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RESUMO

KUEHN, C. C. Producao distinta da histopatologia e modulagdo de citocinas
durante a infeccdo oral e intraperitoneal com cepa Y de Trypanosoma cruzi.
2013. 46f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Os surtos de doenca de Chagas aguda estéo relacionados ao consumo de comidas
e bebidas contaminadas por fezes de triatomineos contendo tripomastigotas de T.
cruzi, tornando assim a infec¢do oral uma importante via de transmissdo. Ambas as
infeccdes vetoriais e orais desencadeiam importantes manifestagdes cardiacas nos
hospedeiros e que estdo relacionadas a uma desregulada resposta imune. O
objetivo deste estudo foi avaliar a parasitemia sanguinea durante a fase aguda da
infeccdo, a producédo de macréfagos peritoneais, alteracées nas sub-populacfes de
linfécitos CD4+/CD8+, citocinas Thl e Th2, concentracdo de nitrito e a histopatologia
cardiaca. Um grupo de ratos Wistar foi intraperitonealmente infectados com 1X10°
com cepa Y de tripomastigotas sanguineos de T. cruzi e outro grupo de ratos Wistar
foi infectado oralmente com 8X10° de tripomastigotas metaciclicos da mesma cepa.
A infeccdo intraperitoneal desencadeou um aumento estatistico no aumento do
namero de parasitas, macrofagos peritoneais, proliferacdo de células T CD4+ e
CD8+, aumento na concentracdo de NO, IL-12 e elevado foco inflamatério cardiaco
guando comparado a infeccdo oral. Entretanto nossos resultados demonstraram que
a infeccdo oral pode levar a uma doenca sistémica e que as diferentes vias de
inoculacdo promovem respostas imunes distintas.

Palavra-chave: Trypanosoma cruzi, infeccéo oral e infeccéo intraperitoneal.



ABSTRACT

KUEHN, C. C. Distinctive histopathology and modulation of cytokine
production during oral and intraperitoneal Trypanosoma cruzi Y strain
infection. 2013. 46f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeiréo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Acute Chagas disease outbreaks are related to the consumption of food or drink
contaminated by triatomine feces containing trypomastigotes of T. cruzi, thus making
oral infection an important route of transmission. Both vectorial and oral infections
trigger important cardiac manifestations in the host that are related to a dysregulated
immune response. The aims of this work were to evaluate the number of blood
trypomastigotes during the acute phase of infection, peritoneal macrophages,
possible alterations of lymphocyte CD4+/CD8+ sub-populations, Thl and Th2
cytokines, nitrite concentrations and cardiac histopathology. One group of male
Wistar rats was intraperitoneally infected with 1X10° blood trypomastigotes of the T.
cruzi Y strain, and another group of Wistar rats was orally infected with 8X10°
metacyclic trypomastigotes of the same strain. The intraperitoneal infection triggered
statistically enhanced parasite numbers, peritoneal macrophage numbers,
proliferation of CD4+ and CD8+ T cells, increased concentrations of NO and IL-12
and elevated cardiac inflammatory foci when compared to the oral infection.
Therefore, our results demonstrate that oral infection can lead to systemic disease
and that the different inoculation routes promoted distinct immune responses.

Keywords: Trypanosoma cruzi, oral infection and intraperitoneal infection.



RESUMEN

KUEHN, C. C. Produccion distinta de la histopatologia y modulacién de
citoquinas durante la infeccion intraperitoneal y oral con la cepa Y del
Trypanosoma cruzi. 2013. 46f. Tesis (Doctorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

Los brotes de enfermedad de Chagas agudos estan relacionados a la ingestion de
comidas y bebidas infectadas por heces de triatominos con tripomastigotas de T.
cruzi lo que torna la infeccion oral una importante via de transmision. Ambas las
infecciones vectoriales y orales desencadenan importantes manifestaciones
cardiacas en los hospederos y que estan relacionadas a una desreglada respuesta
inmune. El objetivo de este estudio fue evaluar la parasitemia sanguinea durante la
fase aguda de la infeccion, produccion de macréfagos peritoneales, las posibles
alteraciones en las subpoblaciones de linfocitos CD4+/CD8+, citoquinas Thly Th2,
concentracion de nitrito y la histopatologia cardiaca. Un grupo de ratas Wistar fue
intraperitonealmente infectado con 1X10°> de la cepa Y de tripomastigotes
sanguineos de T.cruzi y otro grupo de ratas Wistar fue infectado oralmente con
8X10° de tripomastigotes metaciclicos de la misma cepa. La infeccién intraperitoneal
desencaden6é un aumento estadistico del numero de parasitos, macréfagos
peritoneales, proliferacion de células T CD4+ y CD8+, ademas del aumento en la
concentracion de NO, IL-12 y elevado foco inflamatorio cardiaco, cuando comparado
a la infeccién oral. Entretanto nuestros resultados demostraron que la infeccion oral
puede llevar a una enfermedad sistémica y que las diferentes vias de inoculacion
promueven respuestas inmunes distintas.

Palabras llave: Trypanosoma cruzi; infeccion oral; infeccion intraperitoneal.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas originou-se ha milhdes de anos atrds, como uma
infeccdo enzooltica de animais silvestre e comecou a ser transmitida aos seres
humanos como uma antropozoonose (infeccdo acidental de seres humanos) quando
o homem invadiu ecotopos silvestres. Embora, provas de infeccdo humana venham
sido encontradas em mumias de até 9.000 anos de idade no Atacama, a doenca de
Chagas endémica se estabeleceu como uma antropozoonose (isto é, uma doenca
que se transmite entre animais e seres humanos endemicamente) somente nos
altimos 200-300 anos, com os triatomineos adaptados a ambientes domésticos
(COURA e DIAS, 2009).

A tripanossomiase americana é uma das patologias de mais ampla
distribuicdo no continente americano, tornando-se uma enfermidade de grande
importancia na America Latina. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude existem
cerca 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas, dos quais aproximadamente
6 milhdes encontram-se no Brasil e 100 milhdes constituem a populacdo de risco;
dos infectados cerca de 20.000 morrem a cada ano (WHO, 2002).

Os primeiros relatos da doenca foram publicados no ano de 1909, pelo
pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico e assistente do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C), que descreveu esta nova doenca humana. Foi a primeira vez
na histéria da medicina que um mesmo pesquisador identificava o vetor (o inseto
Triatoma infestans conhecido como "barbeiro"), o agente etiolégico (Trypanosoma
cruzi) e as patologias causadas por esse parasito (KROPF E FERREIRA, 2000).

A doenga € provocada por um protozoario flagelado da ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae denominado Trypanosoma cruzi.
Apresenta como formas evolutivas os tripomastigotas metaciclicos (forma infectante
para o homem), epimastigotas (formas de multiplicacdo no vetor e em culturas),
tripomastigotas sanguicolas e amastigotas (multiplicam-se dentro das células do
hospedeiro) (MORAES, 1971).
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T. cruzi promove no homem algumas manifestacfes clinicas distintas no
periodo pés-infeccdo. Estas caracteristicas estdo em grande parte ligada a
imunidade do hospedeiro, via de transmissdo, bem como as conformacbes
biologicas e bioquimicas de cada cepa envolvida e seu grau de viruléncia no
hospedeiro (MILES et al., 1980; SOUZA et al.,, 1996). Extensivos estudos vém
caracterizando desde 1970 estas cepas de T. cruzi em biodemas e zimodemas
(ANDRADE et al., 1970, 1985, 1997). Estas classificacbes bioldgicas tém sido
recomendadas pela WHO (1986).

Cepas delgadas com alta capacidade de divisdo como a Y (MILES et al.,
1980; SOUZA et al., 1996) apresenta caracteristicas especificas de patogenia no
hospedeiro, devido a sua morfologia e tropismo por alguns 6rgaos.

