N |~

Universidade De Brasilia
Faculdade De Medicina
Programa De P6s-Graduac¢do Em Ciéncias Médicas

Laboratoério Interdisciplinar de Biociéncias

Moisés Wesley de Macedo Pereira

ASSOCIACAO DE MULTIFzLOS FATORES NA PATOGENEASE DA DOENCA DE
CHAGAS - UMA AVALIACAO DAS TEORIAS DE PERSISTENCIA PARASITARIA
E AUTOIMUNIDADE

BRASILIA - D.F

2019



Moisés Wesley de Macedo Pereira

ASSOCIACAO DE MULTIP~LOS FATORES NA PATOGENEASE DA DOENCA DE
CHAGAS - UMA AVALIACAO DAS TEORIAS DE PERSISTENCIA PARASITARIA
E AUTOIMUNIDADE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Ciéncias Médicas da Universidade
de Brasilia, como requisito parcial para obtencdo do

Titulo de Mestre.

Orientadora: Prof®. Dra. Mariana M. Hecht.
Coorientadora: Prof®. Dra. Luciana Hagstrom- Bex.

BRASILIA - D.F

2019



Este trabalho foi realizado no Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias. Curso de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina, Universidade de

Brasilia.



N |

Universidade De Brasilia
Faculdade De Medicina
Programa De Pos-Graduac¢do Em Ciéncias Médicas

Laboratoério Interdisciplinar de Biociéncias

Dissertacdo de Mestrado

MOISES WESLEY DE MACEDO PEREIRA

Titulo:

ASSOCIACAO DE ML'JLTIFiLOS FATORES NA PATOGENEASE DA DOENCA DE
CHAGAS - UMA AVALIACAO DAS TEORIAS DE PERSISTENCIA PARASITARIA
E AUTOIMUNIDADE

Banca examinadora:

Prof. Dra. Mariana Machado Hecht
Presidente/Orientadora

PPGCM/UnB
Profa. Dra. Carla Nunes de Araujo Prof. Dr. Cleudson Nery de Castro
Membro Titular Membro Titular
PPGCM/UnB PPGMT/UnB

Prof. Dr. Rodrigo Gurgel Goncalves
Membro suplente
PPGMT/UnB
Brasilia, 28 de fevereiro de 2019.



DEDICATORIA

Aqueles que vivem as margens da sociedade
sofrendo, em siléncio, acometidos pelas doencas
negligenciadas, vitimas da continua desigualdade
social e da pouca atuacdo governamental em
oferecer condi¢cdes de saneamento, educacao e
cultura, favorecendo a manutencdo do ciclo
pobreza-doenca e do desrespeito as suas
necessidades biopsicossociais.



AGRADECIMENTOS

A Deus por estar sempre comigo, me sustentar nos momentos mais dificeis e
proporcionar tantas béncaos.

A minha orientadora Mariana, por aceitar o desafio de receber um estudante
enfermeiro sem nenhuma experiéncia de laboratério e proporcionar a ele a chance
de realizar um dos seus grandes sonhos. Por me oferecer todo suporte que precisei
ao longo desse tempo de mestrado e por andar ao meu lado, sempre tao disponivel
e paciente. Obrigado pelos puxdes de orelha e por compartilhar essa bagagem
incrivel de conhecimento. Tenho certeza que ha poucos orientadores que tem esse
jeito fantastico de orientar e que benc¢éo eu recebi por ser seu orientando.

A minha coorientadora Luciana, que também sempre esteve disponivel para
ajudar no que fosse preciso. Muito obrigado por todas as orientacdes e também pela
paciéncia.

A minha coorientadora, indiretamente, Nadjar, que sempre me estimulou a
buscar mais, a me aprofundar mais. Muito obrigado por todas as sugestbes durante
as apresentacfes de Progress e por sempre estar disponivel para responder
qualquer duvida.

A minha amiga Céssia, por oferecer sua experiéncia para me ajudar varias
vezes durante os experimentos de bancada. Muito obrigado por ser tdo prestativa e
disponibilizar tanto do seu conhecimento, por oferecer tantas sugestfes que
facilitaram muito a execucao da pesquisa, pelos inameros puxdes de orelha que me
fizeram um melhor pesquisador. Sem vocé, o trabalho teria sido muito mais arduo.

Ao amigo Dallago, pela disponibilidade em realizar os testes estatisticos e por
estar sempre tdo acessivel para explicar o que fosse necessario, sanando qualquer
davida, a qualgquer tempo e quantas vezes fossem necessarias. Muito obrigado pela
paciéncia também.

