating that in these
animals there is an exacerbation of inflammatory process. In the animals of MT group
was observed a reduction in cardiac inflammation at the 42nd day after infection, thus
confirming that the infection by MT forms can control inflammation. The histological
analysis of spleen, also showed greater severity in the BT group. Therefore, the initial
interaction between metacyclic trypomastigotes and vertebrate host induces an immune
response profile different from that observed in infections with blood trypomastigotes.
Thus, it is observed that infection by metacyclic trypomastigotes occurs more quietly,
promoting an immune response capable of controlling not only the number of parasites
during the acute phase of infection but also to establish an immunoregulatory response
at the end of the acute phase , thus limiting the development of lesions associated with
Chagas disease. However, infection with blood trypomastigotes occurs in a more
alarming and in spite of control of parasitemia, the establishment of an effective
immunoregulatory response does not occur, thus leading to persistent inflammation is
present.
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Vieira, P.M.A. Introducédo

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € uma protozoonose
observada em quase todos os paises da América Latina. Embora tenha ocorrido um
decréscimo substancial em sua incidéncia na América Latina ap6s a implantagdo de
medidas de controle da transmissdo vetorial e transfusional (Moncayo, 2006), ainda é
estimado que 15 milhGes de pessoas estejam infectadas, e que 90 milhdes,
aproximadamente 25% da popula¢do da América Latina, correm risco de adquirir essa
doencga (Coura & Dias, 2009).

O principal mecanismo de transmissao da doenca de Chagas é pelo contato das
fezes e/ou urina dos triatomineos contaminados pelo T. cruzi com a pele ou mucosa do
hospedeiro. As formas tripomastigotas metaciclicas (TM) encontradas no vetor sdo
capazes de penetrar através da membrana mucosa, especialmente a ocular, ou de
microlesdes na pele. Trabalhos sobre 0os mecanismos de transmissdo mostram que além
da transmissdo vetorial citada acima, casos alternativos de transmissdo, como a via
transfusional (Young et al., 2007), congénita (Dorn et al., 2007; Gurtler et al., 2003),
por transplantes de 6rgdos (Centers For Disease Control And Prevention, 2006) e
acidentes laboratoriais podem ser identificados.

A infeccdo por transfusdo sanguinea € uma importante via de disseminacdo da
doenca, pois formas tripomastigotas sanguineas (TS) presentes no sangue permanecem
viaveis em hemoderivados estocados nos bancos de sangue. Além disso, na auséncia de
transmissdo vetorial, a transmissdo por transfusdo sanguinea e congénita ganham mais
importancia, principalmente em regides ndo endémicas, como Estados Unidos e Europa
onde h&a um grande nimero de imigrantes Latino Americanos. Nesses paises o controle
do banco de sangue para a doenga de Chagas néo é realizado, tendo sido relatados casos
recentes de transmissdo sanguinea e por transplante de orgaos (Leiby et al., 2002;
Young et al., 2007; Gascon et al., 2010).

Embora tenha sido demonstrado que as formas TM e TS sejam funcionais em
relacdo a interacdo parasito-hospedeiro e/ou invasdo da célula-alvo (Ramirez et al.,
1993) elas diferem quanto as moléculas presentes na sua superficie.

As glicoproteinas tipo mucinas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI
mucinas) purificadas das formas tripomastigotas sanguineas, mas ndo aquelas das
formas epimastigotas ou metaciclicas, iniciam potencialmente a resposta pro-
inflamatdria via citocinas e o0xido nitrico (NO), sendo 100-1000 vezes mais reativas na
indugdo de citocinas pré-inflamatorias Interleucina—12 (IL-12), Fator de Necrose

Tumoral-alfa (TNF-a) e NO por macréfagos (Camargo et al., 1997a; Camargo et al.,

2



Vieira, P.M.A. Introducédo

1997b; Almeida et al., 2000). Além disso, sabe-se que alguns glico-inositol-
fosfolipidios (GIPLs), extraidos da membrana celular de formas epimastigotas e
metaciclicas do T. cruzi, exercem funcdo supressiva na ativacdo de macréfagos e células
dendriticas, inibindo a secrecdo de TNF-a e IL-12 ( Zambrano-Villa et al., 2002).

Assim, as formas sanguineas diferem das metaciclicas, uma vez que as ultimas,
aparentemente, ndo estdo envolvidas no inicio do processo inflamatério, provavelmente
devido a diferenciagdo na composicdo génica. Este fato sugere que as formas
metaciclicas poderiam infectar células dos hospedeiros vertebrados de forma mais
silenciosa que as sanguineas.

Estudos referentes ao processo de interacdo das formas sangulineas do T. cruzi
com as células hospedeiras indicam que essas utilizam uma glicoproteina (70 —
200kDA), membro da familia das trans-sialidases, que leva & mobilizagdo de Ca**
intracitoplasmatico participando assim do processo de internalizacdo do parasito. A
glicoproteina 85 (gp85), uma molécula também pertencente a familia das trans-
sialidases, possui ligantes para laminina e fibronectina e apresenta uma intima relagdo
com PI-3K, sendo que tratamentos que visam bloquear esta interacdo diminuem
drasticamente o processo de penetracdo do T. cruzi na célula hospedeira (Todorov et al.,
2000; Yoshida, 2006).

As formas TM do T. cruzi, que apresentam elevada capacidade infectiva, ligam-se
a superficie da célula hospedeira por meio de moléculas, como as gp82; oligopeptidase
B, trans-sialidases e cruzipaina. Essas moléculas de superficie induzem a ativacdo de
proteinas tirosina kinases (PTK), acionando mecanismos de sinalizacdo celular
envolvendo a ativacdo da fosfolipase C (PLC) e, conseqiientemente, a geracdo de
fosfatidilinositol 1,4,5-Fosfato (PIPs). Estes eventos culminam na mobilizagdo de Ca?*
dos seus estoques intracelulares, provavelmente do reticulo endoplasmatico, com um
papel chave no processo de recrutamento de lisossomos e sua fusdo na membrana
celular. Além disso, gp82 induz o desagrupamento da actina auxiliando o processo de
internalizacdo muito importante para algumas células ndo fagociticas (Burleigh &
Andrews., 1995; Burleigh et al., 1997; Yoshida et al., 2000; Yoshida, 2006; Ferreira,
2006).

Aspectos relacionados a variabilidade com que as formas do T. cruzi interagem
com as ceélulas hospedeiras podem ocasionar implicacdes fundamentais na resposta
imune contra este parasito e, conseqlientemente, na evolucdo clinica da doenca de

Chagas.
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Os mecanismos especificos envolvidos no estabelecimento/manutencdo das
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas sdo complexos. Ainda ndo € possivel
explicar como alguns individuos desenvolvem formas graves da doenga bem como a
heterogeneidade das manifestacdes clinicas presentes nos mesmos. Acredita-se que as
manifestacdes patoldgicas tanto na fase aguda, quanto na fase crénica da doenca sejam
conseqiiéncia de mecanismos multifatoriais relacionados ao parasito e ao hospedeiro.

Dentre os fatores relacionados ao parasito, analises em camundongos revelaram
que a variabilidade das cepas, 0 tropismo, a antigenicidade e o nimero de parasitos
inoculados sdo aspectos relevantes (Vago, 2000). Em relacdo ao hospedeiro, é
importante ressaltar o estado nutricional, a faixa etaria, o sexo e, especialmente, as
caracteristicas genéticas e imunolégicas (Dias, 2000; Arantes et al., 2007; Campbell et
al., 2004).

A resposta imune durante a infeccdo inicial pelo T. cruzi ndo é completamente
compreendida, apesar da sua funcdo crucial no direcionamento das diferentes formas
clinicas da doenga cronica. Fatores celulares e moleculares inerentes ao hospedeiro
estdo envolvidos na resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi seja in vivo ou in Vvitro,
destacando-se a producdo de quimiocinas, citocinas e NO (Vespa et al., 1994; Villalta et
al., 1998; Scianni, 2001). A ativacdo precoce do sistema imune inato esta envolvida,
aparentemente, na resisténcia do hospedeiro ao T. cruzi. A estimulagdo da sintese de IL-
12 e TNF-a pelos macrofagos ativam as células natural killers (NK) que passam a
produzir Interferon-gama (IFN-y), favorecendo a diferenciacdo dos linfocitos T no
fendtipo Thl, que consiste na principal populagdo celular produtora de IFN-y. Os
macrofagos ativados pelo IFN-y e TNF-a irdo produzir NO, um dos principais
responsaveis pelo controle da replicacdo do parasito na fase aguda da doenca (Holscher
et al., 1998; Kumar & Tarleton, 2001; Michailowsky et al., 2001).

No contexto da imunomodulacdo, diferentes citocinas sdo importantes para
determinar a morbidade da doenca de Chagas. Trabalhos sugerem uma correlagéo entre
a producdo de IFN-y e o desenvolvimento de doenca cardiaca grave e o papel da IL-10
no controle da imunopatologia (Bahia-Oliveira et al., 2000; Gomes et al., 2003).

Diante do exposto acima, observa-se que diferentes mecanismos relacionados a
resposta imune tém sido propostos e apresentados como elos no
estabelecimento/manutencdo das diferentes formas clinicas na fase crénica da doenca de

Chagas. Além disso, as diferentes formas infectantes do T. cruzi apresentam
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caracteristicas peculiares que implicam em respostas imunes diferenciadas em analises
in vitro.

Nesse sentido, o estudo da infeccdo de camundongos por diferentes formas
infectantes da cepa Berenice-78 do T. cruzi no decorrer da fase aguda da infeccéo, ira
possibilitar uma melhor compreensdo dos mecanismos relacionados a patogénese da
doenca de Chagas. Além disso, devido ao fato de que a infeccdo transfusional e
congénita em paises ndo-endémicos é reconhecido como um sério problema, é
importante saber qual o impacto da infeccdo por formas sanguineas no curso da
doenca. Portanto, neste trabalho serdo avaliados parametros relacionados as alteracfes
imunolégicas que ocorrem no sangue periférico bem como a investigacdo do panorama
de citocinas intracitoplasméticas de esplendcitos, simulando a transmissdo vetorial
(infeccdo pelas formas TM) e transfusional (infeccdo pelas formas TS ou qualquer
mecanismo de transmissdo que envolva essas formas). Espera-se com isso obter uma
melhor compreensdo de como a fonte do in6culo poderd interferir na interacéo inicial
T. cruzi/hospedeiro e, consequentemente, direcionar o desenvolvimento das diferentes

formas clinicas observadas na doenca de Chagas.
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2.1 - Aspectos gerais da doenca de Chagas

No Brasil, a doenca de Chagas € a quarta causa de morte entre as doencas infecto-
parasitarias, ocorrendo em uma area de trés milhdes de quildmetros quadrados.
Aproximadamente 2.450 municipios estdo envolvidos, abrangendo uma populagédo de
mais de 28 milhGes de pessoas expostas ao risco de contaminacdo e uma populagéo de
cinco milhdes de individuos infectados (Dias et al., 1997). Nos ultimos anos foram
notificados mais de 470 casos de infeccdo aguda, quase 90% deles ocorreram na
Amazonia Legal, sendo 75% no Para (Brasil, s.d.). Historicamente caracterizada como
uma doenca dos pobres e de populacGes rurais as recentes migragdes disseminaram a
infecgdo pelo T. cruzi para as cidades da América Latina e outros paises ndo latinos
(Gurtler et al., 2003; Gascon, 2005).

A principal forma de controle da doenca faz-se através de acBes de combate
quimico sistematico aos insetos vetores e/ou melhorias habitacionais, complementadas
por rigorosa selecdo de doadores de sangue. No final do dltimo século, ficou
comprovado que medidas sistematicas de controle e vigilancia epidemioldgica, em areas
endémicas, podem levar a eliminacdo da maioria das populac6es de vetores domésticos,
contribuindo para a interrupcao da transmissao da doenca. O impacto social do controle
da doenca pode agora ser demonstrado pela redugdo ou até mesmo o desaparecimento
de casos agudos e de novas infeccdes em individuos mais jovens no Brasil (Dias et al.,
2002).

O T. cruzi apresenta trés estagios morfologicos distintos. O primeiro estagio
morfolégico se encontra no hospedeiro invertebrado onde as formas epimastigotas e TM
podem ser observadas. Os dois estagios finais do parasito podem ser vistos no
hospedeiro vertebrado, onde as formas TS e amastigotas podem ser visualizadas. Ao se
alimentar do sangue de mamiferos infectados pelo T. cruzi, o triatomineo pode ingerir a
forma TS do parasito. No estdbmago do inseto, as formas tripomastigotas sanguineas se
transformam nas formas epimastigotas (ndo-infectivas) e seguem para o intestino onde
se reproduzem extracelularmente por divisdo binaria simples. Uma vez alcancado o
reto, as formas epimastigotas se diferenciam em formas TM que sdo eliminadas nas
fezes durante o repasto sangliineo. Essas formas apresentam distintas maneiras de
infeccdo podendo penetrar pelo local da picada ou pela mucosa, infectando as células do
sistema mononuclear fagocitario (SMF). As formas metaciclicas infectam as células

hospedeiras e se transformam em amastigotas, dando inicio a uma série de replicagdes.
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Apbs varios ciclos de multiplicacdo as formas amastigotas se diferenciam em TS, que
sdo liberadas no intersticio e na corrente sangliinea prontas para infectar outras células
hospedeiras e dar inicio a novas replicagdes, disseminando a infecgcdo para diferentes
tecidos e oOrgdos (Andrade & Andrews, 2005; Stuart et al., 2008). Sendo esse o
mecanismo de transmisséo vetorial.

A doenca de Chagas humana é caracterizada por duas fases distintas. A fase
aguda, que dura aproximadamente de dois a quatro meses, é geralmente assintomatica,
entretanto, os sinais e sintomas quando presentes sdo mais freqlientemente relacionados
ao estado imunologico do hospedeiro. Essa fase é caracterizada por elevada parasitemia
e parasitismo tecidual, processo inflamatorio intenso, quadro toxémico febril e clinico
fugaz (Golgher & Gazzinelli, 2004). Nessa fase, as principais lesdes ocorrem no tecido
cardiaco e a intensidade dessas lesdes estd diretamente relacionada aos niveis de
parasitemia e a carga parasitaria tecidual (Parada et al., 1997).