Em uma escala epidemiologia crescente, avaliando a porcentagem de
pessoas infectadas, podemos observar que a transmissdo da doencga ocorre por
secrecbes (DEANE et al, 1979), formas congénitas, transplante de O6rgaos
(SHIKANAI-YASSUDA et al, 1990), acidentes Ilaboratoriais (REICHE e
JANKEVICIUS, 1997), transfusdo de sangue (PELLEGRINO, 1949), transmisséo
oral (CARLIER et al., 2002; DIAS et al., 2000) e a transmissao vetorial (CHAGAS,
1909).

A infeccdo vetorial ainda hoje € considerada como a principal forma de
disseminacdo da doenca e diversas espécies de triatomineos sdo responsaveis por
esta via de inoculacdo. No Brasil, os processos de combate aos triatomineos,
principalmente Triatoma infestans vém demonstrando resultados satisfatérios em
todo o Brasil (SCHOFIELD et al., 2006).

A dificuldade em eliminar a infec¢do vetorial € devido a grande variabilidade
de triatomineos existentes, como exemplo na regido Amazonica, pois ao contrario de
outras regifes brasileiras, a espécie mais predominante € Rhodinus prolixus. Este
triatomineo tem apresentado mudancas comportamentais migratérias de um
ambiente silvestre para peridomiciliar, favorecendo uma elevada transmissao vetorial
(SCHOFIELD, 1988).

Outra via de transmissdo que vém despontando de forma emergente e
elevando os dados epidemioldgicos € a infec¢cao oral (CAMANDAROBA et al., 2002).
Diversas pesquisas ja foram realizadas com o intuito de avaliar a viabilidade de T.
cruzi nos alimentos. Segundo AMATO NETO et al., 2000, DIAZ-UNGRIA, 1968,
LOPES E CHAPADEIRO, 2004, PINTO et aL., 1990, o parasita mostrou-se viavel
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em experimentos com leite, sangue de mamiferos, carne crua, caldo-de-cana e
carne de cadaver humano por pelo menos algumas horas, a temperatura ambiente,
prolongando-se por dias ou semanas, em baixas temperaturas. Em caldo-de-cana,
SOARES et al., (1987) lograram a viabilidade do parasita por até vinte e quatro
horas, trabalhando com in6culo de fezes e triatomineo macerado em animais como
0 cdo e camundongo.

Casos por infeccdo oral vém aumentando principalmente na regido
amazoOnica, pois o0 vetor contaminado com T. cruzi pode ser processado
acidentalmente nos sucos de acai e consequentemente ser consumido pela
populacdo local, podendo promover micro-epidemias pontuais (BARBOSA et al.,
2012).

Segundo algumas pesquisas, mais de 50% dos casos agudos da doenca de
Chagas na regido amazonica estéo relacionados a infeccdo por via oral, através do
consumo de alimentos contaminados nos anos de 1968 a 2000 (COURA et al.,
2002).

Na Amazobnia os trés primeiros casos foram registrados em 1966, também
com contaminacao oral (PINTO et al., 2001). Até 2001 havia 148 casos informados,
sendo 121 agudos, com 5 mortes. Somente no Para, 71 casos foram notificados,
incluindo dezessete microepidemias familiares, principalmente por ingestao de suco
de acai contaminado (VALENTE et al., 2001). Estes dados foram, confirmados por
estudos epidemiolégicos que vem demonstrando uma inversao da incidéncia de
casos agudos de infeccdo vetorial em relacdo a contaminacdo por via oral da
doenca de Chagas (COURA et al., 2002).

O acai, designacao do fruto da palmeira “acaizeiro”, originario da regido do
delta amazbnico, onde cresce abundantemente neste ecossistema de varzea,
representa uma importante fonte alimentar, tanto para os povos indigenas, quanto
para a populacao ribeirinha e para alguns centros urbanos regionais, como Belém
(NASCIMENTO, 1992). O estado do Pard € o maior produtor mundial dessa fruta,
gue segundo SANTANA E AMIM (2002) gerou, no ano de 2004, o valor de R$
317,83 milhdes, exportou cerca de US$ 3,87 milhdes, empregou diretamente 5.650
pessoas e ocupou em algumas fases da cultura (plantio ou manejo, tratos culturais,
colheita e comercializagdo) 150 mil pessoas, envolvendo 45 mil familias.
Interessante notar mediante estes dados que o acai é a fonte rentavel e

alimentar para uma grande quantidade da populagédo nortista, entretanto, este fato
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pode estar ameacado pelos altos indices de contaminacdo da doenca de Chagas
que vem se alastrando através do preparo e consumo inadequado do suco de acai
(IANNI E MADY, 2005).

Atento aos atuais fatos, alguns pesquisadores vém direcionando suas linhas
de pesquisa para uma melhor compreensao nos processos de infeccao vetorial e
oral na doenga de Chagas, bem como analisar o perfil imunopatolégico que a cepa

promove nestas vias de infeccéo sobre o hospedeiro.

1.2 Primeira fase no mecanismo de infec¢céo vetorial e/ou oral

Apos a infeccdo das formas tripomastigotas metaciclicas provenientes da
contaminacgao vetorial ou oral, os parasitas alcangcam as primeiras barreiras naturais
do hospedeiro. Em uma infec¢céo vetorial, T. cruzi invade especialmente células do
sistema fagocitico-monocitario, enquanto na infeccao oral, os principais alvos sédo as
células epiteliais do estbmago.

Uma vez o hospedeiro infectado, as formas tripomastigotas metaciclicas da
cepa Y apresentam glicoproteinas de membrana: GP82, GP30 e GP90,
responsaveis pelo contato da primeira fase de interagdo célula-parasita por ambas
as via de contaminacao vetorial e/ou oral na doenca de Chagas (BRENER, Z. 1963;
SOUZA, M. M. 1996).

Os processos de infeccao e intensidade de invasao celular estdo diretamente
regulados, pela expressdo destas glicoproteinas (COVARRUBIAS et al.,, 2007).
GP82 e GP30 presentes em cepas Y favorecem a adesao celular e medeiam a
entrada de formas tripomastigotas metaciclicas em células fagociticas, bem como
células epiteliais humanas, entretanto a infeccdo depende, sobretudo da expressao
de GP82 que promove uma adesdo mais efetiva (NEIRA et al. 2003; YOSHIDA,
2006). A invasédo de células alvo por cepas de T. cruzi deficientes de GP82 esta
diretamente relacionada com a presenca e expressdo do GP30 no processo de
infeccéo celular (CORTEZ et al., 2003).

GP90 pode ser caracterizada como uma molécula de superficie com
propriedades regulatérias negativas nos processos de penetracio celular (MALAGA e
YOSHIDA, 2001), caracterizando reduzidas taxas de invasdo em estudos in vitro. Em

2007, COVARRUBIAS observaram que a cepa SC provenientes de pacientes
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contaminados com caldo de cana no estado de Santa Catarina apresentava GP90 em
formas tripomastigotas metaciclicas que foram degradadas pelo suco géstrico, ativando
a expressdo de GP82 e GP30 com consequente ativacdo da via de Ca®*, promovendo

alta infectividade no estbmago apés infeccédo oral.

1° fase de infeccao

tripomastigotas metaciclicas

Infeccio vetorial Células mononucleares infectadas

M7 8
)"'J“{ \\

Endoplasmic reticulum

Infeccéo oral

A. B. (Yoshida, 2008) C.

Figura 1. A. Via de infeccao vetorial e oral por tripomastigotas metaciclicos, B. Ativacao das
GP82, GP30 e GP90 no contato parasito/células do hospedeiro (via vetorial — macrofagos /
via oral — mucina e tecido estomacal) C. Ativacdo das vias de sinalizacdo de Ca2+ por
tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi durante a invasdo das células alvo do hospedeiro
por ambas as vias de infec¢do (YOSHIDA et al, 2006).

1.3 Segunda fase do mecanismo de infecc¢éo vetorial e/ou oral

Seguindo a primeira fase de infeccdo vetorial ou oral, as formas
tripomastigotas metaciclicas provenientes desta contaminacdo transformam-se em
amastigotas intracelulares, e posteriormente em tripomastigotas sanguicolas que
emergem das células infectadas e ganham o sistema circulatério, disseminando-se
por diversos 6rgaos e retornando a infectar multiplas células e tecidos do hospedeiro
em uma segunda fase da infeccdo (COURA et al., 2002).