A professora Dora Rabello, por nos auxiliar tdo prontamente em relacdo as
analises histoldgicas, sua participacéo foi fundamental para concluséo do trabalho.

Ao professor José Roberto, por ter autorizado prontamente gque usassemos o

laboratorio para preparar as laminas de histologia.



A técnica de laboratério e amiga Glorinha, por ser tdo gentil e nos ajudar a
preparar as laminas de histologia prontamente também. Sempre com bom humor,
paciéncia e destreza.

A professora Tatiana Borges por aplicar a técnica de citometria de fluxo para
que obtivéssemos as dosagens de citocinas.

A minha amiga Camilla Santana, que me apresentou para a Mari, sendo o
primeiro passo para iniciar o mestrado. Muito obrigado por toda orientacéo inicial de
laboratorio, trabalhamos lado a lado por um tempo precioso. Aprendi muito contigo.

A minha amiga Tamires, pela disponibilidade de sempre, por me ensinar tanto
ao longo desse tempo que trabalhamos juntos no laboratério. Vocé tem uma postura
profissional inquestionavel. Obrigado por ser exemplo.

A minha amiga Bruna, minha parceira de mestrado. Me ajudou tantas vezes
que ja perdi as contas. Muito obrigado por ser tdo gentil, paciente e por ter dedicado
tanto tempo de laboratério me ensinando e se envolvendo em tantos experimentos
junto comigo. Sua gentileza, dedicacéao e inteligéncia sdo admiraveis.

A minha amiga Aline, que cuidou com tanto zelo das culturas de células para
obtencdo do T. cruzi usado em nossos experimentos. Muito obrigado pela
disponibilidade e por ter elaborado a figura 17, ficou fantastica! Agradeco também
pela paciéncia em todos os momentos que precisei da sua ajuda.

A minha amiga Ester, parceira de indagacfes sobre questdes da vida. Muito
obrigado pelo companheirismo, por ter ajudado na elaboracédo do resumo em inglés,
e também por topar o desafio de viajar para apresentar resumos da pesquisa e por
transportar doces de Caxambu.

Ao meu amigo Fernando, pela amizade construida e pelos ensinamentos
durante o tempo que convivemos. Muito obrigado pela gentiliza de sempre.

A minha amiga Nayra, por estar sempre disponivel para me ajudar. Muito
obrigado pela amizade de tantos anos que sO se fortaleceu durante esse periodo
gue trabalhamos juntos no laboratdrio.

As minhas amigas Hanid, Marcelle, Carol, Isabella, Tayane, Thais Milene e
Thais Minuzzi por todos os momentos vividos. Muito obrigado por todo ensinamento
e ajuda que vocés me proporcionaram. Agradeco também a Camila Almeida pelas
vezes que esteve em laboratério comigo me ajudando a cuidar dos camundongos e

a preparar alguns materiais para os experimentos.



Aos estagiarios e também amigos que tanto me ajudaram por todo esse
tempo de mestrado, Buzios, Victéria, Jennifer, Gabriela, Barbara, Tatiana, Dimitri,
Jehny, Rafael e Carlito. A dedicacdo de vocés durante o periodo que me ajudaram
foi crucial para o bom andamento dos experimentos.

A Dani, Thais Veras, M6nica, Cristiane e Adriana que sempre ofereceram o
suporte necessario na secretaria para o bom andamento da pesquisa, sempre nos
atendendo muito bem.

Aos meus colegas de trabalho do Hospital Regional de Ceilandia — HRC, por
compreenderem as inlmeras vezes que me atrasei para chegar ao trabalho devido
aos experimentos de laboratorio.

A minha chefe e amiga Flavia, pelo suporte oferecido quando necessario para
gue os plantbes chocassem o minimo possivel com as atividades do mestrado.

Aos colegas de trabalho da Escola Superior de Ensino em Saude — ESCS,
por todo apoio oferecido. Em especial, Soneide, Marta e Angela por terem
proporcionado as condicdes necessarias para que eu cursasse algumas disciplinas
e participasse de eventos, apresentando resultados.