Apos a fase aguda, inicia-se a fase cronica da doenca, que se perpetua por toda a
vida do hospedeiro. A evolugédo da fase aguda para a fase cronica, que pode durar de
poucas semanas a meses, € acompanhada pelo gradativo desaparecimento das
manifestacdes clinicas, diminui¢do da parasitemia e elevacdo de anticorpos especificos
da classe Imunoglobulina G (IgG). Nessa fase os niveis de parasitemia tornam-se
subpatentes, devido ao controle da proliferacdo do parasito pelo sistema imune.
Entretanto, as sequelas das lesdes desenvolvidas na fase aguda podem ter consequiéncias
patofisioldgicas na fase cronica da doenca (Andrade, 1991). A maioria dos individuos
(70%) permanece na forma indeterminada da doenga caracterizada pela auséncia de
alteracbes nos exames eletrocardiograficos e radioldgicos do térax e abdémen. Porém,
alguns individuos, cerca de 20 a 30%, desenvolvem lesdes irreversiveis no sistema
nervoso autbnomo cardiaco (forma cardiaca), esdfago e/ou coélon (forma digestiva),
sendo essas as formas clinicas da doenca de Chagas (Moncayo, 2003).

Dentre as formas sintomaticas, a cardiomiopatia, caracterizada por fibrose
miocérdica e cardiomegalia, € a manifestacdo clinica mais comum, com elevados
indices de mortalidade decorrente de insuficiéncia cardiaca congestiva ou arritmia
(Higuchi et al., 2003). Alguns pacientes chagasicos podem apresentar, associado ou ndo
a forma cardiaca, uma destruicdo dos ganglios do sistema nervoso enterico
caracterizando os "megas”, que apresentam uma diversidade de sintomas clinicos,
variando desde uma leve dificuldade durante a degluticdo (mega-esdfago) a severas

dilatacbes das estruturas intestinais (mega-célon). Embora grande parte dos casos
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crénicos apresente uma evolucdo lenta e benigna, uma parcela significativa de
individuos véem a oObito devido a problemas cardiovasculares (Rocha et al., 2007). Na
América Latina, a doenca de Chagas representa a primeira causa de lesdo cardiaca em
jovens e adultos em idade economicamente produtiva (Moncayo, 2003). Fatores como a
cepa do parasito, o tropismo tecidual, a carga parasitaria, 0 tempo de infeccdo, a
natureza da resposta imune e a genética do hospedeiro sdo fatores diretamente

envolvidos na evolucdo dessa doenga.

2.2 - Imunopatologia da doenca de Chagas

Os aspectos anatomopatoldgicos das fases da doenca de Chagas sdo conhecidos e
estudados, mas ainda ndo se sabe como ocorre a mudanca de uma fase para outra, o que
leva a crer que essa mudanca é caracterizada por um processo patoldgico complexo e
pouco entendido.

Logo apds a entrada do parasito no tecido inicia-se o recrutamento dos leucocitos
para o local da infeccdo. A migracdo dessas células depende da producdo local de
citocinas e quimiocinas, do aumento da expressao dos seus receptores e das moléculas
de adeséo.

Os eosinofilos sdo células presentes em grande ndmero no sangue e tecidos de
pacientes chagasicos da fase cronica. No miocardio de pacientes chagasicos, Molina &
Kierszenbaum demonstraram a presenca de depdsitos de uma neurotoxina derivada de
eosindfilos bem como a presenca de eosindfilos ativados. Esses mesmos autores
também observaram uma correlacdo entre os niveis de eosinofilos e a severidade das
lesbes inflamatdrias no miocardio e musculatura esquelética. O papel desse granuldcito
na lesdo de cardiomidcitos infectados pelo T. cruzi foi também sugerido a partir de
estudos in vitro, com co-cultura de cardiomiocitos e eosinofilos (Molina &
Kierszenbaum, 1988a; Molina & Kierszenbaum, 1988b; Molina & Kierszenbaum,
1989a; Molina & Kierszenbaum, 1989b).

Os macrofagos tém papel essencial no controle da infeccdo. Essas células
secretam uma variedade de mediadores quimicos e citocinas que regulam diferentes
compartimentos do sistema imunologico. Eles capturam, processam e apresentam
antigenos para as células T e sdo uma fonte de moléculas co-estimulatérias para a
ativacdo destas células. Entretanto, elas podem desempenhar um papel duplo na

infeccdo pelo T. cruzi, ora servindo como células efetoras da resposta imune frente ao
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parasito, ora como celulas hospedeiras responsaveis pela multiplicacdo e diferenciacao
do mesmo (Nogueira et al., 1982). A ativacdo dos macrofagos representa um evento
relevante da imunidade inata na resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi. O processo de
fagocitose mediado por macréfagos é capaz de ativar a producdo de uma série de
citocinas inflamatorias, tais como 1L-12 e TNF-a, que contribuem para producdo de
IFN-y por células NK. A producdo de IFN-y leva a reducdo da parasitemia e
mortalidade, promovendo a estimulacdo de macrofagos e a producdo de metabdlitos
toxicos para o parasito (Holscher et al.,1998). Além disso, a regulacdo da expressao de
quimiocinas e de IFN-y associados ao decréscimo do parasitismo nos tecidos pode ser
responsavel pelo controle da inflamagdo e imunopatogenia observados nos tecidos
cardiacos na infeccdo experimental pelo T. cruzi (Talvani et al., 2000).

As células NK parecem ter um papel importante na infeccdo pelo T. cruzi, tendo
sido demonstrado que durante a infeccdo ocorre um aumento precoce e significante na
atividade dessas células (Hatcher & Kuhn, 1982). Cardillo et al. (1996) observaram que
nos estagios iniciais da infeccdo, as células NK, através da producdo de IFN-y,
promoveriam a ativacdo de macrdfagos para a destruicdo intracelular do parasito.
Assim, as células NK seriam as principais produtoras de IFN-y nesta fase da infeccdo
(Galvdo da Silva & De Almeida Abrahamson, 2001). Além disso, as células NK
representam uma importante ponte entre a imunidade inata, que opera com limitada
especificidade e eficiéncia, e a imunidade inata, caracterizada pela expansdo de
linfocitos especificos para os antigenos de T. cruzi.

Além de tipos celulares cléssicos da imunidade inata, varios autores relatam que
os cardiomidcitos estdo ativamente integrados na resposta inflamatéria durante a
infeccdo pelo T. cruzi, liberando NO, citocinas e quimiocinas, que, por sua vez,
poderiam atrair os leucécitos inflamatorios para o controle local da replicacdo
intracelular do parasito. Foi demonstrado que o tecido cardiaco de ratos infectados pelo
T. cruzi expressam IL-6, IL-1B, TNF-o e a enzima Oxido nitrico sintase induzida
(iNOS) (Chandrasekar et al., 1998). Coragdes de camundongos infectados pelo T. cruzi
também apresentaram mRNA da enzima iNOS e de citocinas pré-inflamatérias (Zhang
e Tarleton, 1996).

O papel das subpopulacgdes de linfocitos T € extremamente discutido, tanto nos
mecanismos imunorregulatorios quanto na génese das lesdes resultantes da infeccao

experimental ou humana pelo T. cruzi. O papel fundamental dos linfécitos T CD8" no
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controle da infeccdo ja foi observado por varios estudos que demonstraram que
camundongos nocautes para as células CD8" ndo foram capazes de sobreviver a
infeccdo (Tarleton et al., 1994). Células T CD8" constituem a populacdo celular
presente em maior namero no coracdo de pacientes chagasicos cronicos com
cardiomiopatia (Higuchi et al., 1997). A reacdo inflamatoria depende de linfocitos T
sensibilizados tendo em vista que em camundongos atimicos infectados pelo T. cruzi, a
despeito de um intenso parasitismo tecidual, ndo apresentam resposta inflamatoria
cardiaca (Gongalves-da-Costa et al., 1984). Baseado nessas observacdes sugere-se que
mesmo a miocardite da fase aguda é dependente de linfécitos T sensibilizados contra
antigenos do T. cruzi (Ribeiro dos Santos & Rossi, 1985). Considerando o papel
funcional dos linfocitos T CD8" no infiltrado inflamatorio cardiaco, ha uma correlagio
positiva entre o nimero de células expressando IFN-y e as células T CD8" em pacientes
chagasicos que apresentaram sucesso no controle do parasitismo (Reis et al., 1997).
Além disso, o papel das células T CD8" produtoras de IFN-y no controle da infeccéo
pelo T. cruzi tem sido demonstrado em modelos experimentais (Martin & Tarleton,
2004; Tzelepis et al., 2007).

Silverio et al. (2010) demonstraram que camundongos nocautes para linfocitos T
CD8" expressando perforina tiveram menores lesdes e disfuncdes cardiacas. Além
disso, outros autores também observaram que células T CD8" de lesbes cardiacas e
digestivas expressam moléculas citoliticas, como a Granzima A (Higuchi et al., 1997;
da Silveira et al., 2007). Deste modo, essas células também seriam responsaveis por
dano aos cardiomidcitos, favorecendo o desenvolvimento de lesdes nesse tecido.

Células T CD8" especificas para o T. cruzi proliferam na auséncia de células T
CD4" e desempenham funcéo similar a elas, porém os linfécitos CD8" falham em conter
a parasitemia e o parasitismo tecidual (Padilla et al., 2007). Alguns estudos tém
confirmado que a deficiéncia de células CD4" leva a uma reducdo global da resposta
imunoldgica do hospedeiro e conseqliente aumento de parasitismo tecidual,
provavelmente porque linfécitos T CD4" promovem a ativagdo de macréfagos e a
proliferacdo de linfocitos T CD8" e B (Rottenberg et al., 1995; Gongalves da Costa et
al., 2002).

Evidéncias experimentais indicam que durante a infeccdo pelo T. cruzi, existe
uma reducdo da resposta proliferativa de linfécitos, relacionada ao aumento da taxa de
apoptose de linfocitos T CD4" (Lopes et al., 1999). A possibilidade de que o T. cruzi
utilize a ativacdo preferencial da resposta Th2 como mecanismo de escape ja foi
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sugerida, contribuindo desta forma para um desequilibrio das subpopulaces de
linfocitos T auxiliares (Cunha-Neto et al., 1995).

A infecgdo de camundongos pelo T. cruzi, resulta na ativagdo policlonal de células
B durante a fase aguda da infeccdo (Minoprio et al., 1989) e essas células parecem ter
papel importante na ativacdo de linfécitos T. Cardillo et al., (2007) demonstraram a
participacdo dos linfocitos B na regulacdo do padrdo da resposta imune por células T
durante a infecgdo pelo T. cruzi. Os autores observaram que camundongos nocautes
para células B apresentavam menores quantidades de citocinas inflamatdrias e menores
porcentagens de células T CD8" ativadas e de memoria no infiltrado inflamatorio
cardiaco em relacdo a camundongos selvagens. A auséncia de células B esta ainda
associada a menor capacidade de mobilizacdo de células inflamatorias para os tecidos
infectados, provavelmente resultando no aumento do parasitismo tecidual, sugerindo
deste modo que as células B modulam os linfécitos T para uma resposta do tipo 1
durante a fase aguda da infeccéo.

As citocinas possuem importante papel no controle da replicagéo do parasito e na
resposta imune em animais infectados. Na doenca de Chagas, dados da literatura
demonstram que citocinas inflamatorias sdo essenciais durante a fase aguda da infecgéo
e sao produzidas em niveis elevados na fase cronica, possivelmente pela exposicdo ao
parasito por um longo periodo (Ribeirdo et al., 2000; Abel et al., 2001; Ferreira et al.,
2003). As citocinas IFN-y e IL-10 foram dosadas em animais susceptiveis e resistentes a
infeccdo com as cepas Tulahuen, CL e Brasil, sendo observado que a producgéo de IFN-
y foi similar entre as linhagens resistentes e susceptiveis. No entanto, a producéo de IL-
10 foi maior nos animais susceptiveis, infectados com as cepas Tulahuen e CL (Reed et
al., 1994; Minoprio et al., 1993) e nos animais resistentes infectados com a cepa Brasil
(Zhang e Tarleton, 1996). Estes estudos mostraram que nos animais infectados com o T.
cruzi, ndo ocorre uma resposta polarizada, com padréo de producéo de citocinas do tipo
Th1l ou Th2. Sugerindo um mecanismo alternativo de regulacdo, a IL-10 bloqueia a
estimulagdo das células NK, e a diferenciacio do ThO para Thl, ocorrendo a
predominancia da resposta Th2. O TNF-a age sinergicamente com IFN-y controlando o
crescimento do parasito.

O IFN-y é uma citocina que tem sido citada em diferentes modelos experimentais
como um dos principais fatores na destruicdo do parasito. Em modelo experimental

utilizando C57BL/6 foi observada a presenca de IFN- vy no inicio da infeccdo, sendo a
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citocina predominante do décimo quinto ao trigésimo dia, enquanto que, em 60 dias, 0
balanco entre Thl e Th2 foi invertido em favor de Th2 com a producéo de IL-4 e IL-10.
Animais resistentes a infecgdo utilizam-se inicialmente das citocinas do perfil Thl, mas
as citocinas do perfil Th2 aparecem em um momento mais tardio (Talvani et al., 2000).

Existe também uma variagdo na producdo de IFN-y em diferentes modelos
murinos relacionada a resisténcia que estes animais apresentam a infeccdo pelo T. cruzi.
Camundongos BALB/c infectados com cepa Talahuén do T. cruzi apresentam uma
parasitemia precoce. As células do baco destes animais liberam IFN-vy na segunda
semana de infec¢do, enquanto que camundongos C3H/He, resistentes a infeccdo,
produzem IFN-y dois dias apds serem infectados (Antinez & Cardoni, 2001).

Alguns trabalhos demonstraram que a alta expressdo de citocinas proé-
inflamatorias, especialmente IFN-y e TNF-a, estd associada com a progressdo da
severidade da lesdo cardiaca (Gomes et al., 2003; Talvani et al., 2004). Entretanto,
estudos realizados por Laucella et al. (2004) indicaram uma correlacdo negativa entre a
expressdo de IFN-y e a cardiomiopatia. Deste modo, a participacdo do IFN-y no
desenvolvimento da leséo cardiaca ainda é controversa. Por outro lado, dados recentes
da literatura demonstram que mondcitos de pacientes com a forma indeterminada
apresentam maior expressao da citocina IL-10 apds exposicdo ao parasito, enquanto que
monacitos de pacientes da forma cardiaca submetidos ao mesmo tratamento expressam,
preferencialmente, TNF-a. (Souza et al., 2004). Outros autores também observaram a
alta expressao de IL-10 por células de pacientes da forma indeterminada (Gomes et al.,
2003). Assim, pode-se especular que individuos que permanecem assintomaticos sao
capazes de reduzir o nimero de parasitos no inicio da infeccdo, regulando a resposta
imune e limitando o desenvolvimento das lesdes. Por outro lado, individuos que
desenvolverdo a forma cardiaca, apesar de conseguirem controlar o parasitismo, nao sdo
capazes de produzir uma resposta imunoreguladora, o que possibilita o estabelecimento
de uma inflamagé&o persistente.