Formas tripomastigotas sanglineas provenientes da segunda fase de

infeccdo, apresentam glicoproteinas de superficie GP85/TS e proleoligopeptidase
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POP e GP80, com caracteristicas semelhantes as glicoproteinas nas formas
metaciclicas da primeira fase de infec¢cdo, promovendo um quadro de adesao,
invasdo e reconhecimento dos componentes da matriz extracelular como
fibronectina, laminina, citoqueratina presentes em mondcitos, neutréfilos, mucinas e
producdo de transialidase (GIORDIANO et al.,, 1994; MAGDESIAN et al. 2001,
SCHENKMAN et al. 1991a; SANTANA et al., 1997, GRELLIER et al., 2001). Essas
transialidases sao identificadas como: cisteinas proteases, oligopeptidases e
penetrina que apresentam afinidades por proteinas da matriz extracelular, ligando-se
a heparina, heparan sulfato e coladgeno das células (POLLEVICK et al., 1991,
OUAISSI et al., 1986a).

Desta maneira, estas glicoproteinas GP82, GP30, GP90, GP85/TS e POP
GP80 estdo diretamente ligadas a complexos processos de adeséo, sinalizacao e
invasdo de tripomastigotas metaciclicos e sangiiineos em células hospedeiras tanto
em infeccOes vetorias como orais, considerando que formas tripomastigotas entram

nas células por trés mecanismos: invaginacdo de membrana, fagocitose, endocitose.

1° Fase de infeccao 2° Fase de infeccao

tripomastigotas sanguiculas

Celulas mononucleares infectadas Infeccao sistémica

Infecgao vetorial

e *_* [GEAS | penstring
> {
- - n
(] e e (PO Te&0)
PE

Células mononucleares

fenuripain | oigopeptidase B)

e ' ﬁ\/—
= _ .I“'

—

Target cells

y,

Células teciduais Extracelufar

matriz

Tecido estomacal infectado
Infecgéo oral C.

A. B. (Yoshida, 2008)

Figura 2. A. Primeira fase de infeccdo vetorial e oral com formas tripomastigotas
metaciclicas. B. Tripomastigotas sanguineos oriundos de formas amastigotas da infeccéo
primaria (1° fase de infeccéo). C. Interacao de tripomastigotas sanguineos de T. cruzi com a
matriz extracelular de células fagociticas e teciduais usando moléculas tais como GP85 e
penectrina, que tem afinidade por laminina, fibronectina, colageno e heparina (YOSHIDA et
al, 2006)
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1.4 Resposta imune dirigida contra T. cruzi na infec¢ao: vetorial ou oral

A invasao de formas metaciclicas presentes, tanto na infeccéo vetorial como
oral em células do hospedeiro definitivo, provocam uma série de interacdes
moleculares nos macrofagos que ativam a resposta imune inata do hospedeiro,
promovendo especificos sinais para as células T CD4+ e CD8+, que desempenham
um papel essencial em mediar a resposta imune celular no controle de T. cruzi
(TARLETON, 1994; REED, 1995; ALIBERTI et al., 1999). Consequentemente, a
imunidade adquirida do hospedeiro infectado comeca a sua defesa contra o
patdgeno através da producdo de interleucinas. Entre estas o0 aumento nas
concentracfes de oxido nitrico (NO) é alcancado por meio da ativacdo da arginase
expressao do gene | dentro dos macréfagos (GAZZINELLI et al., 1992; ALIBERTI et
al., 1996). No entanto, a producdo exacerbada de arginase | e NO durante a fase
aguda da infeccdo esta ligada a miocardite em modelos murinos susceptiveis
(GARCIA et al., 1999). CAMARGO et al., (2000), trabalhando com ratos Holtzman
infectados com cepas ABC, Y e Cl-Brener, observaram uma producao elevada de
NO, consequentemente ocasionando uma miocardite aguda grave durante a fase
aguda, com impacto significativo na fase crénica da doenca.

Muitos trabalhos foram realizados para explicar o perfil imunopatolégico do
hospedeiro sobre a infeccdo vetorial, na infeccdo oral, entretanto poucos dados
estdo disponiveis. Ciente dos acontecimentos atuais, a nossa pesquisa teve como
objetivo analisar o perfil imunolégico de ratos Wistar infectados com a cepa Y de T.
cruzi apos a infeccdo intraperitoneal e oral, utilizando como parametros a
parasitemia sistémica, contagem de macréfagos peritoneal, a quantificacdo de IL-12,
IFN-Y; IL-10, o 6xido nitrico, populacdes de células T CD4" e CD8" por citometria de
fluxo e histopatologia no tecido cardiaco.

O nosso objetivo era avaliar se o perfil imunolégico do hospedeiro poderia
servir como uma chave para elucidar qual tipo de infeccdo o mesmo foi submetido.
Comparando separadamente os grupos de infeccao intraperitoneal e oral infectados
com a cepa Y.
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2 OBJETIVOS

v Avaliar a resposta imune e a histopatologia cardiaca de ratos Wistars infectados

pela via intraperitoneal e oral com a cepa Y de Trypanosoma cruzi.

v' Analisar se o perfil imune do hospedeiro infectado € capaz de direcionar o

diagnéstico pela via primaria de infeccao.

Através de:

- Quantificacdo de parasitas sanglineos durante a fase aguda da infeccao

experimental tanto por via intraperitoneal como oral;

- Contagem global de macréfagos esplénicos e peritoneais;

- Subpopulacdes de células T CD3+CD4+, CD3+CD8+;

- Deteccdo de possiveis alteracbes na resposta imune através da dosagem de

citocinas no soro de animais infectados;

- Quantificacdo de Oxido Nitrico no lavado peritoneal de animais infectados;

- Avaliacdo histopatologica de focos inflamatérios e parasitismo tecidual em

cardiomidcitos.
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=» Marcadores de fendtipos celulares analisados

Descricéo Marcadores celulares
Marcadores de célula T auxiliar e CD3, CD4, CD8
Citotoxica

= Citocinas analisadas

Caracteristicas Citocina
Principal mediador da resposta imune | IL-12

inata e indutor da resposta adaptativa

Ativacdo de macrofagos e células IFN-y

Th1l; AgGes sobre imunidade inata e

adaptativa

Principal mediador da resposta TNF-a
inflamatoria aguda

Regulacado da resposta imune inata e | IL-10

celular
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3 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas apresenta diferentes vias de infeccdo para o0 homem. As
mais frequentes sdo as infec¢bes vetoriais, ocasionadas por triatomineos que albergam
T. cruzi. Estes triatomineos estdo normalmente separados por regides, como no caso 0
Rhodnius prolixus presente na regido Amazonica. Outra forma de infeccdo que vém
ganhando robustos dados epidemiologicos também na regido amazénica é a infeccéo
oral, mediante ao consumo de alimentos contaminados como 0 agai in natura.

Na Amazobnia brasileira, a doenca de Chagas ainda ndo foi considerada
endémica, entretanto o numero de pessoas infectadas vem aumentando
consideravelmente a cada ano. O primeiro surto de transmissao oral da doenca de
Chagas na Amazonia foi relatado em 1968 (DEVERA et al., 2002). Durante 1968-
2005, um total de 437 casos da doenca de Chagas aguda foi relatado nesta regiéo.
Destes, 311 foram relacionados com 62 surtos, nos quais se levantou a suspeita de
transmissao pelo consumo do acai (SOUTO e ZINGALES 1993).

Apesar da grande rentabilidade e caracteristica nutricional que o fruto
apresenta para a populacdo da regido Amazbnica, o acai vem sendo
frequentemente correlacionado a diversas micro-epidemias.