Por dltimo, mas, sem duvidas, ndo menos importante, a minha familia, por
compreender tantos momentos em que estive ausente e por se preocuparem tanto
com meu bem-estar. Em especial, quero agradecer a minha mae Alcivania, por estar
ao meu lado desde sempre, por me apoiar, mesmo ndo concordando comigo, as
vezes, por achar que a rotina tem sido muito puxada. Vocé me deu a base para lutar

pelo que eu acredito de forma honesta. Muito obrigado por tudo.



“Provai e vede que o Senhor é bom; bem-

aventurado o homem que Nele confia’
(Salmos 34:8)

“Para os montes levanto os olhos: de onde
vem o meu socorro? O meu socorro vem do
Senhor, Criador do céu e da terra” (Salmos
121:1,2)

“As ciéncias tém as raizes amargas, porém

os frutos sédo doces” (Aristoteles)

“‘Quando descobri todas as respostas,

mudaram-se as perguntas” (Sécrates)



Resumo

Introducédo: A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, é considerada
a principal doenca endémica de origem parasitaria nas Américas do Sul e Central,
afetando aproximadamente oito milhdes de pessoas em todo o mundo. Sua
sintomatologia é variada, abrangendo desde casos assintomaticos até individuos
que desenvolvem cardiomegalia, megacolon e megaeséfago. A relacdo parasito-
hospedeiro é muito dinamica e, por isso, a determinacdo da patogénese da doenca
de Chagas ainda € uma questao desafiadora. As teorias de persisténcia do parasito
e autoimunidade buscam elucidar esse desafio. Objetivo: Verificar a contribuicdo de
multiplos fatores no processo de patogénese da doenca de Chagas em modelo
experimental. Métodos: Infectou-se camundongos machos e fémeas com 1,0x10*
formas tripomastigotas de T. cruzi das linhagens Colombiana, Y e CL Brener, sendo
eutanasiados a 30 e 100 dias pos-infeccao (dpi). Para determinar a carga parasitaria
e 0 acumulo de integracdes de minicirculos de KDNA no genoma dos camundongos,
realizou-se a PCR quantitativa. A producdo de anticorpos anti-T. cruzi e anti-
proteinas cardiacas e intestinais foi mensurada pelo teste de ELISA e a producéo de
citocinas do perfil Th1/Th2 por citometria de fluxo. Analises histolégicas avaliaram a
presenca de ninhos de amastigotas e alteracdo tecidual. As andlises estatisticas
estabeleceram as correlacdes entre os diversos parametros avaliados. Resultados:
Observou-se uma importante correlagdo entre a carga parasitaria do coragdo e
intestino e a ativacao das respostas imunes adaptativas celular e humoral. Apesar
de ndo se associar a producao de anticorpos e de citocinas, a presenca do parasito
na medula 0ssea esta diretamente relacionada ao processo inflamatoério do tecido
cardiaco e intestinal. Ao se avaliar de maneira quantitativa a integracdo de
minicirculos de kKDNA, notou-se uma associacdo entre a taxa de integracdo no
coracdo e na medula (p<0,01) e que ambas interagem com a resposta imune
humoral dos individuos, associando-se a um aumento de IgG anti-T.cruzi e anti-
proteinas do coracdo. Destaca-se que a produc¢do de anticorpos anti-coracdo e anti-
intestino a 100 dpi estad fortemente correlacionado com o processo inflamatério
desses oOrgaos (p<0,001). Conclusdo: Os resultados demonstraram que ha
interacdo dindmica entre as teorias de persisténcia do parasito e autoimunidade
durante a evolucdo da doenca de Chagas. Isso realca a necessidade de estudar a
patogénese da doenca de Chagas com uma abordagem multifatorial. Assim, com
base nos resultados alcancados nesse estudo e em dados ja disponiveis na
literatura, propde-se uma nova teoria integradora para a patogénese da doenca de
Chagas.

Palavras-chave: doenca de Chagas, patogénese, Trypanosoma cruzi,
autoimunidade, kDNA, analise de correlacao.
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Abstract