Cardiomidcitos de ratos neonatos expressam Toll Like Receptor 2 (TLR2), TLRS3,
TLR4 e TRL6 (Frantz et al.,1999). O TLR2 é responsavel pelo reconhecimento das
ancoras de glicofosfatidilinositol derivadas de T. cruzi, sendo sua dimerizagdo com
TLR6 ou TLR1 fundamental para sua ativacdo (Ozinsky et al., 2000; Campos et al.,
2001). A ligacdo com TLR 2 dispara a cascata de transducdo sinal que promovera a

ativagcdo do fator de transcrigdo nuclear k3 (NF-kf) e, consequentemente, a resposta
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celular pré-inflamatoria. A ativacdo de NF- xp promove transcri¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-12, IL-1B (Interleucina 1B), IL-6 (Interleucina 6) e da
enzima iNOS, responsavel pela producdo de NO (Campos et al., 2001). Oliveira et al.
(2004), ao estudarem a funcdo de TLR-4 na doenca de Chagas, constataram que
camundongos deficientes para este receptor sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo
T. cruzi, apresentando elevada parasitemia e taxa de mortalidade. Isso se deve a falha na
interacdo de GIPLs do parasito com o0s receptores TLR-4 presentes em mondcitos,

indicando sua importancia na ativacdo da resposta imune protetora.

2.3 - Participacao do baco na infec¢éo pelo T. cruzi

Localizado no abdémen, diretamente abaixo do diafragma e conectado ao
estdbmago, o baco € o maior filtro de sangue do corpo humano, composto por dois
compartimentos distintos morfologicamente e funcionalmente, a polpa vermelha e a
polpa branca (Steininger & Barth, 2000).

A polpa vermelha é um filtro de sangue que remove material estranho e
danificado. Também ¢ local para estoque de ferro, eritrécitos e plaquetas. A estrutura
especializada do sistema venoso da polpa vermelha da a esta area sua capacidade Unica
de filtrar o sangue e remover velhos eritrocitos.

A funcdo linféide é exercida na polpa branca. Esta é subdividida em bainha
linféide periarteriolar (PALS), foliculos e zona marginal, composta de linfocitos,
macrofagos, células dendriticas e plasmdcitos. A correta organizagdo e manutencédo da
polpa branca € controlada por quimiocinas especificas que atraem as células T e B aos
seus respectivos dominios, estabelecendo zonas especificas dentro da polpa branca. As
PALS sdo as zonas de células T, nesta regido os linfocitos T interagem com as células
dentriticas e sofrem estimulacdo antigénica. Os foliculos séo as regifes das células B
que estdo interligados as PALS e sdo tipicamente encontrados em regides de bifurcagédo
das arteriolas centrais. Além disso, eles podem conter centros germinais, que se formam
apos estimulacdo antigénica.

A organizacdo e imunofisiologia da polpa branca € extremamente similar a
estrutura e funcdo dos linfonodos. Uma importante diferenca € a maneira pela qual os

linfocitos entram nos dois orgéos linfoides. Nos linfonodos, a maioria dos linfocitos tem
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acesso pelas veias endoteliais altas e vasos linfaticos aferentes enquanto que o0 acesso ao
baco se da pela zona marginal (Mebius & Kraal, 2005).

Os foliculos estdo cercados por uma borda de linfocitos e macréfagos, chamados
de zona marginal. Esta zona possui a funcdo de escanear a circulagcdo sistémica a
procura de antigenos e patdgenos atuando efetivamente no processamento antigénico.
Nessa area ha um grupo Unico de macréfagos denominados metalofilicos importantes na
eliminagdo de microorganismos e virus.

Acrtéria esplénica aferente

\eia coletora

Sinus venoso
Cordoes

Cépsula e Trabecula

Arteriola central
Foliculo
Zonade células T

Zona marginal

Figura 1: Estrutura do baco (Melbius & Kraal, 2005)

Diversas alteracbes do sistema imune sdo observadas durante a fase aguda da
infeccdo pelo T. cruzi. Nos orgdos linféides secundarios, alguns autores tém relatado
esplenomegalia e linfadenopatia, com ativagdo policlonal persistente de linfcitos T e B
(Minoprio, 2001; Brener & Gazinelli, 1997). Além disso, linfocitos T ativados de bago
de camundongos infectados pelo T. cruzi secretam IFN-y, IL-4 e IL-10, sugerindo um

perfil misto (Thl e Th2) de producéo de citocinas neste 6rgdo (Silva et al., 2005).
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3.1 - Objetivo Geral

Avaliar as alteracOes relacionadas aos parametros imunolégicos celulares durante
a fase aguda da infeccdo experimental de camundongos por formas tripomastigotas

metaciclicas ou sangiineas da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi.

3.2 - Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar a curva de parasitemia, periodo pré-patente, periodo patente e a taxa
de mortalidade;

3.2.2. Investigar o perfil hematoldgico;

3.2.3. Identificar o fenédtipo das células mononucleares do sangue periférico;

3.2.4. Analisar o perfil fenotipico das células mononucleares do baco;

3.2.5. Avaliar o padrdo de citocinas (TNF-a, IFN-y e IL-10) produzidas in vitro por

células do baco;

3.2.6. Avaliar as alterac@es histopatoldgicas cardiacas e esplénicas.
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4.1 - Animais

Foram utilizados 140 camundongos Swiss, 30 dias de idade, machos, nascidos na
Maternidade do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CCA - UFOP).

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais: infectado com
formas TM e infectado com formas TS. O Fluxograma 1 apresenta a distribui¢cdo dos
animais nos dois grupos experimentais descritos acima. Outros fluxogramas derivados
desse irdo ser mostrados ao longo da descricdo da metodologia e explicitam o nimero
de camundongos em cada grupo, para cada etapa do trabalho, levando em conta a
metodologia aplicada em cada momento.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 0s principios éticos
preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto
(Protocolo n° 2008/12).

| Camundongos Swiss (n = 140) |

™
(n=70)

Fluxograma 1 - Distribuicdo dos animais nos dois grupos experimentais TM: infectado
com formas tripomastigotas metaciclicas e TS: infectado com formas tripomastigotas
sanguineas.

4.2 - Infecgo pelo T. cruzi

Os animais foram inoculados com 5 x 10° formas tripomastigotas metaciclicas ou
sanglineas da cepa Berenice-78 do T. cruzi, pela via intraperitoneal. As formas
sanguineas foram obtidas de camundongos infectados pela cepa Be-78 (T. cruzi Il), por
via intraperitoneal. Essa cepa é mantida por nosso laboratorio através de passagens
quinzenais em camundongos Swiss. As formas metaciclicas desta mesma cepa foram

obtidas de ninfas de Triatoma infestans provenientes da colonia de triatomineos do
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Laboratorio de Doenca de Chagas (UFOP), alimentadas em camundongos infectados

pela mesma cepa.

4.3 - Curvas de parasitemia

Para determinag&o da parasitemia os camundongos foram avaliados diariamente a
partir do 4° dia ap6s a infeccdo (DAI) até a negativacdo do exame, por cinco dias
consecutivos, segundo a metodologia de Brener (1962), sendo realizado um
experimento em duplicata da mesma com cinco animais em cada grupo (Fluxograma
I1). Cinco pL de sangue da veia caudal dos camundongos foram analisados diariamente
ao microscépio éptico e a curva de parasitemia plotada para cada grupo experimental
empregando a média diaria da parasitemia detectada nos animais. Essa foi expressa em
nimero de tripomastigotas sanguineos por 0,1mL de sangue. O periodo pré-patente,

periodo patente e 0 pico maximo de parasitemia foram determinados.

4.4 - Taxa de mortalidade

Os animais utilizados para a determinacdo da curva de parasitemia foram
acompanhados diariamente até o 42° DAI sendo a mortalidade registrada e expressa em

porcentagem cumulativa (Fluxograma I1).
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| Camundongos Swiss (n = 20) I

™
(n=5)

™
(n=5)

Parasitemia e taxa de mortalidade
(Diariamente)

Fluxograma 2 - Animais utilizados para determinacdo da curva de parasitemia e taxa
de mortalidade. Experimentos realizados em duplicata.

4.5 - Coleta de sangue

Trezentos microlitros de sangue de cada animal de cada grupo foram coletados do
plexo orbital no periodo que antecedeu a infecgdo (0) e aos sete, 14, 28 e 42 DAI para a
realizacdo do hemograma (150pl) e imunofenotipagem (150pl), tendo sido realizado um

experimento em duplicata de toda essa etapa (Fluxograma I11).

4.5.1 - Hemograma

O perfil hematoldgico do sangue dos camundongos foi determinado no periodo
que antecedeu a infeccdo (0) e aos sete, 14, 28 e 42 DAI utilizando-se o contador
hematoldgico veterindrio automatico (BC-2800VET, Mindray). Foram avaliadas as
séries vermelha (hemécias, hemoglobina e plaquetas) e branca (linfocitos, mondcitos e

granulocitos).
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4.5.2 - Imunofenotipagem do sangue periférico

Dentre os pardmetros imunolégicos avaliados, foi realizada a caracterizacdo do
perfil fenotipico das células do sangue periférico. Em tubos de poliestireno 12x75mm,
foram adicionados 2uL do anticorpo.

Foi utilizado o anticorpo monoclonal especifico para o marcador de superficie
celular de interesse conjugado com fluorocromo (Tabela 1). Para cada tubo com
anticorpo monoclonal, foram adicionados 25uL de sangue periférico total coletado em
EDTA. Ap6s homogeneizacdo em vortex, as preparagdes foram incubadas por 30
minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram
submetidas a lise dos eritrdcitos, utilizando 2mL de solucdo de lise diluida 10 vezes em
agua destilada. Apds homogeneizacdo em vortex, as preparagdes foram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente e entdo submetidas a centrifugacdo (1300rpm, 7
minutos a 18°C). O sobrenadante foi descartado, os leucécitos foram lavados com 3mL
de PBS (pH7,4), e centrifugados como descrito anteriormente. Finalmente, os leucécitos
foram fixados com 200uL de solucdo fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1 % de
cacodilato de sodio, 6,67g/L de cloreto de sodio, pH 7,2). Ap6s um periodo de pelo
menos 15 minutos a 4°C, os parametros fenotipicos e morfométricos das células
presentes em cada tubo foram determinados no citdmetro de fluxo (FACScalibur® —
Becton Dickinson). O programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisi¢do de dados e

para a analise dos resultados empregando diferentes estratégias.

Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise
de populaces celulares.

~ Anticorpos  Fluorocromo  Fabricante ~ Clone  Fenétipo alvo no estudo
Anti-CD4 FITC Caltag RM4-5 Linfocitos T auxiliares
Anti-CD8 FITC Caltag 5H10 Linfécitos T citotoxicos
Anti-CD19 FITC Caltag 6D5 Linfocitos B
Anti-CD49b FITC Pharmingen DX5 Células NK
Anti-Mac-3 FITC Pharmingen M3/84 Mondcitos/Macrofagos
Anti-lgG2a FITC Caltag - Controle de isotipo

22



Vieira, P.M.A. Material e Métodos

Camundongos Swiss (n = 20) |

™
(n=53)

™
(n=5)

Hemograma
Dias 0,7, 14, 28 e 42 apds a infecgdo

Imunofenotipagem das células do sangue periférico
(CD4*,CD8*, CD19*, CD49b* e Mac-3*)
Dias 0,7, 14, 28 e 42 ap6s a infeccdo

Fluxograma 3 — Avaliacdes realizadas no periodo que antecedeu a infeccéo (0) e aos 7,
14, 28 e 42 dias apdés a infeccdo para determinacdo cinética do hemograma e
imunofenotipagem das células mononucleares do sangue periférico. Experimentos
realizados em duplicata (n=5 em cada grupo).

4.6 - Avaliacdo fenotipica de células esplénicas de camundongos in vitro

Cinco animais de cada grupo foram eutanaziados por deslocamento cervical, no
periodo que antecedeu a infeccdo (0) e no 7°, 14°, 28° e 42° DAI para a coleta do bago

para a realizacdo da cultura dos esplendcitos (Fluxograma 4).

4.6.1 - Cultura de células esplénicas

As suspensdes de células do baco foram preparadas de acordo com o método
descrito por Taylor et al. (1987). O 6rgdo foi retirado e colocado em um macerador de
tecido de vidro com 10 ml de RPMI. Posteriormente, apos a retirada dos debris, a
suspensdo celular foi transferida para um tubo cénico de 15 ml e centrifugada a 1200
rpm por 7 minutos.

Aliquotas de células esplénicas (1 x 10’/mL) foram incubadas na presenca apenas

de meio de cultura RPMI por 12 horas em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C.
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Apobs a retirada dos tubos da estufa, adicionou-se Brefeldina A (BFA) (10 pg/ml,
Sigma) com posterior incubagdo por 4 horas. Utilizou-se a BFA para inibir a secregéo
da citocina, mantendo-a no interior do complexo de Golgi. Ao término da incubacdo, as
culturas foram tratadas com 200ul acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (Sigma),
numa concentracdo final de 20mM, e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente.
O EDTA bloqueia o processo de ativagdo posterior das células e garante a obtencdo de
resultados padronizados. Posteriormente ao tratamento com EDTA, as células foram
lavadas com 3 mL de tampdo de lavagem — PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5%
albumina sérica bovina — BSA e 0,1% de azida sodica), e centrifugadas a 1200 rpm
durante 7 minutos a 18°C. Apds a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em 2
mL de PBS-W. Em seguida, as amostras foram incubadas com anticorpos anti-
moléculas de superficie (CD4, CD8, CD19, CD49b e Mac-3 — Tabela 1) por 30 minutos
ao abrigo da luz. Apds a etapa da identificacdo das populagdes celulares, procedeu-se a
lise dos eritrocitos e a fixacdo dos leucdécitos pelo tratamento com 2mL de solucdo de
lise diluida 10 x em &gua destilada por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apds a fixacdo, a suspensao de leucdcitos foi centrifugada a 1200 rpm durante 7
minutos a 18°C, o sobrenadante descartado e as células permeabilizadas com 2mL de
solugdo permeabilizante — PBS-P (PBS-W e 0,5% de saponina — Sigma), por 10
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s a permeabilizacdo, as
suspensdes de leucocitos foram centrifugadas a 1200 rpm durante 7 minutos, o
sobrenadante descartado e as células lavadas com 3mL de PBS-W. Em seguida, as
células foram ressuspendidas em PBS-W. Apo6s a ressuspensdo das células, procedeu-se
a marcagdo das citocinas intracitoplasmaticas em placas de 96 pocos e fundo em “U”.
Para isso, aliquotas de 30uL das suspensdes celulares foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz na presenca de 20uL da suspenséo de anticorpos
anti-citocinas conjugados com o fluorocromo PE (anti-TNF-a,, anti-IFN-y e anti-IL-10,
- Tabela 2) e previamente diluidos a 1:50 em PBS-P estéril com 10% de soro normal de
rato. Apos a incubacdo, as células foram lavadas com 100ul de PBS-P e, em seguida,
com 200ul de PBS-W. As preparacOes celulares foram entdo fixadas em 200ul de
solucdo fixadora e estocadas a 4°C ao abrigo da luz até a sua leitura no citdmetro de

fluxo em 24 horas.
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Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados para identificagdo de citocinas
intracelulares em populacées leucocitarias.