A apresentacéo clinica da doenca de Chagas € muito variavel, tanto pela via
vetorial como oral e envolve fase aguda e cronica (SILVA et al., 1968). A resposta ao
tratamento, sinais clinicos e a morbidade da doenca de Chagas também estédo
diretamente ligadas as caracteristicas biologicas, bioquimicas e genéticas das cepas
de T. cruzi (VALENTE et al., 2006).

Avaliando as inumeras possibilidades que levam um hospedeiro infectado a
manifestar diferentes quadros patologicos, realizamos um detalhado estudo sobre a
capacidade da infeccdo oral transformar-se em infeccédo sistémica, bem como o
perfil da sintese de citocinas e outros mediadores relacionados aos quadros
patolégicos nas infec¢des por via vetorial ou oral com a cepa Y de T. cruzi.

Desta forma, analisando os resultados experimentais, nossa pesquisa teve
como proposta inicial, obter uma melhor compreensdo sobre o perfil imune,
populacao celular e danos teciduais cardiacos promovidos por estas infeccoes.

Nossos resultados permitem indicar a possivel via de infec¢@o ocorrida e suas
manifestacdes imunes e clinicas pos-infeccao vetorial e oral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parasitas

Foram utilizados tripomastigotas metaciclicos da cepa Y de T. cruzi oriunda
de triatomineos da espécie Rhodnius prolixus por SILVA e NUSSENZWEIG (1953).

A cepa é mantida no laboratério de parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — S&o Paulo.

4.2 Obtencao das formas tripomastigotas metaciclicas: cepa Y

Cinco Rhodnius prolixus foram alimentados com sangue de camundongo
infectados com cepa Y de T. cruzi. Ap6és um periodo de 20 a 30 dias, realizamos a
compressdo abdominal para a obtencédo das fezes contaminadas. Sequencialmente
as mesmas foram submetidas a centrifugacéo seriada de 100g e 1000g sobre uma
resuspensdo de meio RPMI para a separacéo das fezes/parasita. A quantificacdo de

tripomastigotas metaciclicos foi obtida pela contagem em camara de Neubauer.

4.3 Viabilidade das formas tripomastigotas metaciclicas no acai: cepa Y de

T. cruzi

Aproximadamente 2mL de polpa de acai in natura foram contaminadas com
8x10° de cepas Y de T. cruzi oriundas de Rhodnius prolixus. Em seguida realizou-se
0 processo de congelamento a -20°C e apdés 6, 12 e 24 horas o acai foi
descongelado e avaliada a mobilidade, morfologia estrutural e viabilidade das formas

metaciclicas através de microscopia otica.
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4.4 Animais utilizados

Utilizamos ratos machos da linhagem Wistar (n=30), jovens, pesando entre 90
e 100 gramas, provenientes de uma col6nia mantida da Universidade de S&ao Paulo,
campus de Ribeirdo Preto. Esses animais foram ambientados no biotério da FCFRP-
USP, sendo mantidos a uma temperatura ambiente de 23 + 2°C, em ciclo claro e
escuro 12/12 horas, com acesso livre a agua e racéao.

Em cada experimento, foram utilizados 5 animais por grupo, visto que uma
diferenca no nimero de amostra pode influenciar nos resultados (SOGAYAR et al.,
1993). O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica, local nimero de
protocolo 09.1.989.53.5.

4.5 Animais infectados pela via oral

Os grupos foram infectados oralmente (1.0) através de gavagem, com 0.2 mL
de acai, contendo 8X10° formas tripomastigotas metaciclicas com a cepa Y de T.

cruzi resistentes ao processo de congelamento por 24 horas.

4.6 Animais infectados através de infeccdo intraperitoneal ou simulagédo da via

vetorial

Os grupos foram infectados intraperitonealmente (I.P) com 1X10° formas
tripomastigotas metaciclicas com a cepa Y de T. cruzi retiradas diretamente de
triatomineos. Este processo de inoculagcéo intraperitoneal tem como finalidade,

simular uma infecgéo vetorial.
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4.7 Grupos experimentais

Os animais foram divididos e identificados em dois grupos:

- Infeccdo com cepa Y

(C) — Controle nao Infectado (n=5)

(I.P) — Infeccéo intraperitoneal com cepa Y (n=5)

(1.0) - Infeccao oral com cepa Y (n=5)

Todos os animais foram infectados com as formas tripomastigotas metaciclicas.
Experimento realizado em duplicata.

4.8 Avaliacdo prévia da parasitemia ap6és a infeccéo oral

Um grupo com cinco animais foi infectado oralmente (1.O) através de
gavagem, com 0.2 ml de acai, contendo 1x10°, 5x10° 7x10°> e 8X10° formas
tripomastigotas metaciclicas com cepas Y de T. cruzi. Em seguida foi realizada a
analise da parasitemia, retirando-se o sangue da cauda dos animais todos os dias,
em um periodo de 30 dias. Esta andlise forneceu o dia especifico de pico na
infeccdo oral e a carga parasitaria correspondente ao pico de parasitemia (8X10°).

4.9 Dias de experimento

Os experimentos foram realizados em dias pré-determinados baseados na

curva parasitémica e a via de infeccéo utilizada.
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Grupos Pico da parasitemia
(I.P) — Infeccdo intraperitoneal com cepa Y 14° dia
(1.0) — Infeccao oral com cepa Y 21° dia

Para cada dia de experimento no pico da infeccéo, foram utilizados 5 animais
por grupo, para todos os grupos, visto que, uma diferenca no nimero de amostra
pode influenciar nos resultados do experimento (SOGAYAR et al., 1993). Ao final,
utilizaram-se 30 animais. Os experimentos foram realizados em duplicata

(independentes).

4.10 Morte dos animais e coleta de sangue

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo apds anestesia com
Tribomoetanol 2,5 mg/Kg, para evitar que outras manifesta¢cées pudessem ocasionar
estresse e interferir nos parametros analisados (CALDEIRA E FRANCI, 2000). Apos
a morte dos animais, foram coletados cerca de 2,0mL de sangue em tubos Falcon
de 15mL contendo 200ul de heparina sodica (ImL: 5.000U.1.- ORGANON TEKNIKA)
para posterior contagem das formas tripomastigotas sanguineas. Para as dosagens
imunolégicas o sangue, foi coletado em frascos especificos sem anticoagulante com

o volume de 2,0mL para a obtencéo do soro.

4.11 Contagem de parasitas

A determinacéo da parasitemia sanguinea foi realizada no pico especifico da
cepa e via de infeccdo, utilizando-se o método de BRENER (1962), que consiste em
colocar uma aliquota de 5uL de sangue em lamina, cobrindo-a com laminula de 22 x
22 mm. O numero de parasitas é determinado contando-se em 50 campos
microscopicos. O numero encontrado € multiplicado por um fator, calculado para
cada microscopio e objetiva, que leva em consideragdo o numero de campos

microscopicos existentes na area da laminula.
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4.12 Contagem de macréfagos

Macrofagos peritoneais de animais infectados (I.P) ou (1.O0) com a cepa Y
foram coletados imediatamente apds a morte dos animais. Para tanto, injetou-se 10
ml de meio RPMI 1640 estéril (Cultlab, Campinas Brasil) na cavidade peritoneal, com
posterior massagem abdominal suave por 30 segundos e, em seguida coleta do
liquido peritoneal. O procedimento foi também realizado nos grupos controles nao
infectados, mas estimulados intraperitonealmente com tioglicolato a 3%, quatro dias
antes ao experimento. As células foram centrifugadas por 15 minutos, sendo o
“pellet” ressuspenso em meio RPMI. Utilizou-se a solucéo de Turk para a coloracao
das células macrofagicas do lavado peritoneal dos ratos, realizando-se em seguida a
contagem manual em camara de Neubauer para obtencdo do numero total de

células sob microscopia 6ptica.