Introduction: Chaga’s disease is endemic throughout South and Central Americas,
affecting about eight million people around the world. It is caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi. The symptoms are diverse, including asymptomatic to severe
cardiomegaly, megacolon and megaesophagus. Due to a dynamic parasite-host
relation, the mechanisms of pathogenesis are still unclear. Two theories attempt to
explain the pathogenesis: parasite persistence and autoimmunity. Objective: Verify
the contribution of multiple factors in Chagas disease pathogenesis in experimental
model. Methodology: Male and female mice were infected with 1,0x10*
trypomastigotes from Colombiana, Y and CL Brener strains. The mice were
euthanized 30 and 100 days after infection (dpi). Quantitative PCR was performed to
determinate parasite load and accumulation of KDNA minicircle’s integration in mice
genome. Anti-T.cruzi and anti-cardiac/intestine proteins antibodies production was
measured by ELISA and Th1/Th2 cytokines by flow cytometry. Amastigotes nests
and tissue modification was evaluated by histology. Statistics tests established
correlations between several parameters. Results: It was detected an important
correlation between parasite load in heart and intestine and activation of cellular and
humoral immune responses. The KDNA integration rate in heart and in bone marrow
were associated (p<0,01) and both interact with humoral immune response,
associating with increased anti-T.cruzi and anti-heart-proteins 1gG levels. Production
of anti-heart and anti-intestine antibodies to 100 dpi is strongly correlated with
inflammatory process in these organs (p<0,001). Conclusion: The results have
evidenced a dynamic interaction between from parasite persistence and
autoimmunity theories, demonstrating the necessity to study Chagas disease
pathogenesis in a translational approach. Then, a new integrative theory is now
proposed for Chagas Disease pathogenesis, based in the achieved results and in
other studies.

Keys words: Chaga’s disease, pathogenesis, Trypanosoma cruzi, autoimmunity,
kKDNA, correlation analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais da doenca de Chagas

1.1.1. Histéria e epidemiologia

A doenca de Chagas (DC) é considerada a principal doenca endémica de
origem parasitaria nas Américas do Sul e Central, apresentando alta morbidade e
mortalidade. Em 2009, completou-se 100 anos do descobrimento dessa
enfermidade, sendo considerado um marco cientifico realizado pelo médico Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas, enquanto realizava expedicdo a pequena cidade de
Lassance, no Estado de Minas Gerais. Sendo médico e pesquisador, ndo focou
apenas em oferecer tratamento aos doentes: durante suas pesquisas, detectou a
presenca de um tripanossomatideo no sangue de um gato e, pouco tempo depois,
também em uma crianca febril de nome Berenice, com dois anos de idade, e
residente em uma casa infestada por "barbeiros" infectados com o parasito. Carlos
Chagas ganhou notoriedade devido a sua tripla descoberta, identificando o vetor, o
agente etiolégico da doenca e descrevendo a patologia (Gutierrez et al., 2009;
Malafaia e Rodrigues, 2010; WHO, 2018).

Também conhecida como tripanossomiase americana, a DC € uma doenca
infecciosa causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que afeta aproximadamente
oito milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente na América Latina. A
doenca € endémica em 21 paises e ocasiona a morte de mais de 10 mil pessoas por
ano. Inicialmente, a DC esteve concentrada no meio rural, porém as mudancas
socioecondmicas, o éxodo rural, o desmatamento e a urbanizagédo transformaram o
perfil epidemiolégico da doenca (Vargas et al., 2018; WHO, 2018; OPAS, 2018).
Ademais, tem sido cada vez mais comum identificar a infeccdo na populacdo de
paises ndo endémicos, fato relacionado a mobilidade populacional, principalmente a
migracdo, associada a transmissdo subsequente (autéctone), decorrente de
transfusdo de sangue, via congénita e transplante de 6rgdos (Dias et al., 2016;

WHO, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo mundial dos casos de infec¢céo por Trypanosoma cruzi. Mapa elaborado
com base em estimativas oficiais e status de transmissao vetorial e outras vias em todo o mundo,
2006-2009 (Fonte: WHO, 2010; mapa acessado em 12 de outubro de 2018).

No Brasil, estima-se que haja o total 4,6 milhdes de pessoas infectadas pelo
T. cruzi, resultando em, aproximadamente, 6.000 6bitos por ano (Martins-Melo et al.,
2014). Atualmente, ha um predominio de casos cronicos, reflexo da infeccdo por
transmissdo vetorial em décadas passadas. Relatos de casos de transmisséao,
considerando todas as vias, s&o menos comuns nos dias atuais. Estudo realizado
entre os anos de 2001 e 2008 em criangas menores de cinco anos residentes em
area rural apresentou prevaléncia da infeccdo de 0,03%. Destas, 0,02% com
positividade materna, sugerindo transmissado vertical, e apenas 0,01% com
positividade somente na crianca, demonstrando indicios de transmissao vetorial.
Ademais, a letalidade anual da DC também apresentou diminuicdo entre o anos de
2006 (5,9%) e 2013 (1,1%) (Ministério da Saude, 2015).
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Entre os casos agudos da DC confirmados no Brasil no periodo de 2000 a
2013, verificou-se que a transmissao por via oral foi a mais frequente em todos os
anos. Contudo, é importante destacar que mais de 20% dos casos foram concluidos
com a forma de transmisséo ignorada ou sem preenchimento deste campo na ficha
de notificagcdo. De interesse, 87,5% destes registros sdo do estado do Para. Embora
a parcela de transmisséo vetorial (6,4%) seja menor, nota-se a persisténcia desta
forma mesmo depois de 2006, ano da certificacdo de interrupcéo de transmissao por
T. infestans no pais. No que diz respeito a transmisséo vertical, 50% dos registros