Anticorpos Fabricante Clone Concentragdo
Anti TNF-o PE Caltag MP6-XT22 50ug/0,5ml
Anti IL-10 PE Caltag JES5-2A5 50ug/0,5ml
Anti IFN-y PE Serotec XMG1.2 0,1mg/ml
Anti 1gG1 - PE Caltag -

Camundongos Swiss (n = 50)

™
(n=25)

Cultura de esplendcitos
(CD4*, CD8*, CD19*, CD49b*, Mac-3*, IFN-y*, TNF-a.* e IL-10%)
Dias 0, 7, 14, 28 e 42 ap0s a infeccdo

Fluxograma 4 — Necropsias realizadas no periodo que antecedeu a infeccdo (0) e aos 7,
14, 28 e 42 apos a infecgdo para a realizacdo da cultura de esplendcitos (n=5 em cada
tempo).

4.6.2 - Andlise da producédo de citocinas por linfocitos

A anélise da producéo de citocinas por células NK, linfocitos T e B foi realizada
através de analise convencional. A populacdo celular de interesse (R1) (Figura 2A) foi
estabelecida para linfocitos em gréficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC). Apdls a selecdo da regido de interesse, a freqiiéncia de
populagdes celulares produtoras de citocinas, dentro de R1, foi obtida em gréaficos

bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia FL2 versus FL1 (Figura 2B).
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Figura 2: Analise da producdo de citocinas citoplasmaticas por células NK, CD4",
CD8" e CD19". (A) Gréfico de distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado para a
selecdo da populacdo de linfdcitos — R1. (B) Gréafico de distribui¢do pontual FL1 versus
FL2 utilizado para quantificar o percentual de células produtoras de citocinas em R1.
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Figura 3- Analise do controle de isotipo. (A) Grafico de distribuicdo pontual FSC
versus SSC utilizado para a selecdo da populagdo de linfocitos — R1. (B) Gréfico de
distribuicdo pontual FL1 versus FL2 utilizado para quantificar o percentual de células

produtoras de citocinas em R1.
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4.6.3 - Andlise da producédo de citocinas por macréfagos

A andlise da producéo de citocinas por macrdfagos foi feita a partir da construcdo
de gréficos de fluorescéncia FL1/anti-Mac-3 FITC versus granulosidade (SSC) e, os
macrofagos discriminados como células SSC Mac-3high (Figura 4A). Ja a analise da
expressao de citocinas por estas celulas foi determinada em gréaficos bidimensionais de
distribuicdo pontual de fluorescéncia FL1/anti-Mac-3 FITC versus FL2/anti-citocinas
(Figura 4B).

Granulosidade
TNF-a.-PE

100 101 102 103 10 1CICl 1l:l1 10 10 1D4
Mac-3- FITC Mac-3- FITC

Figura 4: Anélise da producdo de citocinas citoplasmaticas por células Mac-3. (A)
Gréafico de distribuicdo pontual FL1/anti-Mac-3 FITC versus SSC utilizado para a
selecdo da populacdo de macréfagos — R1. (B) Grafico de distribuicdo pontual FL1
versus FL2 utilizado para quantificar o percentual de células produtoras de citocinas em
R1.

4.7 - Necropsia, coleta, fixacdo e processamento do material para microscopia
Optica

Cinco animais de cada grupo foram eutanaziados, por deslocamento cervical, no
periodo que antecedeu a infecgdo (0) e no 7°, 14°, 28° e 42° DAI para a realizagdo da
necropsia (Fluxograma 5). Durante esse procedimento foram coletados o coracéo e baco
in totum que foram fixados em formol a 10% tamponado (pH 7.2). Fragmentos desses
orgdos foram processados rotineiramente e incluidos em parafina. Os blocos de parafina
obtidos foram submetidos & microtomia para a obtencdo de cortes com espessura de

quatro um. Foram confeccionadas laminas dos blocos parafinizados do coracéo e baco
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para coloracdo pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) para analise rotineira das

alteracOes histopatoldgicas.

4.7.1 — Avaliac0es histopatoldgicas

Foi realizada a anélise qualitativa do coragdo e baco. Sendo avaliada no baco a
presenca de hiperplasia da polpa branca, inflamagdo capsular e trabecular. Todos os
nucleos celulares presentes nos fragmentos do coracdo foram quantificados em 20
imagens (campos) aleatdrias (area total percorrida igual a 1,5 x 10° um?). As imagens
visualizadas pela objetiva 40x foram digitalizadas através do microscopio Leica
DM5000B com uma microcamera acoplada e do programa Leica Application Suite
(Versdo 2.4.0 R1) ambos pertencentes ao Laboratério Multiusuario do NUPEB. Para a
analise das imagens obtidas foi utilizado o programa Leica QWin V3. O processo
inflamatorio foi determinado pelo nimero de nucleos das células presentes nos animais
nédo-infectados + desvio padrdo (n = 25), os animais infectados com o T. cruzi com
valores da quantificacdo de nucleos celulares acima desta média foram considerados

com inflamacéo cardiaca.
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Camundongos Swiss (n = 50)

™
(n=25)

Avaliagéo Histolégica
Coragéo e Bago
Dias 0, 7,14, 28 e 42 ap6s a infeccdo

Fluxograma 5 — Necropsias realizadas no periodo que antecedeu a infeccdo (0) e aos 7,
14, 28 e 42 ap6s a infeccdo para a realizagdo das andlises histologicas no coragdo e
baco.

4.8 - Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental dos softwares
Minitab 13.20 para Windows (Minitab Inc., Pennsylvania, USA) e GraphPad Prism 5
(Prism Software, Irvine, CA, USA).

Para comparacao longitudinal foi realizada analise de variancia (ANOVA one-
way). Quando as alteracdes foram significativas, o teste de Tukey foi realizado para
determinar as diferencas especificas entre as médias.

Para a andlise da area sobre a curva de parasitemia foi utilizado teste T de Student

pareado.
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5.1 - Curvas de parasitemia e taxa de mortalidade

A taxa de infectividade entre os animais inoculados com as formas TM ou TS foi de
100%, enquanto a taxa de mortalidade foi de 0% ao longo dos 42 dias de avaliagdo em ambos
0s grupos. Na Figura 5 observam-se as médias das curvas de parasitemia dos animais
pertencentes aos grupos TM e TS. No grupo TM constatou-se periodo pré-patente de 8 dias,
patente de 30 dias e pico de parasitemia no 27° DPI (152.250 tripomastigotas/0,1 ml de
sangue). J& no grupo TS o periodo pré-patente foi menor (5 dias), com periodo de paténcia de
33 dias e pico de parasitemia precoce, no 15° DPI (197.875 tripomastigotas/0,1 ml de
sangue). Os animais do grupo TS apresentaram a area sobre a curva significativamente maior

(p = 0,001) quando comparados aos animais do grupo TM.
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Figura 5: Médias das curvas de parasitemia dos camundongos pertencentes ao grupo
infectado por formas tripomastigotas metaciclicas (TM, ___) ou sanguineas (TS, —_) da
cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. As resultados foram obtidos em dois experimentos
distintos, com cinco animais em cada grupo. As curvas plotadas representam a media de 10
animais por grupo.
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5.2 - Hemograma

Com o objetivo de investigar se a infec¢do por formas TM ou TS interfere no nimero
de leucdcitos circulantes, foi realizada a contagem diferencial dessas células e os resultados
estdo apresentados na Figura 6.

A infeccdo pelas duas formas infectantes promoveu um aumento nos nameros de
leucdcitos totais, mondcitos e linfécitos, no 28° e 42° DAI, para o grupo TM, e no 7° e 42°
DAI para o grupo TS. Para neutrdfilos, houve um aumento no 42° DAI nos animais
infectados por formas TM, entretanto para os animais infectados por formas TS esse aumento
ocorreu precocemente (7° DAI) sendo observado novamente no 42° DAI. Os animais do

grupo TM apresentaram eosinofilia no 28% DAI, enquanto que em TS néo foi observados

eosindfilos.
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Figura 6: Cinética dos valores absolutos do leucograma de camundongos infectados por
formas tripomastigotas metaciclicas (TM;E) ou sanguineas (TS;m) da cepa Be-78 do
Trypanosoma cruzi avaliados ao longo da fase aguda infec¢do. “a”, “b”, “c”, “d” e “e”
representam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao periodo que antecedeu a
infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apds a infecgdo, respectivamente. Os valores foram
expressos como media + desvio padrdo de dois experimentos distintos, com cinco animais em
cada grupo, representando a média de 10 animais por grupo.
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5.3 - Anélise do perfil fenotipico leucocitario do sangue periférico e do baco

5.3.1 - Células NK e mondcitos/macrofagos

Com o objetivo de caracterizar o efeito da infecgdo por formas TM ou TS sobre a
resposta imune inata ao longo da fase aguda foi realizada uma analise fenotipica das células
NK* e Mac-3* (Mondcitos/Células dendriticas) no sangue periférico e no baco. Na Figura 7
estdo representados os perfis fenotipicos das células da imunidade inata no sangue e no baco
dos diferentes grupos experimentais apresentadas como células NK* e Mac-3".

A infeccdo por formas TM ndo promoveu alteracdo no percentual dessas células no
sangue periférico ao longo dos 42 dias avaliados. Por outro lado, no 7° DAI, os animais
infectados por formas TS apresentaram um aumento no percentual de células Mac-3*
circulantes em relagéo aos outros dias avaliados.

A andlise dessas células no baco demonstrou que ocorreu uma diminui¢do das células
NK nesse 6rgdo ao longo da infeccdo por formas TM ou TS, porém essa reducdo acontece
apenas ao final da fase aguda (42° DAI) para os animais do grupo TM, enguanto nos animais
do grupo TS esse evento ocorre mais precocemente a partir do 14° DAI. Além disso,
observou-se também que a infeccdo pelo T. cruzi, independente da forma infectante utilizada,
promove um aumento nos valores percentuais de macréfagos no baco desses animais ao

longo da fase aguda.
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Figura 7: Percentual médio das células NK (CD49b") e Mac-3" no sangue periférico e no
baco de camundongos infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM,3) ou
sanguineas (TS,m) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados ao longo da fase aguda da
infecg¢do.“a”, “b”, “c”, “d” e “e” representam diferenca significativa (p < 0,05) em relagédo ao
periodo que antecedeu a infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apds a infeccdo,
respectivamente. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo de dois
experimentos distintos, com cinco animais em cada grupo, representando a média de 10
animais por grupo.
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5.3.2 - Células B, CD4" e CD8"

Para melhor caracterizar o efeito da infecgdo por formas TM ou TS na resposta imune
adquirida ao longo da fase aguda foi realizada uma analise fenotipica dos linfécitos B e das
células CD4" e CD8" no sangue periférico e no bago. Na Figura 8 estdo representados os
perfis fenotipicos das populagdes de linfécitos no sangue e no baco dos diferentes grupos
experimentais sendo apresentadas como células B (CD19%) e células CD4" e CDS8".

No sangue periférico a infeccdo por formas TM promoveu uma diminui¢cdo no
percentual de células B circulantes no 28° DAI nédo sendo observada alteracdo nas células
CD4" e CD8". Por outro lado, no sétimo DAI, os animais infectados por formas TS ja
apresentaram uma diminuicdo no percentual de células CD4" e CD8" circulantes em relagéo
ao dia 0 e, diferentemente do observado no grupo TM, ndo houve alteragdo no percentual de
celulas B.

No baco, na infec¢do por formas TM foi observado um aumento no percentual de
células B no 7° DAI acompanhado por uma reducéo no percentual dessas células no 14° e 42°
DAI. No entanto, os animais do grupo TS apresentaram uma diminuicdo significativa no
percentual dessas células apenas no 42° DAI em relagdo aos dias 0, 7 e 14. A infecgdo por
ambas as formas ndo alterou a porcentagem de células CD4" ao longo da fase aguda, no
entanto, promoveu um aumento significativo na porcentagem de células CD8" esplénicas

mais tardiamente, no 28°% e 42° DALI.
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Figura 8: Percentual médio de linfécitos B (CD19%) e células CD4" e CD8" no sangue
periférico e no baco de camundongos infectados por formas tripomastigotas metaciclicas
(TM,3) ou sanguineas (TS,m) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi avaliados ao longo da
fase aguda da infecgdo.“a”, “b”, “c”, “d” e “e” representam diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo ao periodo que antecedeu a infecgdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apo6s a infec¢éo,
respectivamente. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo de dois
experimentos distintos, com cinco animais em cada grupo, representando a média de 10
animais por grupo.
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5.4 - Citocinas produzidas pelas células mononucleares esplénicas

5.4.1 - Resposta imune inata

Com o objetivo de verificar o impacto da infeccdo por formas TM ou TS sobre o padrdo de
citocinas produzidas por células da imunidade inata e adaptativa, foi caracterizada a freguiéncia

de cada uma dessas células produtoras de TNF-o.*, IFN-y* e IL-10" no bago.

a) Células NK

A Figura 9 apresenta os resultados percentuais de células NK TNF-o*, IFN-y" e IL-10" no
baco de camundongos infectados por formas TM ou TS ao longo da fase aguda da infeccdo pelo
T. cruzi.

Os animais infectados por formas TM apresentaram um aumento no percentual de células
NK*TNF-o" no 14° e 28° DA, retornando a producio basal dessa citocina no 42° dia. Para os
animais do grupo TS o aumento da percentagem de células NK*TNF-o" ocorreu precocemente
(7° DAL).

As duas formas infectantes utilizadas neste trabalho causaram uma reducao significativa no
percentual de células NK'IFN-y" no dia 7 ap6s a infecgdo. No entanto, os animais do grupo TM
apresentam um aumento percentual dessas células no 14° DAI, enquanto que os animais do grupo
TS mantiveram o percentual de células NK'IFN-y* reduzido, sendo restabelecido apenas no 28°
DAL

N&o houve alteracdo no percentual de células NK*I1L-10" no grupo TM. No grupo TS ocorreu
uma reducdo no percentual de células NK*IL-10" desta citocina nos dias 7 e 14 ap6s a infecgo.
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Figura 9: Percentual de células NK* TNF-a*, IFN-y* ou IL-10* no bago de camundongos
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM, @) ou sanguineas (TS, m) da cepa
Be-78 do Trypanosoma cruzi ao longo da fase aguda da infeccdo. “a”, “b”, “c”, “d” e “e”
representam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao periodo que antecedeu a
infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apos a infeccdo, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + desvio padrao de cinco camundongos por grupo em cada tempo.
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b) Macrdéfagos

A Figura 10 apresenta os resultados percentuais de células Mac-3" TNF-o.*, IFN-y" e IL-10"
no baco de camundongos infectados por formas TM ou TS ao longo da fase aguda da infeccao
pelo T. cruzi.