4.13 Quantificagdo de 6xido nitrico

Os ensaios de producao de 6xido nitrico foram realizados em de células do
lavado peritoneal. A cavidade dos animais foi lavada com 10ml de RPMI,
centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm a 4°C e o sobrenadante desprezado. O
sedimento foi ressuspendido com 1mL de RPMI contendo 10% de soro bovino fetal
e antibiotico. Desta suspensao, retirou-se uma aliquota de 10uL que sera diluida em
Turk e azul de Tripan, para a contagem e viabilidade celular. Depois de contadas, as
concentracBes foram acertadas para 5 x 10° células/mL; 100uL desta suspensao
foram distribuidas em placa de 96 pocgos, adicionando, 10 pg/mL pogo de LPS. A
placa foi incubada durante 24 horas a 37°C em estufa contendo 5% de CO,. Apoés
este periodo, a placa foi submetida a centrifugacdo de 1500 rpm durante 4 minutos.
Recolheu-se 100uL do sobrenadante que foram transferidos para outra placa de 96
pocos. Em seguida, adiciona-se igual volume de reagente de Griess, permitindo a
revelacdo da reacdo por meio de leitor de microplacas, utilizando filtro de 540nm. A
curva padrdo de 200puM a 6pM foi realizada utilizando NO® com diluicdo seriada na
base 2 (TERENZI et al., 1995). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de

microplaca.
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4.14 Dosagem de Citocinas Thl: TNF-a, INF-y, IL-12 e Th2: IL10

Os concentracdes destas citocinas foram quantificados utilizando imuno
ensaio (N° do Catalogo RT1000, KRCO122 e RIFO0 R&D Systems). A metodologia
baseou-se nos componentes basicos para o desenvolvimento do ELISA sanduiche

para a mensuracao natural e recombinante das citocinas.

4.15 Analise fenotipica das popula¢des celulares por citofluorimetria de fluxo

O baco foi removido cirurgicamente e os esplendcitos obtidos por maceragéo
em peneiras de aco inox em 4mL de meio de RPMI 1640 (GibcoBR). A contagem de
linfécitos TCD4+, TCD8+, foi realizada por citometria de fluxo, baseada em
anticorpos monoclonais marcados com substancias fluorescentes, dirigidos contra
antigenos de superficie destas células. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais conjugados com anti-CD3-phycoerythrin  (PE), anti-CD4+FITC
(Fluorescein isotiocianate) e anti-CD8+PERCP (Peridin  Clorofil  Protein)
(BDPharmingen, CA, USA). As células coradas foram armazenadas para analise em
PBS contendo 0,01 ml de azida de sbédio e 1% de paraformaldeido, em tubos
selados mantidos no escuro. Todos os passos foram realizados a 4 °C. Analise
dessas células foi realizada utilizando uma Becton Dickinson FACScan citbmetro de
fluxo com o software DIVA-BD (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
Jose, CA, EUA).

4.16 Técnica histoldgica e intensidade do parasitismo tecidual

A presenca de um infiltrado inflamatorio é considerada positiva quando 30 ou
mais leucécitos sdo detectados em cada foco inflamatorio. Os coragbes foram
coletados apds a eutanasia. Os 6rgdos foram lavados em solucédo salina a 0,9%,

fixados em formaldeido a 10% e embebidos em parafina. Cortes histologicos de
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6 ym foram coradas com hematoxilina e eosina. Os cortes foram montados com um
intervalo de 70 ym para evitar a analise do mesmo foco inflamatério. Para a
contagem do infiltrado inflamatério, o numero total de focos foi contado em
microscopio em 50 campos (ampliacdo 400X) por seccao cardiaca. Quatro seccdes
foram contadas para cada animal, e os dados individuais foram determinados como
a média dos resultados das quatro sec¢des. A média e desvio padrdo de cinco
animais sdo apresentados para cada grupo (CASTRO E BRENER, 1985).

4.17 Anélise estatistica

A significancia estatistica entre os grupos foram determinadas por analise de
variancia de poés-teste ANOVA complementado pelo teste de Bonferroni. Os
resultados foram expressos como médias/erro padrao da média. Um valor de P<0,05
foi considerado estatisticamente significativo. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando Graph Pad Prism versao 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Parasitemia

A infeccdo por via intraperitoneal (I.P) no 14° dia pds-infeccdo promoveu um
aumento significativo da parasitemia sanguinea quando comparado com a infeccao
oral (1.0) no 21° dia pds-infecgdo (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 3: Curva de parasitemia em ratos Wistar machos infectados com 1x10° formas
tripomastigotas metaciclicas da cepa Y por via intraperitoneal (I.P) e 8x10°> formas
tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi, para a infeccdo oral (1.0). As andlises
estatisticas foram feitas no pico de parasitemia 14° dia para I.P e 21° dia para 1.0. Para
todos os grupos utilizamos n =5, * P<0,05.
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5.2 Quantificacdo de macréfagos

Um aumento significativo no numero de macrofagos foi encontrado na
infeccdo por via intraperitoneal (I.P) no 14° dia pos-infeccdo, quando comparado
com a infeccdo oral (1.O) no 21° dia pés-infeccdo (P<0,05). Ambas as vias de
infeccdo exibiram numeros significativos de macréfagos em relacdo ao grupo
controle nao infectados (C) (P<0,01) (Figura 4).
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Figura 4: Quantificagdo de macréfagos do lavado peritoneal de ratos Wistar machos
infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por via
intraperitoneal (1.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas metaciclicas
da mesma cepa para a infeccdo oral (1.0) no 21° dia. Para todos os grupos utilizamos n = 5.
* P<0,05.
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5.3 Andlises fenotipicas das populages linfocitarias CD4" e CD8"

A avaliacdo de células linfocitarias CD4" e CD8", foram realizadas com os
esplendcitos colhidos durante o pico de parasitemia para ambas as vias de infeccao.

Na infeccdo (I.P), o nimero de células T CD4" ndo apresentou aumento
significativo quando comparado com a (1.0). Para células T CD8", n&o foi observado
um aumento significativo no nimero destas células para a (1.0), quando comparado
com (I.P). A infeccéo por via intraperitoneal e por via oral com a cepa Y de T. cruzi
apenas foi significativa sobre as células CD4" e CD8" quando comparadas ao grupo

nao infectado (C) (Figura 5).
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Figura 5: Aumento da populacédo de linfécitos T CD4" e CD8" do baco de ratos Wistar
machos infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por
via intraperitoneal (I.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas
metaciclicas da mesma cepa para a infec¢éo oral (I.0) no 21° dia. Para todos os grupos
utilizamos n = 5. * P<0,05.
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5.4 Quantificacdo das concentragdes de IFN -y

Um aumento estatisticamente significativo nas concentracées de IFN-y foi
encontrado na infeccao intraperitoneal (I.P), quando comparada com a infecgéo por
via oral (1.O) (P<0,05). Ambas as vias de infeccdo promoveram um aumento
significativo nas concentracfes de IFN-y quando comparado com o grupo controle

(P<0,001 e P<0,01) (Figura 6).
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Figura 6: Aumento de IFN-y expresso em pg/ml proveniente de soro de ratos Wistar machos
infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por via
intraperitoneal (1.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas metaciclicas
da mesma cepa para a infeccéo oral (1.0) no 21° dia. Para todos os grupos utilizamos n = 5.
* P <0,05.
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5.5 Quantificac&o das concentragdes de Oxido Nitrico

A producdo de NO em ratos Wistar machos foi medida em células colhidas da
cavidade peritoneal, no 14° e 21° dias apos a infecgéo.

Para a infeccdo por via intraperitoneal (I.P), a concentracdo de NO foi
significativamente maior quando comparado com a (1.0) (P<0,001). Ambas as rotas
de infeccdo apresentaram producdo significativa de oOxido nitrico quando

comparadas ao grupo controle nédo infectado (C) (Figura 7).
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Figura 7: Concentracdo de nitrito expresso em uM em cavidade peritoneal de ratos Wistar
machos infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por
via intraperitoneal (I.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas
metaciclicas da mesma cepa para a infeccao oral (1.0) no 21° dia. Para todos os grupos
utilizamos n = 5. * P<0,05.
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5.6 Quantificacédo das concentracdes de TNF- alpha

O soro dos animais infectados pela via (I.P) ndo apresentaram aumento
significativo nas concentragbes do TNF-a quando comparado ao grupo infectado
pela via (1.0). Entretanto, ambas as vias de infeccdo promoveram um aumento
significativo nas concentractes de TNF-a quando comparados com o grupo controle
(P<0,001) (Figura 8).
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Figura 8: Producdo de TNF-a expresso em pg/ml proveniente de soro de ratos Wistar
machos infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por
via intraperitoneal (I.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas
metaciclicas da mesma cepa para a infec¢éo oral (I.0) no 21° dia. Para todos os grupos
utilizamos n = 5. * P<0,05.
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5.7 Quantificagdo das concentragdes de IL-12

Para a infeccdo por via intraperitoneal (I.P), um aumento significativo nas
concentracbes de IL-12 foi maior quando comparado com a infeccdo oral (1.O)
(P<0,01).

Independentemente da via de infeccdo, acorreu aumento significativo nas

concentracdes de IL-12, quando comparado com o grupo controle (Figura 9).
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Figura 9: Producdo de IL-12 expresso em pg/ml proveniente do soro de ratos Wistar
machos infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por
via intraperitoneal (I.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas
metaciclicas da mesma cepa para a infeccdo oral (1.0) no 21° dia. Para todos os grupos
utilizamos n = 5. * P <0,05.
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5.8 Quantificacado das concentragdes de IL-10

Para a infeccdo por via intraperitoneal (I.P), ndo foi observado aumento
significativo nas concentragées de IL-10 quando comparado com a infecgao oral
(1.O). Mas, independentemente da via de infeccdo, ambas demonstraram
significativo aumento nas concentracdes de IL-10, quando comparadas com 0 grupo
controle (P<0,01) (Figura 10).
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Figura 10: Producdo de IL-10 expresso em pg/ml proveniente de soro de ratos Wistar
machos infectados com 1x10° formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Y de T. cruzi por
via intraperitoneal (I.P) realizadas no 14° dia, e com 8x10° formas tripomastigotas
metaciclicas da mesma cepa para a infec¢do oral (I.0) no 21° dia. Para todos os grupos
utilizamos n = 5. * P<0,05.
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5.9 Numero de focos inflamatérios no coragéao

Os coracbes dos animais infectados e controles nédo infectados foram
removidos e a andlise histopatologica do tecido cardiaco foi realizada em cortes
corados com hematoxilina e eosina (400X).

Dessa forma, a (I.P), promoveu um aumento no numero de focos
inflamatoérios quando comparado com a via oral com a cepa Y de T. cruzi (P<0,01)

(Figura 11).
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Figura 11: Aspectos histopatolégicos observados em ratos Wistar machos infectados pela
via intraperitoneal e oral com a cepa Y de T. cruzi. H & E, 400X. A — Grupo controle sem
parasitas e sem foco inflamatério. B - Infeccdo por via intraperitoneal. Se¢do do coracdo
com miocardite intensa e foco inflamatério nas células do cardiomiécito. C- Infecgdo por via
oral. Foco inflamatério moderado e miocardite com presenca de parasitas nas células
cardiacas. Cada barra representa a média + SD de um grupo experimental constituido por
cinco animais. *P<0,05/ B: (I.P) - Y vs C: (1.0) - Y, dia especifico de experimento.
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6 DISCUSSAO

Apesar de todos os avancos da ciéncia em adotar medidas profilaticas contra
0s vetores de uma doenga, a transmisséo vetorial continua sendo uma das principais
rotas de contaminacdo por agentes patogénicos que afetam os seres humanos, tais
como a maléaria, leishmaniose e tripanossomiase americana. IniUmeros estudos
epidemioldgicos, moleculares e imunolégicos tém contribuido para uma melhor
compreensao dos mecanismos relacionados a esta via de infecgdo, principalmente
na doenca de Chagas (COURA et al., 2002).

Os microrganismos patogénicos envolvidos nas infec¢des orais Sdo poucos.
Dentre estes patdgenos, encontramos (Helicobacter pylori, Mycobacterium
tuberculosis, Treponema pallidum, Histoplasma capsulatum) virus tais como o
citomegalovirus causador de granuloma gastrico em hospedeiros com ma
alimentacéo, alcoolismo e HIV (WANG E PEURA, 2011). Nesta via de infeccéo,
alguns nematdides entéricos podem também estar envolvidos, como Anisakis
simplex, Pseudoterranova decipiens e Strongyloides stercoralis, bem como o
protozoario da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi (OZTURK et al., 2011).

Nos ultimos anos tem havido um aumento significativo de infec¢des orais por
T. cruzi. Muitas vezes, estes acidentes estdo relacionados a falta de inspecao
sanitaria dos alimentos que sdo consumidos pela populacdo. No norte e nordeste
aconteceram em 2007, ao redor de 177 casos de contaminagcdo com caldo - de -
cana e acai (CARLIER et al., 2002; DIAS, 1999).

Atento aos crescentes indices de infecgéo, ocorridos principalmente na regiao
amazonica através das vias de infeccdo vetorial e oral da doenca de Chagas,
direcionamos nossos objetivos em uma melhor compreensdo das diferentes
respostas imunopatoldgicas de acordo com a via primaria de infeccdo. Para tal o
primeiro passo foi avaliar a parasitemia.

Durante a infecg&o por T. cruzi, o nivel de parasitas no hospedeiro infectado
esta diretamente relacionado com a viruléncia da cepa, a carga parasitaria, a
imunidade do hospedeiro e do tipo de infeccdo. Na via vetorial, o parasito depara-se
com a invasao de células do sistema imunitario. Por via oral, a superficie da mucosa
gastrica se estabelece como a primeira barreira parasito/hospedeiro, sendo um

ponto de entrada atraente para os diferentes agentes patogénicos, tais como HIV,
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tuberculose, helmintos e protozoarios (NEUTRA E KOZLOWSKI, 2006; MATHERS
et al., 2007; MONCADA et al., 2003).

Além disso, a transmissado vetorial por T. cruzi € mantido principalmente na
natureza através de infec¢des orais entre varias espécies de animais, permitindo a
continua circulacdo do parasito dentro do hospedeiro. COLLINS et al.,, (2011)
relataram que uma infeccdo por T. cruzi pela via oral pode provocar nas mucosas
uma resposta imunitaria especifica. Segundo ROUND E MAZMANIAN (2009), a
magnitude da resposta imune do hospedeiro determinard o destino do parasito,
assim como o nivel de parasitemia sistémica.

Diferentes autores sugeriram algumas possibilidades de como o sistema
imunitario reconhece T. cruzi e o comportamento inicial do parasito ao atravessar a
mucosa gastrica. Este evento € coordenado pela participacdo de glicoproteinas gp82
e gp30, bem como outras que sdo expressas na superficie dos tripomastigotas de
quase todas as cepas de T. cruzi. Essas glicoproteinas sao diretamente
relacionadas a invasdo da mucosa gastrica, através de co- receptores de membrana
agonistas ao do parasito (NEIRA et al., 2003; YOSHIDA et al., 2000; COLLINS et al.,
2011).

Nossos dados revelaram que no 14° dia pos - infecgéo, a (I.P) provocou um
aumento estatisticamente significativo no nimero de tripomastigotas sanguineos
guando comparados a (1.0) no 21° dia pés - infeccdo (Figura 3).

Os resultados obtidos em nossas andalises corroboram o0s de
CAMANDAROBA et al.,, (2002), em modelos murinos infectados pela via
intraperitoneal e oral com as cepas Peruvian e Colombian de T. cruzi. Os autores
mostraram que especificas vias de infeccdo e diferentes cepas induziram distintos
niveis de parasitemia, bem como diversas alteracdes patoldgicas no hospedeiro.