Os dois grupos experimentais apresentaram uma reducdo de células Mac-3"TNF-a"
precocemente no baco, entretanto no 28° DAI os animais do grupo TM apresentaram um
aumento significativo no percentual de células Mac-3"TNF-a*, que voltou a diminuir no 42°
DAI. Para os animais do grupo TS esse aumento significativo da percentagem de células Mac-3"
TNF-o" ocorreu no 28° e 42° DAI, o que sugere que o controle da producdo dessa citocina ndo
ocorreu nesse grupo.

O percentual de células Mac-3"1L-10" acompanhou o mesmo padrdo observado para a

citocina TNF-o. nessas células. Uma diminuicio precoce na freqiiéncia de células Mac-3"1L-107,

com um aumento no 28° DAI que se manteve no 42° DAI para os animais do grupo TS.
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Figura 10: Percentual de células Mac-3" TNF-a* ou IL-10" no bago de camundongos
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM, @) ou sanguineas (TS, ®) da cepa
Be-78 do Trypanosoma cruzi ao longo da fase aguda da infecgdo. “a”, “b”, “c”, “d” e “e”
representam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao perlodo que antecedeu a
infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apds a infecgdo, respectivamente. Os valores foram
expressos como media + desvio padrdo de cinco camundongos por grupo em cada tempo.
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5.4.2 - Resposta imune adquirida

a) Linfécitos B

A Figura 11 apresenta os resultados percentuais de células B (CD19%) TNF-a*, IFN-y" e IL-

no baco de camundongos infectados por formas TM ou TS ao longo da fase aguda da

infeccdo pelo T. cruzi.

%o de células B produtoras de citocinas

N&o houve alteracdo no percentual de células B* TNF-a." por nos animais infectados
por formas TM ao longo dos dias avaliados. Por outro lado, os animais infectados por formas
TS apresentaram um aumento significativo no percentual de células B* TNF-a." a partir do
28° DAI.

Para a citocina IFN-y os animais do grupo TM apresentaram um aumento
significativo no percentual de células B* IFN-y" apenas no 42° DAI. Entretanto, nos animais
do grupo TS esse aumento no percentual dessas células comecou no 28° dia e manteve-se no
42° DA

Em relacdo a citocina IL-10, ambos 0s grupos experimentais apresentaram um
aumento no percentual de células B IL-10" no 28° DAL, porém apenas nos animais do grupo

TS esse aumento se manteve no 42° dia.
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Figura 11: Percentual de células B® TNF-a', IFN-y" ou IL-10" no bago de camundongos
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM,3) ou sanguineas (TS,m) da cepa Be-
78 do Trypanosoma cruzi ao longo da fase aguda da infecgdo. “a”, “b”, “c”, “d” e “e”
representam diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao periodo que antecedeu a
infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apods a infecgéo, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + desvio padrdo de cinco camundongos por grupo em cada tempo.
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b) Células CD4" e CD8"

A Figura 12 apresenta os resultados percentuais de células CD4" e CD8" TNF-o",
IFN-y" e IL-10" no bago de camundongos infectados por formas TM ou TS ao longo da fase
aguda da infecgéo pelo T. cruzi.

Ao avaliar o percentual das células CD4" e CD8" TNF-a." na infecgio por formas TM
ou TS verificou-se perfis distintos. No grupo TM foi observado um aumento no 14°, 28° e 42°
DAI de células CD8'TNF-a" e no 28° DAI de células CD4"TNF-a’. Ao contrario do
observado anteriormente para as células NK, verificou-se um aumento de células T TNF-o.*
nos animais do grupo TS no 7° DAL, sendo mantido esse aumento para células CD8 TNF-o*
no 28° e 42° DAI, demonstrando deste modo, que na infecgdo por formas TS ha um aumento
preferencial de TNF-o por células CD8".

N&o foram observadas alteracdes no percentual de células CD4*IFN-y* nos animais
do grupo TM, porém para os animais do grupo TS ocorreu uma diminuicdo na percentual de
células CD4"IFN-y" no 7° DAL. Foi observado um aumento significativo no percentual de
células CD8'IFN-y" no 14° e 28° DAI para o grupo TM, e apenas no 28° e 42° DAI para o
grupo TS, demonstrando assim um aumento precoce de células de CD8'IFN-y" nos animais
infectados por formas TM.

Em relagdo a citocina imunomoduladora IL-10 observou-se percentual elevado de
células CD4" e CD8" IL-10" em ambos os grupos. No grupo TM este aumento ocorreu no 28°
e 42° DAI para as células CD4" e no 14°, 28° e 42° DAI para as células CD8". Entretanto, nos
animais do grupo TS houve uma reducdo no percentual de células CD4'IL-10" no 7° DA,
ocorrendo um aumento no percentual dessas células apenas a partir do 28° DAI. Também foi
observada uma diminuic&o no percentual de células CD8"IL-10" no 7° DAI nos animais desse
grupo, porém ja a partir do 14° houve um aumento no percentual de células CD8" IL-10"

nesse mesmao grupo.
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Figura 12: Percentual de células CD4" e CD8" TNF-a’, IFN-y" e IL-10" no bago de
camundongos infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM,3) ou sanguineas (TS,
m) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi ao longo da fase aguda da infecgdo.“a”, “b”, “c”, “d”
e “e” representam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao periodo que antecedeu a
infecgdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias ap0ds a infecgdo, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + desvio padrdo de cinco camundongos por grupo em cada tempo.
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5.5 - Anélise do balanco entre as citocinas

Considerando a hipdtese geral de que um bom equilibrio entre citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a e IFN-y) e IL-10 é mais relevante do que uma mudanca em direcdo a
um padrdo polarizado de citocinas Th1l ou Th2, foi realizada a caracterizacdo do equilibrio
geral de citocinas pré-inflamatorias e 1L-10 produzidas por células mononucleares do baco
em cada animal infectado por formas TM ou TS. Esta estratégia permite a caracterizacdo do
perfil de citocinas resultantes dessas células durante a infec¢do por diferentes formas
infectantes. Para estabelecer os dados de citocinas”, os resultados foram transformados, como
proposto por Vitelli-Avelar et al. (2008). Essa estratégia consiste em uma plataforma de 4
etapas, que inclui: (i) estabelecimento de animais com perfil "baixo™ ou " alto" produtor de
citocinas, sendo considerado para cada populagdo de células citocinas® todo o conjunto de
valores obtidos para os grupos experimentais (TM e TS) inseridos no estudo para calcular a
mediana global, sendo esta utilizada como o ponto de corte para identificar animais com
perfil baixo (< mediana global) ou alto ( > mediana global) produtor de citocinas (Figuras
13A, 14A, 15A e 16 ); (ii) a construcdo de diagramas de cor com os dados referentes as
categorias supracitadas, empregando cores especificas para designar baixo produtor (0), alto
produtor de citocinas inflamatérias (m) e alto produtor de citocinas reguladoras (O0) para cada
populacdo leucocitaria avaliada para cada grupo experimental (TM e TS) (Figuras 13B, 14B,
15B e 17 ); (iii) elaboracdo do "balango de citocinas", os dados obtidos nos diagramas de cor
foram empregados para definir o balango de citocinas para cada populacéo celular, definindo
quatro categorias de acordo com o predominio de animais com perfil baixo produtor, alto
produtor de citocinas inflamatorias, alto produtor de citocinas reguladoras e perfil misto (m)
em situacOes de equivaléncia entre alto produtor de citocinas inflamatorias e reguladoras, e
(iv) a montagem do balanco global de citocinas calculado para a populacéo total de leucécitos
o perfil global de citocinas representando a proporcéo do balanco de citocinas predominantes
compilando os perfis individuais inflamatorios, regulatérios ou mistos de todas as populagdes
avaliadas (Figuras 13B, 14B, 15B e 17).
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5.5.1- Resposta imune inata

a) Células NK

A analise do perfil das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 nas populac@es de células NK
esta representada na Figura 13. Essa analise demonstrou que hd um predominio de um perfil
alto produtor de citocinas inflamatérias por células NK no 14° e 28° DAI nos animais do
grupo TM. Entretanto, para a citocina IL-10 ha um predominio de animais com perfil de
celulas NK com alta producéo desta citocina ao longo da fase aguda. Nos animais do grupo
TS foi observado uma prevaléncia de animais com perfil de alto produtor precoce da citocina
TNF-o. no 7° DAI, porém o mesmo perfil ndo foi observado para a citocina IFN-y,
demonstrando que s6 ocorre alta producdo de IFN-y mais tardiamente nos animais desse
grupo (Figura 13A).

No balanco das citocinas TNF-o/IL-10 foi observado um perfil misto para 0s animais
do grupo TM do 7° ao 28° DAI, transformando-se em um perfil modulado no 42° dia. Perfil
distinto foi observado nos animais do grupo TS, onde no 7° DAI observou-se um perfil 100%
inflamado nesses animais, havendo uma mudanca para um perfil de baixo produtor destas
citocinas por células NK no 14° DAI, periodo préximo ao pico maximo de parasitemia. No
28° e 42° dia esses animais apresentaram um perfil predominantemente misto (Figura 13B).

Ao se realizar o balango das citocinas IFN-y/IL-10, os animais do grupo TM
apresentaram um perfil semelhante ao observado no balango de TNF-a/IL-10, com um perfil
misto no 14° e 28° DAI e no 42° dia com um perfil imunomodulado. Entretanto, para os
animais do grupo TS no 7° e 14° DAI ha uma baixa producgdo de ambas as citocinas IFN-y e
IL-10, caracterizando um perfil inflamado apenas a partir do 28° DAI o que confirma a

producéo tardia de IFN-y nesse grupo (Figura 13B).
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Figura 13: Andlise do perfil das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 em células NK no bago de camundongos durante a fase aguda da infeccdo com formas tripomastigotas
metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. A) Gréficos de disperséo utilizados para identificar o camundongo com perfil de baixo produtor (O),
alto produtor de citocinas inflamatérias (M) e alto produtor de citocina reguladora (O). Essas graduacfes foram definidas com base na mediana global de citocinas (- - -) obtidas
para toda a populacdo estudada. B) Esquemas de cores foram usados para representar o perfil de citocinas e do balango de citocinas produzidas pelas células NK, além do
equilibrio global de citocinas, com destaque para o predominio de perfil baixo produtor de citocinas (O); alto produtor de citocinas y (H); alto produtor de IL-10 (O) ou perfil
misto de citocinas (H). Os graficos de pizza representam a percentagem de animais que apresentaram determinado perfil. C1 a C5 = nimero do camundongo. # = ndo detectado.
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b) Macrdéfagos

A andlise do perfil das citocinas TNF-o e IL-10 nas populacdes de células Mac-3"
esta representada na Figura 14. Essa analise demonstrou que ha um predominio de um perfil
alto produtor da citocina TNF-o. por células Mac-3" no 28° DAI nos animais do grupo TM. O
mesmo padrao foi observado para a citocina IL-10 nos animais desse grupo. Nos animais do
grupo TS foi observado uma prevaléncia de um perfil alto produtor das citocinas TNF-o. e IL-
10 por células Mac-3* no 28° e 42° DAI (Figura 14 A).

No balango das citocinas TNF-o/IL-10 foi observado um perfil baixo produtor para os
animais do grupo TM do 7° e 14° DAI, transformando-se em um perfil misto no 28° dia,
sendo que no 42° DAI a maioria dos animais apresentaram novamente um perfil de baixo
produtor dessas citocinas. Perfil distinto foi observado nos animais do grupo TS, onde no 7°
DAI observou-se um perfil com 100% dos animais apresentando um perfil de baixo produtor
de citocinas, havendo uma mudanga para um perfil misto destas citocinas no 14°, 28° e 42°
DAI (Figura 14B).

46



90 - 90 |

[ ] [}
'S
A . € > g 3 3
.
g |s : : 5 g {
zZ o L) 4 g 0 0 o °
= ; < 'Y d = Q@ Q
o™ - [ ) [] o? A
P 141 3gm-mm----- e R
o]
= % 0 ° =
%) @ o o @
< =
= ° 2
o 1@ @ ‘O 1
S 170 0 o 3.
8 o 0 3 &P o o
RS R
% ° % 08) 08 0
& o © ° o o
&P o © (¢3¢] ® 4
o o QD o (o] (?P
0 0 Q
All 0 7 142842 0 7 142842 All 0 7 142842 0 7 142842
B ™ TS ™ TS
™ TS
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28 Dia 42 Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 28 Dia 42
C1C2C3C4C5 CLC2C3C4C5 ClC2C3C4C5  ClC2C3C4C5 CLC2C3CACS ClC2C3C4C5 CLC2C3C4C5 ClC2C3C4C5 ClC2C3C4C5  CLC2C3CACS
Mac-3*TNF-o* - |
Mac-3+1L-10* # | # ¥

—_—
[ N (W A CTTTT

100% 100% 80% 100% 100%
20%

Figura 14: Andlise do perfil das citocinas TNF-o e IL-10 nas células Mac-3* no bago de camundongos durante a fase aguda da infecgdo com formas tripomastigotas metaciclicas
(TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. A) Graficos de dispersao utilizados para identificar camundongo com perfil baixo produtor (O), alto produtor de
citocinas inflamatérias (M) e alto produtor de citocina reguladora (O). Essas graduacdes foram definidas com base na mediana global de citocinas (- - -) obtidas para toda a
populacdo estudada. B) Esquemas de cores foram usados para representar o perfil de citocinas e do balango de citocinas produzidas pelas células B, além do equilibrio global de
citocinas, com destaque para o predominio de perfil baixo produtor de citocinas (0); alto produtor de citocinas inflamatdrias (H); alto produtor de IL-10 (O) ou perfil misto de
citocinas (H). Os gréaficos de pizza representam a percentagem de animais que apresentaram determinado perfil. C1 a C5 = nimero do camundongo. # = ndo detectado.
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5.5.2 - Resposta imune adquirida

a) Linfocitos B

A analise do perfil das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 na populagédo de linfocitos B
esta representada na Figura 15. Foi observado um predominio de um perfil alto produtor da
citocina TNF-o no 14° e 28° DAI nos animais do grupo TM. Observou-se 0 mesmo padrio ao
se analisar as citocinas IFN-y e IL-10, com um predominio de um perfil alto produtor dessa
citocina por células B no 14°, 28° e 42° DAI. Por outro lado, nos animais do grupo TS
observou-se uma prevaléncia de células com perfil alto produtor das citocinas TNF-a, IFN-y
e IL-10 apenas no 28° e 42° DAI, demonstrando que s6 ocorre alta produgdo dessas citocinas
por células B mais tardiamente nos animais desse grupo, ao contrario do que foi observado
pelas células da resposta imune inata (Figura 15A).