Varias hipoteses podem explicar os diferentes niveis de parasitemia entre as
infeccbes vetoriais e orais, correlacionando a presenca das glicoproteinas e o
sistema imunoldgico do hospedeiro. Os estudos de GOODRICH E MCGEE, 1998 e
YAMAMOTO et al., 1996 sugerem que o0 primeiro contato entre a mucosa e 0
parasita promovem uma resposta imune tipo Th-2 e a producédo de IgA, a qual &
responsavel pela protecdo contra o parasito. Outros estudos relatam que uma
deficiéncia de gp82 em tripomastigotas metaciclicos reduz o grau de infeccdo na
mucosa gastrica e a capacidade das células hospedeiras em internalizar o parasito
(CORTES et al., 2003; YOSHIDA et al., 2006; YOSHIDA, 2009).
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De acordo com EICKHOFF et al., (2010), gp82 é fundamental para a invasao
de células, sendo um alvo principal do sistema imune. YOSHIDA et al., (2006)
relatam que essa proteina é preservada em quase todas as cepas de T. cruzi,
incluindo Y, CL, F e Tulahuén. Portanto, a hipétese de que a menor parasitemia
durante a inoculacdo por via oral pode ser uma consequéncia de alguns fatores tais
como o aumento dos niveis de anticorpos e infiltrados mononucleares dirigidos
contra a proteina ou a diminuicdo da expressao de gp82 pelo parasito.

Apbés o estabelecimento de uma infeccdo por T. cruzi, varias células
imunoldgicas sédo ativadas através de glicoproteinas especificas. Macrofagos,
células T e citocinas trabalham juntos para controlar a replicacdo parasitaria durante
a infeccdo (COSTA et al., 2006, PADILLA et al., 2007, TALIAFERRO E PIZZI, 1955).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra microorganismos
invasores. As células da linhagem monocitica estdo diretamente envolvidas no
controle do parasito durante as fases iniciais de infeccdo com T. cruzi in vivo € in
vitro (REYES et al., 2006, BRUNET et al., 2001, KUEHN et al., 2011). Classicamente
macrofagos ativados estdo envolvidos na sinalizacdo de células T virgens CD4+ e
CD8+, que sintetizam mediadores inflamatorios tais como IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-10
e aumento na producéo de NO (CAMUSSI et al., 1991, BRAZAO et al., 2011).

Os trabalhos acima citados corroboram de forma indireta com nossos dados
onde a via de infeccdo (I.P) apresentou um aumento significativo no nimero de
macrofagos peritoneais em relacdo a (1.0). Ambas as vias de infeccdo foram
capazes de estimular as células mononucleares na tentativa de controlar a
parasitemia (Figura 4).

As interagBes complexas que ocorrem entre as células durante a infeccdo por
T. cruzi desempenham um papel critico no percurso da doenca. Os macréfagos
podem estar envolvidos tanto em atividades fagociticas/secretoras, bem como na
producao de nitrogénio e oxigénio reativo intermediario (MACMICKING et al., 1997).

Os macroéfagos também apresentam os antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e classe Il em sua superficie. Peptideos
microbianos, ligados a macrofagos ativam células T CD4+ e CD8+ para produzir
imunidade inata e adaptativa (MEDZHITOV E JANEWAY, 1999).

Provavelmente em virtude destes diferentes mecanismos de invasdo e de
reconhecimento das glicoproteinas durante a infeccdo oral, os modelos murinos

conseguiram montar uma resposta imune Th-1 normal. Isto também poderia explicar
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a parasitemia inferior encontrada nos animais infectados pela via oral. Nossos dados
mostram claramente uma contagem mais baixa de macréfagos quando o parasita foi
administrado pela via oral durante a fase aguda da infeccdo. As propriedades
microbicidas e a ativacdo imunitaria do hospedeiro estdo sempre ligadas a
destruicdo de inumeros patégenos. Apesar da complexa estrutura montada contra o
parasito, € notavel que diversos protozoarios invadam, sobrevivam e repliquem-se
com éxito dentro destas células.

ZHANG E TARLETON (1999) relatam que a resposta imune do hospedeiro
ativa distintas subpopulacdes de linfocitos T durante a infeccdo aguda. Isto foi
observado em nosso experimento, com discreto aumento no nivel de células T CD4+
para (I.P) e células T CD8+ para (I.O). Apesar deste perfil aumentado, as diferencas
eram estatisticamente significativas apenas quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 5).

De acordo com PEREZ et al.,, 2012, as células T que expressam co-
receptores CD4+ e CD8+ foram descritos em individuos saudaveis bem como em
pacientes que sofrem de condi¢cdes patoldgicas, incluindo doencas infecciosas, auto-
imunes e processos inflamatorias cronicos. A maioria das células T CD4+ e CD8+
sofrem diferenciacdo para células T maduras no timo. No entanto, durante a
infeccdo por T. cruzi, o timo é severamente afetado por uma cascata desregulada de
citocinas proé-inflamatérias e hormonios relacionados ao hipotalamo, hipéfise e
adrenal (CORREA-DE-SANTANA et al., 2006; PEREZ et al., 2007).

Portanto, a ativacdo excessiva do sistema imunitario pode contribuir para a
disfuncdo imune patolégica na doenca de Chagas (FIUZA et al.,, 2009). Uma
possivel explicacdo para este desequilibrio imunoldgico nas populacdes de células T
CD4+ e CD8+ pode estar relacionados com os antigenos libertados por parasitos
mortos no estdbmago, que sdo subsequentemente transportados para placas de
Peyer do intestino delgado. Estes antigenos estimulam linfocitos de memoaria
circulantes, criando uma resposta imunitaria sistémica, como resultado de uma
infeccéo por via oral (HOFT et al., 1996, SCHMAUSSER et al., 2004). O fato das
subpopulacdes de células T CD4+ e CD8+ nédo apresentarem diferencas
significativas em nossos resultados pode estar relacionada a uma resposta
imunitaria desequilibrada, desencadeada por antigenos de parasitos, que recrutaram
linfécitos de memoria, reduzindo assim, a capacidade destas células em se

proliferar.
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A relacdo imunoldgica entre os tipos de infeccdo pode ser observada em
nossos resultados. Concentracdes estatisticamente mais elevadas de IFN-y foram
observados na (I.P) comparada a (1.O), sugerindo que a resposta imune tipo |
sistémica foi ativada de maneira mais efetiva (Figura 6).

A combinacdo da imunidade da mucosa e sistémica podem maximizar a
protecdo contra muitas doencas cronicas provocadas por agentes patogénicos
intracelulares nas mucosas (por exemplo, T. cruzi, Mycobacterium tuberculosis, e o
HIV) (HOFT E EICKHOFF, 2005). O fato de termos um aumento de IFN-y quando
administrado pela via (I.P) pode ser explicada pela premissa de que a protecao da
mucosa e sistémica requer diferentes respostas imunes. Quando as células T
produzem interleucina-4 (IL-4), IL-5 e IL-10 (fendtipo tipo 2) ou niveis elevados de
fator de transformacao do crescimento B (TGF-B; fendtipo de tipo 3), a secrecdo de
imunoglobulina A é induzida e promove a protecdo da mucosa contra a infeccao
(YAMAMOTO et al.,, 1996, GOODRICH et al.,, 1998). Ao contrario, as células T
produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-2 (fendtipo tipo 1) desempenham um papel protetor
contra a replicacao intracelular sisttmica de muitos agentes patogénicos humanos
(O'GARRA, 1998). Assim, os trabalhos anteriores corroboram indiretamente com
nossos dados, porque niveis aumentados de IFN-y foram encontrados durante a
(1.P).

Diversas outra interleucinas, como o IFN-y citada por GAZZINELLI et al.,
1992, SILVA et al., 1995, estédo envolvidas no processo de infec¢do por T. cruzi. A
ativacdo de macréfagos por estes parasitos intracelulares, como mencionado
anteriormente, pode estimular mecanismos que desencadeiam a sintese destas
reacdes como, por exemplo, o Oxido nitrico encontrado em ambas as infeccoes,
porém a |.P promoveu concentracdes estatisticamente mais elevadas quando
comparadas com a |.O e grupo controle (Figura 7).

Em nossos resultados o TNF-alpha apresentou um aumento tanto na infeccéo
(I.P) como na (1.0), entretanto valores estatisticamente significativos apenas foram
observados quando comparados ao grupo controle (Figura 8).

Pesquisas pioneiras como de TARLETON et al., (1988) jA demonstravam que
T. cruzi € um agente etioldgico capaz de induzir a sintese de TNF- a tanto em
infecgdes in vivo como in vitro. De acordo com DOS-REIS (1997), a producéo de

TNF- a por macréfagos pode ajudar no controle da parasitemia, entretanto em
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excesso causa lesdes toéxicas, principalmente em tecidos cardiacos na fase aguda
da doenca.

TRUYENS et al., (1999) analisando a parasitema em ratos infectados pela via
intraperitoneal com T. cruzi, identificou altos niveis de TNF- a associado a um papel
benéfico no inicio da infeccdo. N&o se sabe ao certo quais os reais motivos da
elevada concentracdo de TNF- a na (1.0), entretanto baseado nos trabalhos de HOFT
et al., (2000) acreditamos que um estimulo prévio da infeccdo oral no epitélio
estomacal através de T. cruzi pode desencadear uma producéo de interleucinas Th-1.

Quanto as interleucinas IL-12 e IL-10 observamos discretas modula¢des em
nosso estudo. IL-12, uma citocina Th-1, apresentou concentracdes aumentadas
durante a (I.P) em comparacdo com a (1.O) (Figura 9). No entanto, a IL-10 uma
citocina Th-2, apresentou um aumento discreto, sem significancia estatistica na 1.0
em relacdo a |.P, porém, ambas as infeccbes apresentaram concentracdes
estatisticamente mais elevadas quando comparadas com o grupo controle (Figura
10).

Algumas citocinas de importancia ja foram identificadas na geracdo de
diferentes subpopulacdes de células T. Por exemplo, a IL-12 e IL-4 séo
fundamentais para a indugcédo da respectiva resposta tipo 1 e 2 (O'GARRA, 1998).
HOFT E EICKHOFF (2005) demonstraram que a IL-12 recombinante e anti-IL-4
induziram respostas do tipo 1 in vivo , sendo altamente protetoras contra cepas
letais de T. cruzi quando por ocasido da infeccao oral. Varios outros trabalhos
demonstraram que uma resposta Th-1 contribui para o desenvolvimento de
alteracdes patologicas durante a infeccdo intraperitoneal com T. cruzi. Assim, o
aumento da concentracao de Th-1, tais como a IL-12, IFN-y, bem como o NO, séo
de importancia vital para controlar a replicacédo do parasita durante a fase aguda. Em
uma acao primaria, estas substancias desencadeiam uma ativagéo de células NK na
producdo de IFN-y, que por sua vez estimula macréfagos a sintetizar NO com
atividade antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria (CLARK E ROCKETT, 1996;
PINSKY et al., 1999, OLIVEIRA et al., 2000).

O aumento nas concentracdes de IL-12 encontrado na (I.P) corrobora as
afirmacdes descritas anteriormente. O mesmo pode ser explicado para IL-10,
embora diferencas significativas ndo tenham sido encontradas entre (I.P) e (1.0). O
aumento discreto na concentragéo de IL-10 durante a (1.0), poderia contribuir para

uma resposta polarizada tipo 2 compativel com a infeccdo oral, advindas do perfil
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imune promovidos nas célula estomacais apos a infec¢éo do parasito (HOFT et al.,
2000; SCHNAPP et al., 2000).

As analises histopatoldgicas no tecido cardiaco revelaram um padrao distinto
na colonizacdo de parasitas, na qual a (I.P) exibiu um moderado infiltrado
inflamatério com vérios ninhos de amastigotas. Para a (1.O) discretos ninhos de
amastigotas e células inflamatérias foram observadas, porém mantendo a
arquitetura celular cardiaca (Figura 11). Os mecanismos precisos promovidos pelo
sistema imunolégico para controlar a disseminacdo dos tripomastigotas inoculados
oralmente ndo sado bem definidos, embora acreditamos que a carga de parasitos foi
muito mais alta na (I.P), propiciando o aparecimento de uma maior resposta do tipo
1. Consequentemente, a entrada de tripomastigotas nos cardiomiécitos, provocaram
um aumento dos ninhos de amastigotas entre as fibras cardiacas, seguidas por um
aumento no infiltrado inflamatério. O oposto ocorreu na (1.O), apesar de provocar
uma resposta imunolégica Th-2 que limitou a invaséo do parasita, a carga parasitaria
foi menor devido as barreiras que os tripomastigotas metaciclicos tiveram que
atravessar, a fim de estabelecer-se e dividir-se em macréfagos locais. E importante
ressaltar que ambos os tipos de infeccéo tinham a capacidade de promover o dano
cardiaco. No entanto, a via de infec¢éo foi crucial em causar miocardite aguda.

Nossos dados corroboram os de CAMANDAROBA et al., (2002), que usaram
modelos murinos, infectados pela via oral e intraperitoneal com diferentes cepas de
T. cruzi. Os autores descreveram alteracdes significativas nos niveis de parasitemia
e de miocardite, dependendo o tipo de infec¢céo e a cepa utilizada.

Nossos resultados demonstraram que a infeccdo oral pode por si mesma
estabelecer-se em uma infeccdo sistémica e que diferentes vias de inoculacdo
promovem distintos tipos de resposta imune. Isto foi observado pelo aumento de
ninhos de amastigostas e ceélulas inflamatdrias nas analises histopatolégicas.
Entretanto, as respostas imunopatologicas geradas contra anti-T. cruzi na infeccéo
intraperitoneal ou oral ndo forneceram dados suficientes para distinguir entre os dois
tipos de inoculagao provocados inicialmente.

A obtencdo desses parametros certamente contribuiu para um melhor
entendimento das respostas imunes promovidas por T. cruzi e da patogenia
relacionada a disfungéo cardiaca chagasica aguda, geradas durante as duas vias de
infeccéo.
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7 CONCLUSAO

Analisando os dados apresentados, concluimos que:

v O T. cruzi foi capaz de sobreviver na polpa de acai por diferentes periodos de
incubacédo, além de preservar a sua viruléncia em ratos. Esse fato € de importancia
epidemioldgica e descarta os processos de refrigeracdo convencionais, durante os
periodos de tempo testados, como método de controle da transmissdo oral da

doenca de Chagas aguda.

v' Na andlise de parasitemia, a intensidade ou a presenca do parasito pode estar
influenciada diretamente pela via de inoculacdo e suas barreiras naturais, como
observado na inoculagao por via oral, que apresentou uma carga parasitaria menor
que na |.P. Este fato pode estar relacionado com os possiveis niveis de anticorpos e
infiltrados mononucleares dirigidos contra a proteina ou a diminuicdo da expressao

de gp82 pelo parasito.

v A proliferagdo de macréfagos peritoneais manteve-se mais efetiva quando
administrado I.P.

v Um significativo aumento no nivel de células T CD4+ e T CD8+ foi observado em

ambos modelos experimentais, ou seja, infectados pela via intraperitoneal ou oral.

v' Os valores elevados das interleucinas tipo Th-1 sugerem que ambas as vias de
inoculacdo podem promover um quadro de infec¢do contra o T. cruzi. Porém a via
I.P apresentou uma producdo mais elevada quando comprada a 1.0. Analisando a
interleucina tipo Th-2, a mesma apresentou um aumento discreto (ndo estatistico) na
I.O sobre a I.P.

v' As analises histopatolégicas no tecido do coracdo demonstraram um padréao
distinto na colonizagédo de parasitas, na qual a I.P exibiu um moderado infiltrado
inflamatério com varios ninhos de amastigotas. Na 1.O foi observada a presenca de
discretos ninhos de amastigotas e células inflamatérias, porém a arquitetura celular

cardiaca manteve-se preservada.
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Sendo assim, estes resultados demonstram que ambas as vias de inoculacao
podem promover um quadro imunopatologico. Entretanto, ndo fornecem dados

suficientes para distinguir entre os dois tipos de inoculacao.
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