No balanco das citocinas TNF-a/IL-10 foi observado um predominio do perfil misto
para 0os animais do grupo TM no 14° e 28° DAI, transformando-se em um perfil
predominantemente modulado no 42° dia. Perfil distinto foi observado nos animais do grupo
TS, onde no 7° e 14° DAI observou-se que 60% dos animais apresentaram um perfil de baixo
produtor de citocinas, estando os outros 40% com perfil inflamatério, demonstrando assim
uma tendéncia ao desenvolvimento do perfil inflamatdrio nesses animais. No 28° e 42° dia
esses animais apresentaram um perfil predominantemente misto (Figura 15B).

No balango das citocinas IFN-y/IL-10 foi observado uma predominéncia do perfil
misto para os animais do grupo TM no 14°, 28° e 42° DAI. Perfil distinto foi observado nos
animais do grupo TS, onde no 7° e 14° DAI observou-se 100% e 60% dos animais com um
perfil de baixo produtor de citocinas, respectivamente. No 28° e 42° dia esses animais

apresentaram um perfil predominantemente misto (Figura 15B).
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Figura 15: Andlise do perfil das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 dos Linfécitos B no baco de camundongos durante a fase aguda da infeccdo com formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou
sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. A) Graficos de dispersdo utilizados para identificar camundongo com perfil baixo produtor (O), alto produtor de citocina inflamatoria (M) e
alto produtor de citocina reguladora (O). Essas graduagdes foram definidas com base na mediana global de citocinas (- - -) obtidas para toda a populagéo estudada. B) Esquemas de cores foram
usados para representar o perfil de citocinas e do balango de citocinas produzidas pelas células B, além do equilibrio global de citocinas, com destaque para o predominio de perfil baixo produtor
de citocinas (0O); alto produtor de citocina inflamatoria (M); alto produtor de IL-10 (O) ou perfil misto de citocinas (H). Os graficos de pizza representam a percentagem de animais que
apresentaram determinado perfil. C1 a C5 = nimero do camundongo. # = ndo detectado.
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b) Células CD4" e CD8"

A andlise do perfil das citocinas TNF-o, IFN-y e 1L-10 nas células CD4" e CD8" esta
apresentada na Figura 16. A andlise demonstrou que ha um predominio de animais com um
perfil alto produtor da citocina TNF-o no 14°, 28° e 42° DAI nos animais do grupo TM, o
mesmo padrdo observado para os linfécitos B. Perfil distinto foi observado nos animais do
grupo TS, onde no 7° DAI observou-se um padrdo com 100% dos animais com perfil de alto
produtor de TNF-a, havendo uma troca para um perfil de baixo produtor dessa citocina no
14° DA, periodo préximo ao pico maximo de parasitemia. No 28° e 42° DAI esses animais
apresentam novamente um perfil alto produtor dessa citocina por ambas as células CD4" e
CD8" (Figura 16A).

Ao realizar a mesma andlise para a citocina IFN-y nos animais do grupo TM
observou-se uma prevaléncia de células CD4" e CD8" com perfil de alto dessa citocina no 14°
e 28° DAI, entretanto ao contrario do observado para a citocina TNF-a, no 42° DAI esses
animais apresentam um perfil de baixo produtor baixa de citocina IFN-y. Nos animais do
grupo TS a o perfil de alto produtor de IFN-y s6 aconteceu a partir do 28° DAI, reforcando o
que foi encontrado na andlise das células da resposta imune inata onde a produgdo dessa
citocina também é tardia (Figura 16B).

Em relacdo a citocina IL-10, em ambos 0s grupos experimentais é observado um
perfil de alto produtor a partir do 14° DAI por células CD4" e CD8" (Figura 16C).
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Figura 16: Gréaficos de dispersdo utilizados para identificar os camundongos com perfil de
baixo produtor (0O), alto produtor de citocinas inflamatérias (m) e alto produtor de citocina
reguladora (O). Essas graduac6es foram definidas com base na mediana global de citocinas (-
- -) obtidas para toda a populagdo de linfocitos T estudada.
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No balanco das citocinas TNF-a/IL-10 foi observado uma predominancia do perfil
misto para os animais do grupo TM no 14°, 28° e 42° DAI. Perfil distinto foi observado nos
animais do grupo TS, onde no 7° DAI observou-se um perfil com 100% dos animais com
perfil inflamatdrio, demonstrando assim uma tendéncia a inflamar precocemente nesses
animais. Porém, no 14° dia a infecgdo por formas TS ocasiona um perfil de alta producéo
para IL-10, com 100% dos animais apresentando um perfil imunomodulado. No 28° dia esses
animais apresentaram um perfil de predominantemente misto, sendo que no 42°, 66,7%
desses animais apresentam novamente uma alta producéo de 1L-10 (Figura 17).

A anélise do balanc¢o das citocinas IFN-y/IL-10 mostrou que os animais do grupo TS
apresentam uma baixa producéo dessas citocinas no 7° DA, transformando-se em um perfil
misto no fim da fase aguda. Enquanto que os animais do grupo TM apresentaram um perfil
de alta producéo de IL-10 no 42° DAI.

52



™ s

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28 Dia 42 Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 28 Dia 42

C1C2C3C4AC5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5 C1C2C3C4C5
CD4*TNF-a* [ | | 4 |+ +#
CD4+*IL-10* + I |35 +*
CD8*TNF-o* 4 1 |35 +
CD8*IL-10* had il #
CD4* |4 | | | +
cD8* il #

Células T ] T ] T ¢ N DT T [

[Tl

CD4*IFN-y* #| | # H H # N
CD4*IL-10* 1 =u= "
CD8*IFN-y* #* + #
CD8*IL-10* i # #
ss Builenta'l &
CD8* #

J MR = e =
| ||

ceulsT [ L Ml+| LN DN O 1l

DN Y
50% 60%

20%
Figura 17: Perfil de citocinas produzidas pelas células CD4" e CD8" no bago de camundongos durante a fase aguda da infeccdo com formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. Esquemas de cores foram usados para representar o
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o predominio de perfil baixo produtor de citocinas (O); alto produtor de TNF-o e IFN-y (m); alto produtor de IL-10 (©0) ou perfil misto de
citocinas (m). Os graficos de pizza representam a percentagem de animais que apresentam determinado perfil paras as células T. C1 a C5 =
numero do camundongo. # = ndo detectado.
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5.6 - Alteragdes histopatoldgicas cardiacas

O impacto da infeccdo por formas TM ou TS também foi verificado sobre as
alteracOes histopatologicas cardiacas durante a fase aguda da doenca de Chagas e o0s
resultados quantitativos e qualitativos estdo apresentados nas Figuras 18 e 19,
respectivamente.

A andlise morfométrica mostrou um aumento precoce no nimero de ndcleos celulares
no 7° DAI no grupo TS. No 28° e 42° DAI, ambos 0s grupos apresentaram um aumento no
ndmero de nucleos celulares, entretanto observou-se uma reducdo do 28° para o 42° DAI no
grupo TM (Figura 18).

Em todos os animais infectados, o infiltrado inflamatério foi predominantemente
constituido de células mononucleadas (Figura 19), a maioria com morfologia de linfécitos. A
partir do 28° DAI foi possivel observar uma maior destruicdo do tecido cardiaco,
caracterizado por aumento do espacamento entre as fibras musculares, em ambos 0s grupos

experimentais.
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Figura 18: Quantificacdo de ndcleos celulares no musculo cardiaco de camundongos
infectados por formas tripomastigotas metaciclicas (TM,3) ou sanguineas (TS,m) da cepa Be-
78 do T. cruzi avaliados ao longo da fase aguda da infecgdo. “a”, “b”, “c”, “d” e “e”
representam diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao periodo que antecedeu a
infeccdo (0) e aos 7, 14, 28 e 42 dias apods a infecgéo, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + desvio padrdo de cinco camundongos por grupo em cada tempo. A
linha tracejada representa o nimero medio de nucleos celulares quantificados em cortes
histologicos cardiacos de animais ndo infectados (n=25).
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Figura 19: Fotomicrografias de cortes histoldgicos do cora¢do de camundongos antes e 7, 14,
28 e 42 dias ap6s a infeccdo com formas tripomastigostas metaciclicas (TM) ou sanguineas
(TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi. (A e B) aspecto histolégico cardiaco normal em
animais ndo-infectados (dia zero); aspecto histologico normal ao 7 (C) e 14 (E), infiltrado
inflamatorio intenso em 28 (G) e moderado em 42 dias apds a infec¢do (1) no grupo TM;
infiltrado inflamatdrio moderado aos 7 (D), discreto aos14 dias (F) e intenso aos 28 (H) e 42
(J) dias apds a infeccdo no grupo TS. Hematoxilina-Eosina. Barra=50pum.
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5.7 - Alteragdes histopatoldgicas esplénicas

As alteracdes histopatologicas esplénicas durante a fase aguda da infecgdo
experimental de camundongos por formas TM ou TS do T. cruzi estdo apresentadas nas
Figuras 20, 21 e 22.

A andlise da polpa branca demonstrou que os dois grupos experimentais nao
apresentaram nenhuma alteracdo nesta regido no 7° DAI. Entretanto, no 14° DAI os animais
do grupo TM apresentaram hiperplasia moderada da polpa branca que se manteve em 80% e
100% dos animais no 28° e 42° DA, respectivamente. Os animais do grupo TS apresentaram

uma intensa hiperplasia da polpa branca em 40% e 100% no 28° e 42° DAI, respectivamente.
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Figura 20: Hiperplasia da polpa branca do baco de camundongos infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi
e eutanasiados ao longo da fase aguda da infeccédo (0, 7, 14, 28 e 42 dias). [ = Polpa branca
normal; B = polpa branca com moderada hiperplasia; M = polpa branca com intensa
hiperplasia. Valores estdo expressos em porcentagem (n = 5 cinco camundongos por grupo
em cada tempo).

A analise de células inflamatdrias na trabécula demonstrou que os animais do grupo
TM ndo apresentaram alteragdo nessa regido até o 28° DAI. Entretanto, no 42° dia 60% dos
animais desse grupo apresentaram inflamacgdo trabecular. J& os animais do grupo TS,
apresentaram 60% de inflamac&o na trabécula no 7° dia. No 14° dia ndo ocorre inflamac&o
desse tipo em nenhum dos animais avaliados nesse grupo. Porém, no 28° e 42° DAI a

inflamacdo trabecular foi detectada em 20% e 80% dos animais, respectivamente.
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Figura 21: Inflamagdo trabecular no baco de camundongos infectados por formas
tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi
e eutanasiados ao longo da fase aguda da infeccdo (0, 7, 14, 28 e 42 dias). J = trabécula
normal e M = trabécula inflamada. Valores estdo expressos em porcentagem Valores estdo
expressos em porcentagem (n =5 cinco camundongos por grupo em cada tempo).

A analise da capsula esplénica demonstrou que os animais do grupo TM nao
apresentaram alteracdo nesta regido até o 14° DAI. Entretanto, no 28° DAI, 40% dos animais
apresentaram um espessamento da mesma e 20% apresentaram espessamento e inflamacéo na
capsula. No 42° DAI 100% dos animais do grupo TM apresentaram espessamento e
inflamacdo capsular. Nos animais do grupo TS foram observadas alteragdes no 7° dia, sendo
que 20% apresentaram apenas espessamento e 40% espessamento com inflamagdo. No 14°
DAI, assim como observado na trabécula, ndo ocorreu nenhuma alteracdo na capsula dos
bacos dos animais no grupo TS, sendo observado um aumento progressivo no espessamento e

inflamac&o dessa regido no 28° e 42° DAI.
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Figura 22: Inflamacdo e espessamento capsular do bago de camundongos infectados por
formas tripomastigotas metaciclicas (TM) ou sanguineas (TS) da cepa Be-78 do
Trypanosoma cruzi e eutanasiados ao longo da fase aguda da infecgéo (0, 7, 14, 28 e 42 dias).
O = Cépsula normal; B = Cépsula com espessamento; M = Capsula com espessamento e
inflamacdo. Valores estdo expressos em porcentagem (n = 5 cinco camundongos por grupo
em cada tempo).
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Vieira, P.M.A. Discussao

Este trabalho relata uma investigacdo cinética das principais alteracfes na resposta
imunoldgica em camundongos infectados experimentalmente por formas metaciclicas ou
sanguineas do T. cruzi. As duas formas infectantes do parasito sdo conhecidas por
apresentarem caracteristicas distintas que induzem diferentes respostas imunoldgicas in vitro
(Brener e Gazzinelli, 1997). A infeccdo mediada por formas TM pode, em parte, simular
aquela causada por vetores. Por outro lado, a infecgdo in vivo com formas TS simula as
formas de transmiss@o sanguinea ou até mesmo acidentes de laboratorio. Vale ressaltar que a
maioria das infeccbes experimentais sdo realizadas utilizando formas tripomastigotas
sanguineas, porque estas sdo de obtencdo e manutencdo mais facil em laboratério. Além
disso, o recente aumento nos casos de transmissdo sanguinea em paises ndo endémicos torna
relevante a compreensdo da interacdo parasito-hospedeiro nestas  condicGes,
comparativamente a infeccdo por TM.

A cepa escolhida para execucdo dos experimentos foi a cepa Berenice-78, constituida
predominantemente por formas largas. Essa cepa persiste por um tempo maior no sangue
periférico, sendo, portanto, mais resistente aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e
apresenta tropismo por células musculares (Brener, 1969).

A parasitemia e a mortalidade foram avaliadas em camundongos infectados por
formas TM ou TS da cepa Be-78 do T. cruzi ao longo da fase aguda. Embora, em ambos os
grupos tenha sido observado 0% de mortalidade, verificou-se maior periodo pré-patente, pico
de parasitemia mais tardio bem como menores niveis de parasitemia nos animais do grupo
TM em relacdo aos animais do grupo TS. Estes dados sugerem que a interacdo parasito/célula
hospedeira ocorre de forma distinta, dependendo da fonte do indculo, semelhante ao
observado anteriormente por nosso grupo em cdes também infectados com a cepa Be-78 do
T. cruzi (Carneiro et al., 2007). Portanto, independente do modelo utilizado, a fonte do
in6culo mostra-se como um fator relevante a ser considerado no curso da infeccdo pelo T.
cruzi, sugerindo um impacto diferencial da fonte do inéculo no desenvolvimento da fase
aguda da doenca de Chagas

Florencio-Martinez et al. (2010) demonstraram que ap06s infeccdo in vitro de
fibroblastos com formas TS, amastigotas e epimastigotas, o ciclo replicativo do parasito
ocorre de forma mais rapida na infeccao realizada com TS e epimastigotas. Neste trabalho, 0s
niveis de parsitemia maiores e mais precoces observados no grupo TS podem estar
relacionados ao fato de que as formas sanguineas, mas ndo as metaciclicas, apresentam

normalmente associadas a sua membrana imunoglobulinas anti-T. cruzi, o que poderia
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favorecer a entrada dessa forma infectiva em um numero maior de células alvo levando a
uma interacdo mais precoce parasito-hospedeiro, permitindo sua liberagdo mais rapidamente
na circulacdo do hospedeiro vertebrado.

A infeccdo aguda de camundongos pelo T. cruzi leva a uma forte ativagéo da resposta
imune inata e adaptativa, representando um exemplo bem documentado de um processo
infeccioso sisttmico. O conhecimento das populacbes celulares presentes no sangue
periférico constitui uma das melhores formas de avaliagdo da resposta imune, por que permite
acompanhar, ao longo do tempo, a evolucdo da doenca. No caso da doenca de Chagas, este
acompanhamento permite compreender os multiplos fatores relacionados ao curso da doenca,
possibilitando a elaboracdo de hipoOteses que expliguem os mecanismos envolvidos na
amplificagdo/manutencdo de determinadas lesoes.

No presente estudo, foram realizados o hemograma e imunofenotipagem das células
do sangue periférico para avaliar as diferentes mudancas nesse compartimento, causadas pela
infeccdo por formas metaciclicas ou sanguineas ao longo da fase aguda da doenca. Verificou-
se um aumento tardio dos leucdcitos no sangue periférico dos animais do grupo TM,
enquanto que em animais infectados por formas sanguineas este aumento foi precoce (7°
DAI), sendo também observado no 42° DAI. Esses dados mostram perfis distintos entre as
duas infec¢bes sendo esta unimodal em TM e bimodal em TS, sugerindo que as formas
metaciclicas infectam as células do hospedeiro de uma forma silenciosa, e por isso 0 aumento
no numero de leucécitos s6 ocorre tardiamente, quando a infec¢do ja esta devidamente
estabelecida. Por outro lado, as formas sanguineas imediatamente infectam as células do
hospedeiro e, consequentemente, levam a uma multiplicacdo do parasito mais precoce, como
constatado na curva de parasitemia, bem como alteraces sanguineas mais precoces.

Curiosamente, apenas os animais do grupo TM apresentaram um aumento de
eosinofilos ao longo da fase aguda. Nakle et al. (1989) observaram que camundongos
suscetiveis infectados com a cepa Y do T. cruzi, apresentaram uma diminuigdo de eosinofilos
na medula éssea e no sangue periférico. Por outro lado, em camundongos resistentes a
infeccdo, o mesmo fendmeno ndo foi observado, sugerindo uma maior capacidade de
eosinopoiese apos a infeccdo nesses camundongos, 0 que poderia contribuir para sua maior
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi. Além disso, Rowland & Sibley-Phillips (1988)
constataram que o maior nimero de eosinofilos na medula 6ssea de camundongos resistentes
coincide com o pico de parasitemia (28° DAI). Com base nestes resultados, pode-se inferir
gue a menor parasitemia encontrada em animais infectados com as formas TM poderia

também estar relacionada ao aumento de eosinofilos no sangue periférico coincidente com o
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pico de parasitemia neste grupo, 0 que ajudaria na atividade tripanomicida. Vale ressaltar
que no grupo TS ndo foram encontrados eosindfilos ao longo da fase aguda semelhante ao
verificado em animais ndo infectados também acompanhados pelo mesmo periodo (dados
n&o mostrados).

Apesar da importancia dos eosinofilos ter sido demonstrada nos anos 80, existem
poucos estudos recentes envolvendo a participacdo dessas células na doenca de Chagas.
Nascentes et al. (2010) ao avaliarem a participacdo dos eosinofilos no dano tecidual em
camundongos infectados pelas cepas VIC e JG do T. cruzi, também observaram um maior
numero de eosinofilos coincidente com o pico de parasitemia em ambas as cepas utilizadas.
Além disso, o numero de eosinéfilos no tecido cardiaco foi menor em relacdo ao tecido
muscular esquelético. No presente estudo, embora tenha sido observado um aumento de
eosindfilos circulantes no grupo TM, estas células ndo foram observadas no infiltrado
inflamatério cardiaco desses animais. Portanto, aparentemente, estas células estdo
relacionadas ao controle da parasitemia. Posteriormente, sera avaliado o infiltrado
inflamatorio muscular esquelético, bem como o parasitismo tecidual cardiaco e esquelético.

Na andlise fenotipica das células mononucleares do sangue periférico, os resultados
obtidos neste trabalho mostraram que houve uma reducdo nas células CD4" e CD8" no 7°
DAI nos animais infectados pelas formas TS. Provavelmente, essa queda reflete o
recrutamento dessas células para coracdo, o que é corroborado pelos resultados da avaliacao
inflamatoria nesse 6rgdo que mostrou uma migracao precoce de células mononucleares com
padrdo predominantemente linfocitario. Padilla et al. (2009) relataram que a infeccdo inicial
pelo T. cruzi € silenciosa e que o desencadeamento da resposta imune inata e, posteriormente,
da adaptativa s6 ocorre apds a primeira rodada de replicacdo do parasito com invasdo de
novas células (4-5 DAI). Os dados obtidos neste trabalho corroboram com os resultados de
Padilla et al. (2009) no que diz respeito ao grupo TS. No entanto, no grupo TM, o processo
ocorre de forma distinta, com alteraces tardias tanto no sangue periférico quanto no coragéo.

A infecgdo pelo T. cruzi promove esplenomegalia em camundongos e humanos, tanto
durante a fase aguda quanto crénica, e os esplendcitos sdo células importantes envolvidas na
resposta imune do hospedeiro. A realizagdo da esplenectomia previamente & infeccéo
aumenta a susceptibilidade de camundongos a infeccdo pelo T. cruzi, com diminui¢do na
producdo de IFN-y e TNF-a acompanhada de uma reducdo nos niveis de anticorpos anti-
T.cruzi ao longo da infeccdo (Maioli, 2008; de Meis et al., 2009). Além disso, Sathler-Avelar
et al. (2003) e Kroll Palhares et al. (2008) relataram que a doenca de Chagas induz em
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humanos e em modelos experimentais alteragdes importantes na resposta imune celular do
hospedeiro que refletem grandes alteracGes fenotipicas, ndo apenas no que diz respeito a
imunidade inata, mas também no contexto da imunidade adaptativa. Com base nestes fatos,
foi realizado um estudo de analise fenotipica das células da resposta inata e adaptativa no
baco.

Considerando que durante a fase inicial da infec¢do pelo T. cruzi, a participacdo dos
macrofagos é fundamental, avaliou-se, no sangue periférico o percentual de mondcitos, com
0 objetivo de verificar possiveis alteracGes que pudessem sugerir algum mecanismo capaz de
aumentar o numero ou migracdo dessas células. Melo & Machado (2001) observaram
aumento no percentual de mondcitos no 12° DAI em ratos experimentalmente infectados pelo
T. cruzi. Nos animais infectados por formas TS foi observado um aumento precoce (7° DAI),
0 que corrobora com os resultados descritos acima, sugerindo que, durante a fase aguda
recente da infeccdo por formas sanguineas, ocorre a inducgéo rapida da producdo, maturacdo e
ativacdo dessas células, provavelmente devido ao fato dessas formas ja se encontrarem
cobertas de imunoglobulinas, o que facilitaria a sua opsonizacdo. Fato esse que ndo é
observado na infec¢do por formas metaciclicas, onde o aumento de mondcitos no sangue
periférico s6 ocorre mais tardiamente. Pode-se inferir também que essas células devem
migrar para o0 coragdo nos animais desse grupo, pois no 7° DA ja é observada a presenca de
infiltrado inflamatorio cardiaco nesses animais, sendo as primeiras células a migrarem para o
6rgdo parasitado.

A importancia das células NK na resisténcia observada durante a fase aguda da
doenca de Chagas foi demonstrada em estudos cuja neutralizacdo de IL-12 ou IFN-y,
citocinas essenciais para ativacdo das células NK, bem como a deplecdo das mesmas foram
realizadas e tornaram os animais mais susceptiveis a infeccdo (Aliberti et al., 1996; Cardillo
et al., 1996; Lieke et al., 2004). Assim, além da funcdo citotdxica das células NK ja bem
estabelecida, acredita-se que essas células possuam um papel importante na secrecao de IFN-
v antes do desenvolvimento da resposta imune mediada pelas células T na infecgcdo pelo T.
cruzi. No grupo TS ha uma diminuigdo a partir do 14° DAI no percentual de células NK no
baco. Considerando que as citocinas produzidas por essas células levam a uma resposta do
tipo Thl em linfocitos T, a auséncia dessas células no bago de animais infectados por formas

TS explicaria o0 atraso na producdo de IFN-y observado nesses animais.
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A infeccdo pelo T. cruzi induz alteragdes na resposta imune que estdo relacionadas,
principalmente, as células T (Sun & Tarleton, 1993), podendo ser a imunidade mediada por
celulas a principal responsével pelo controle da doenga de Chagas experimental.

Grisotto et al., (2001), estudando camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi,
demonstraram o aumento da celularidade no baco traduzido pelo aumento das células CD4" e
CD8" e das células B, durante a fase aguda. Durante a fase cronica recente, linfocitos CD4" e
B retornaram aos valores normais, enquanto que as células CD8" continuaram elevadas.
Entretanto, neste trabalho ndo foi observado alteragdes no percentual de células CD4" no
baco de camundongos infectados por formas TM ou TS ao longo da fase aguda,
demonstrando que em nosso modelo ndo ha expansdo das células CD4" no bago, o que sugere
que essas células ndo teriam grande participacdo na infeccdo pela cepa Be-78. Porém, em
outros modelos essas células parecem desempenhar um papel importante na infeccdo pelo T.
cruzi. Rottenberg et al., (1993) mostraram que a auséncia dessas células em animais
deficientes foi determinante para a proliferacdo de parasitos no coracdo. Por outro lado,
alguns autores tém demonstrado que apesar da importancia destas células no controle da
disseminacédo dos parasitos, elas também contribuem para a patogénese na infec¢do. Assim, a
eliminacdo dessas células por anticorpos monoclonais, embora favoreca a multiplicacdo dos
parasitos em diversos 6rgdos, também acarreta uma significante reducdo do infiltrado
inflamatorio cardiaco (Russo et al., 1996).

A ativacdo e a expansdo de linfécitos T esplénicos (de Meis et al., 2009) observada
frente a infeccdo pelo T. cruzi s6 foi observada nesse trabalho, independente da forma
infectante utilizada, para as células CD8" ocorrendo um aumento na porcentagem dessas
células no bago. Este aumento sugere a participacdo dessas células em eventos protetores
durante a fase aguda da doenga, pois as células CD8" sdo capazes de reconhecer as moléculas
do T. cruzi apresentadas via MHC | por células infectadas, permitindo assim a eliminacgéo
dessas células. Contudo, sabe-se que essas celulas podem ter um duplo papel na doenca de
Chagas, no controle do parasitismo intracelular e inducéo de danos tissulares, dependendo da
fase da doenca (Fuenmayor-Meza, 2000; Vitelli-Avelar et al., 2005). O controle da
parasitemia coincide com o aumento percentual dessas células no bago dos animais
infectados por ambas as formas, sugerindo assim uma correlagdo direta entre as células CD8”
e o controle do parasitismo, fato também observado previamente no modelo cdo (Carneiro et
al., 2007).

Além disso, resultados anteriores de outros pesquisadores tém demonstrado que as

células T CD8" constituem a populacéo celular presente em maior niimero no tecido cardiaco
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de pacientes chagasicos cronicos (Higuchi et al., 1997). Desta forma, pode-se especular que,
uma vez que a proliferacdo de células CD8" no bago ocorre apenas ao final da fase aguda,
essas células migrariam para o coracdo, se tornando o principal tipo celular encontrado nos
focos inflamatorios cardiacos. Recentemente nosso grupo avaliou o fenétipo celular presente
no infiltrado inflamatdrio cardiaco de cées infectados por formas TM ou TS no 42° DA,
observou que independente da forma infectante utilizada houve um predominio de células
CD8" no étrio direito desses animais, sendo que no septo interventricular os animais do grupo
TM apresentaram maior niimero de células CD8" do que os animais infectados por formas TS
(Souza, 2010). Além disso, o processo inflamatdrio cardiaco, nesses mesmos animais, foi
maior no grupo infectado por formas TM em relacdo aos animais do grupo TS (Vieira et al.,
2009). Confirmando assim que essa celula é encontrada em maior nimero no infiltrado
inflamatorio chagésico, e ainda que a presenca dessa célula em maior nimero no infiltrado
cardiaco teria um papel protetor, possivelmente através do controle do parasitismo tecidual,
ndo permitindo assim que ocorresse uma exacerbacdo do processo inflamatdrio nos animais
do grupo TM. Futuramente, serd realizada a mesma anéalise fenotipica nos camundongos
deste trabalho para confirmar se neste modelo também ocorre maior nimero de células T
CD8" nos animais infectados por formas metaciclicas.

Neste trabalho observou-se um aumento no percentual de linfocitos B no baco dos
animais do grupo TM no 7° DA, ndo ocorrendo 0 mesmo fendmeno nos animais do grupo
TS. Apesar de ter sido demonstrado que proteinas derivadas do T. cruzi sdo capazes de
induzir a expansdo de células B no baco (Acosta Rodriguez et al., 2007), a contribuicdo dessa
célula para a resisténcia a infeccdo ainda é discutida. Camundongos deficientes em células B
apresentam mortalidade e parasitemia elevadas. Estudos demonstraram que anticorpos
especificos a antigenos do T. cruzi tem um papel importante no controle da infeccdo
(Kierszembaum & Howard, 1976; Corsini et al., 1982). Foi demonstrado que alguns
anticorpos 1gG séo eficientes em se ligar ao complemento e eliminar o parasito (Lima-
Martins et al., 1985), sugerindo assim que a IgG parasito-especifica € um componente
importante da resposta imune no controle da doenca. Por outro lado, a ativacéo policlonal de
celulas B contribui para as alteragdes patoldgicas encontradas na doenca de Chagas.
Anticorpos auto-reativos contra o endocardio e nervos sdo detectados tanto em camundongos
quanto em humanos ao longo da infeccdo (Minoprio et al., 1991; Kierszenbaum et al., 2003).
Deste modo, futuramente serdo avaliados os niveis de imunoglobulinas séricas nesses animais

para esclarecimento do papel dos linfécitos B na infeccdo por formas TM.
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Ziniga et al. (2000) observaram que as células B esplénicas de camundongos
infectados pelo T. cruzi apresentam altas taxas de apoptose. Tendo em vista que a apoptose
de células B é um mecanismo imunomodulador contra a ativagdo policlonal dessas células, a
diminuicdo observada no percentual de células B esplénicas no 14° DAI no grupo TM
provavelmente se deve a uma tentativa de controlar a proliferacdo observada no 7° DAI.
Além disso, a reducdo observada em ambos os grupos no 42° DAI seria uma tentativa de
eliminacdo das células B ativadas, j& que, nesse momento, a parasitemia esta sob controle.

De maneira geral, os dois compartimentos avaliados nessa tese (sangue periférico e
baco) desencadeiam respostas distintas ao longo da infeccdo pelas diferentes formas
infectantes do T. cruzi. No sangue periférico a fenotipagem das células mononucleares néo
observou grandes alteragfes em nenhum dos grupos, entretanto no bago, com excecdo das
celulas CD4+, ocorrem alteracdes em todas as populacdes celulares avaliadas. Nesse sentido,
é pode-se inferir que na infeccdo pelo T. cruzi, o bago apresenta maiores alteracbes em suas
populacgdes celulares quando comparado ao sangue periférico.

Uma vez estabelecido o perfil imunofenotipico durante a fase aguda da infeccdo
experimental em camundongos pelo T. cruzi, o proximo passo foi avaliar o efeito da infecgao
por formas TM e TS sobre a producio de citocinas pelas células NK, Mac-3", B, CD4" e
CD8" nesses animais.

InteracBes entre as células do hospedeiro e o T. cruzi sdo criticas para o controle da
parasitemia, e para o estabelecimento de um microambiente rico em citocinas que irdo
direcionar o desenvolvimento e posterior regulacdo das células T efetoras, conhecidas por
serem importantes no estabelecimento da doenca durante a fase crénica. Os macréfagos, uma
vez estimulados por antigenos derivados de formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi,
podem atuar como células efetoras para uma atividade citotdxica, no caso parasiticida, com
producdo de metabolitos reativos de nitrogénio e oxigénio e citocinas pro-inflamatérias como
IL-1pB, IL-6, IL-12 e TNF-a (Camargo et al., 1997; Chandrasekar et al., 1998). Entretanto,
sabe-se que alguns GIPLs, extraidos da membrana celular de formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi, exercem funcdo supressiva na ativacdo de
macrofagos e células dendriticas, inibindo a secrecdo de TNF-a e IL-12 (Van Overtvelt et al.,
1999; Zambrano-Villa et al., 2002). No 7° DAI ha uma diminuigio de macréfagos TNF-o.” e
IL-10" em ambos os grupos experimentais. A avaliagdo do balanco global de citocinas
produzidas pelos macrdéfagos permitiu verificar que a infeccdo por TM parece promover

imunossupressao na producéo de citocinas pelos macrofagos, pois durante toda a fase aguda,
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com excecdo do 28° DAI, periodo préximo ao pico maximo de parasitemia, hd uma baixa
producdo de TNF-a e IL-10 por esses macrofagos. Perfil diferente € observado no grupo TS,
onde ap6s o 7° DAI ha um retorno ao perfil misto de producéo de citocinas observado antes
da infec¢do. Portanto, pode-se sugerir duas hipOteses para os animais do grupo TM: 1-
ocorréncia de supressdo dessas celulas precocemente na infec¢do pelo T. cruzi, permitindo
que o parasito estabelecesse a infeccdo, que se prolongaria nos animais do grupo TM; 2-
producdo da citocina IL-12, e ndo TNF-a e IL-10. Para esclarecer esse ponto, posteriormente
seré avaliada a producdo de IL-12 por macrofagos.

Em relacdo a resposta imune adaptativa, observou-se um padréo distinto na producao
de citocinas pelas células CD4*, CD8" e B CD19" nos grupos TM e TS. As células B
apresentaram uma producdo mais tardia (a partir do 28° DAI) de ambas as citocinas
avaliadas, sendo que no grupo TM ndo ha alteracdo na produgdo de TNF-a por essas células
ao longo da fase aguda. As células B efetoras podem influenciar diretamente na diferenciacdo
de linfécitos T naive em linfdcitos T efetores através da producdo de IL-4 e IFN-y, além
disso, a producdo de citocinas por células B é variavel, mas pode ser tdo alta quanto a
producio de citocinas por células CD4" (Harris et al., 2000). Esses mesmos autores também
observaram que as células B produtoras de IFN-y tém um importante papel na amplificacao
de respostas dependente de Thl (Harris et al., 2005). Nesse trabalho os linfocitos B
apresentaram uma producdo mais tardia de IFN-y, porém nos animais do grupo TM a
producdo é mais precoce de citocinas do tipo Thl por linfécitos T ndo havendo assim uma
relacdo direta entre a producdo de IFN-y e a ativacdo dessas células nesse grupo. Ja para 0s
animais do grupo TS as células B parecem estar diretamente envolvidas na producdo de IFN-
v, pois é somente apds o aumento de células CD19*IFN-y" que ocorre o aumento de células T
IFN-y*.

A produgcéo de citocinas por células CD4" e CD8" na infeccdo por formas TM, levou
a uma producdo precoce apenas de IFN-y e mais tardiamente ocorreu um aumento na
producdo de TNF-a.. O contrario foi observado na infeccdo por formas TS, onde inicialmente
ocorreu um aumento de células CD4" e CD8" TNF-a*, e somente mais tardiamente de IFN-
v". Sabe-se que o T. cruzi é um potente agente indutor da producio de TNF-o por células
esplénicas in vitro (Tarleton et al., 1988). Essa citocina além de ter um papel benéfico
precocemente na infeccdo, também tem efeitos maléficos na fase de parasitemia patente
(Truyens et al., 1999). Os animais infectados por formas TS apresentaram alta producdo

precoce (7° DAI) desta citocina, o que acarretou em um balanco global de citocinas de carater
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inflamatorio nesse grupo. Lima et al. (2001) ao avaliarem a participacdo do TNF-a. na
necrose celular e na destruicdo de macréfagos parasitados no baco de camundongos durante a
fase aguda da infeccdo por uma cepa macrofagotropica do T. cruzi, observaram a expressao
dessa citocina em areas necrosadas dentro do centro germinativo e na polpa vermelha,
sugerindo assim um papel para o TNF-o na exacerbacdo do dano tissular. Esse mesmo
resultado também foi observado recentemente por Andrade et al., (2008).

Ademais, investigacOes cinéticas sobre a ativagdo de macréfagos durante a doenga de
Chagas, demonstraram que macrofagos de camundongos susceptiveis a infeccdo produzem
maiores niveis de TNF-o do que macréfagos de camundongos de linhagens resistentes
(Russo et al., 1989; Starobinas et al., 1991). Pode-se inferir entdo, que a infec¢do por formas
TS apresenta maiores danos cardiacos e esplénicos devido a alta produgéo precoce de TNF-a
observada nesse grupo, ocorrendo uma exacerbacdo do processo inflamatério. Além disso, 0s
linfocitos T CD4" parecem ser induzidos a produzir TNF-a., ao invés de IFN-y na infeccio
por formas TS.

Diversos estudos tém demonstrado que a citocina IFN-y tem um efeito protetor na
infecgdo experimental pelo T. cruzi, in vivo, levando a uma ativagdo macrofagica prevenindo
a supressdo do sistema imune e a morte desses animais ao longo da fase aguda (Reed et al.,
1988). Ao contrario do observado para os animais do grupo TS, os animais infectados por
formas TM apresentaram uma producdo precoce de IFN-y, principalmente por células NK e
CD8". Devido a isso, esses animais apresentaram um perfil inflamatorio que se tornou
imunoregulado ao final da fase aguda, quando a parasitemia patente ja estava controlada.
Esses dados coincidem com a inflamacé&o cardiaca, que tem seu pico méaximo paralelo ao pico
de parasitemia, entretanto quando a parasitemia ja esta sob controle, a mesma diminui, ndo
havendo assim um descontrole do processo inflamat6rio nos animais desse grupo.

A deplecdo in vivo de células NK resultou em quase completa eliminacdo da
producdo de IFN-y in vitro por esplendcitos cultivados com tripomastigotas vivas (Cardillo et
al., 1996). Esses resultados indicam que a producdo dessa citocina precocemente e
independente de celulas T, é um importante elemento da resposta imune inata na resisténcia
do hospedeiro a infeccdo a esse parasito. No entanto, o intervalo em que o IFN-y exerce
efeito protetor na resisténcia do hospedeiro parece ser limitado, sobretudo, para a fase mais
precoce da infeccdo aguda, como mostrado a partir de experimentos cinéticos com a
administracdo de IFN-y ou de anticorpos anti-IFN-y. Com base nessas observagdes tem sido

sugerido que o IFN-y produzido na fase tardia da infeccdo aguda pode néo ser relevante para

68



Vieira, P.M.A. Discussao

protecdo, como o observado nos animais do grupo TS, que apresentaram uma producdo tardia
dessa citocina, quando o processo inflamatorio ja se encontrava exacerbado.

Nesse sentido, os animais que foram infectados por formas TM apresentaram um
perfil inflamatorio no inicio da infeccdo, mas foram capazes de estabelecer uma resposta
imunoreguladora que foi acompanhada pela diminuicdo da inflamacao cardiaca no final da
fase aguda, quando a parasitemia ja estava sob controle. O contrario foi observado nos
animais do grupo TS, em relacdo ao balanco das citocinas IFN-y/IL-10, pois esses animais
ndo apresentaram um perfil inflamatorio precoce na infecgdo, e embora ocorra uma alta
producdo de IL-10 no final da fase aguda, h4 uma exacerbacdo do processo inflamatério
cardiaco neste grupo.

A infeccdo de camundongos nocautes para IL-10 pelo T. cruzi causa uma resposta
pré-inflamatoria sistémica com um dano tecidual diretamente ligado a expresséo de TNF-a,
similar ao choque séptico, sendo que esses animais apresentam 100% de mortalidade na fase
aguda (Holscher et al., 2000). Esses resultados corroboram com os dados apresentados nessa
tese, demonstrando a importancia da IL-10 para controlar a exacerbagdo do processo
inflamatorio diretamente ligado a alta producdo de TNF-a..

Em relacdo a citocina imunomodulatéria IL-10 observou-se niveis significativamente
elevados de IL-10 por células T em ambos os grupos, entretanto no grupo TM este aumento
ocorreu no 28° DAI enquanto que no grupo TS esse aumento ocorreu mais precocemente, no
14° DAI. Portanto, a alta producéo de IL-10 por células T ocorre sempre ao redor do pico de
parasitemia em ambos 0s grupos experimentais. Nesse trabalho foi observado que a principal
célula produtora de I1L-10 foram os linfocitos T CD8" em ambos 0s grupos experimentais.
Recentemente trabalhos na literatura tém descrito uma populagdo de células T CD8",
denominadas CD8'CD122", que atuariam como células reguladoras (Rifa’i et al., 2004;
Endharti et al., 2005). Essas celulas s&o caracterizadas por produzirem altos niveis de I1L-10 e
suprimirem a producdo de IFN-y em linfocitos T CD8", bem como a proliferagdo dos
mesmos. Desse modo, o alto percentual de células CD8"IL-10" observado nesses animais
poderiam ser células CD8'CD122", que estariam tentando controlar a hiperativagio dos
linfocitos T CD8", evitando assim danos teciduais.

Dessa maneira, pode-se inferir que a infeccdo por formas TM além de promover uma
resposta imune capaz de controlar o nimero de parasitos durante a fase aguda da infeccéo
direciona para uma resposta imunoreguladora ao final da fase aguda, limitando assim o

desenvolvimento das lesdes associadas a doenca de Chagas. Ja na infeccdo por formas TS,
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apesar do controle da parasitemia, ndo ocorre o desenvolvimento de uma resposta
imunoreguladora eficaz, levando assim ao estabelecimento de uma inflamacéo persistente,
que provavelmente podera evoluir para uma forma clinica mais grave.

Os bacos dos animais do grupo controle apresentaram aspecto histologico regular em
todas as estruturas (dados ndo mostrados). Foi realizada também a analise histologica dos
bacos de camundongos infectados por formas TM ou TS, constatando o comprometimento
deste 6rgdo na fase aguda como jé& observado por outros pesquisadores (Lima et al., 2001).
No presente trabalho foi observado severas alteracbes no baco nos animais do grupo TS ao
fim da fase aguda, com total perda de arquitetura desse 6rgdo devido a intensa hiperplasia da
polpa branca no 42° DAI, demonstrando assim que a infeccdo por formas sanguineas

ocasiona em maior dano tecidual quando comparada a infecgdo por formas metaciclicas.
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A interacdo inicial entre formas tripomastigotas metaciclicas e o hospedeiro
vertebrado induz um perfil de resposta imunoldgica diferente daquele observada na infecgédo
com formas tripomastigotas sanguineas, sendo:

1- em TM, mais silenciosa, promovendo uma resposta imune capaz ndo so de
controlar o nimero de parasitos durante a fase aguda da infeccdo como
também de estabelecer uma resposta imunoreguladora ao final da fase
aguda, limitando assim o desenvolvimento das lesdes associadas a doencga
de Chagas;

2- em TS, mais exuberante e, mesmo com o controle da parasitemia, ndo ha o
estabelecimento de uma resposta imunoreguladora eficaz, levando assim

h& uma inflamac&o persistente.

Estas proposicdes sdo sustentadas pelos seguintes achados:

- Niveis de parasitemia maiores e mais precoce no grupo TS;

- Perfil bimodal nas alteracdes leucocitarias no sangue periférico (7° e 42° DAI) no

grupo TS;

- Diminuigdo no percentual de células NK, CD4" e CD8" no bago dos animais do
grupo TS no 7° DAL,

- Producéo precoce de TNF-a acompanhada de uma producdo mais tardia de 1FN-y,

quando a parasitemia patente ja esta sob controle no grupo TS;

- Auséncia de uma inversdo de um perfil inflamatério para um perfil imunomodulado

nos animais do grupo TS, mesmo quando a parasitemia sob controle;

- Processo inflamatério cardiaco precoce que se mantém elevado até o 42° DAI nos

animais do grupo TS;

- AlteracOes mais severas encontradas no baco dos animais do grupo TS.
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