foram feitos no Rio Grande do Sul (Ministério da Saude, 2015).

De acordo com os dados epidemioldgicos, as formas de transmissdo do T.
cruzi podem ser divididas em dois grupos distintos: a) as formas mais frequentes,
gue incluem a transmissédo vetorial, a transfusdo sanguinea, a transmissao oral, e
por via placentaria ou transmissé@o congénita; e b) as formas secundéarias, através de
acidentes com perfurocortantes, contato com animais infectados e transplantes de
orgaos. A transmissao congénita apresenta diferenca em cada regido, variando de
0,5 a 10% dos casos em lugares como Chile, Bolivia e Paraguai. Embora a
transmissdo oral seja acidental, pode ser considerada endémica na Amazonia
(Coura, 2007; Pinto et al, 2008; Coura e Dias, 2009). Além dessas vias, ha a
transmissdo sexual, ainda sem registros epidemiolégicos em humanos, mas ja
descrito em modelo animal (Ribeiro et al., 2016; Araujo et al., 2017; Rios et al.,
2018).

No que se refere a distribuicdo da DC de acordo com o sexo e a idade dos
individuos, nota-se uma maior prevaléncia na faixa etaria de 40 anos, com igual
distribuicdo entre homens e mulheres (Prata, 2001). Entretanto, estudo realizado por
Gasparim et al. (2018) visando descrever os perfis clinico-epidemiolégicos dos
pacientes com DC na regido Centro-Norte do Estado do Parana verificou que, dos
270 pacientes infectados pelo T. cruzi, 173 (64,1%) eram do sexo feminino. Do total
de pacientes, 38,5% tinham idade variando entre 65 e 74 anos e apenas 3,3%
tinham idade abaixo ou igual a 44 anos. Nesse mesmo estudo, foram caracterizados
33 6bhitos, sendo o sexo masculino predominante (55%) e a mediana de idade de 38
anos (Gasparim et al., 2018). Igualmente, Vargas et al. (2018) realizaram pesquisa

para confirmar um surto de DC aguda no Rio Grande do Norte. Foram encontrados
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18 individuos positivos, sendo 12 do sexo feminino (66,7%). A mediana de idade foi
de 49 anos.

Em relacdo ao dano no miocardio, ha diferenca entre homens em mulheres.
Homens apresentam fibrose miocardica maior que as mulheres (p=0,002) e fracédo
de ejecdo do ventriculo esquerdo menor (p<0,001), evidenciando o fato de que

homens possuem prognastico pior do que as mulheres (Assuncéao et al., 2016).

Dificiimente as doencas infecciosas afetam da mesma forma o0s sexos
masculino e feminino, sendo um fato ja observado tanto em humanos quanto em
modelos animais ( Marshall et al., 2001; Sen e Ostlin, 2008; Guerra-Silveira e Abad-
Franch, 2013). Duas hip6teses principais podem explicar essa divergéncia entre os
sexos. A primeira é a hipoétese fisiologica: aponta que a relacdo entre hormoénios
sexuais e 0 sistema imunoldgico torna um sexo mais vulneravel a certa doenca
infecciosa do que outro, associando também as diferencas genéticas como
contribuintes. Em mamiferos, a imunomodulacdo dos esteroides gonodais foi
associada a taxas mais elevadas de infeccdo em homens, ocorrendo diminuicdo da
testosterona e estrogénio (Brabin e Brabin, 1992; Zuk e Mckean, 1996; Roberts et al,
2001; Moore e Wilson, 2002; Klein, 2004). A segunda é a hipotese comportamental:
afirma que a taxa de infec¢do tendendo mais para um sexo do que para o outro esta
associada a exposicdo especifica do sexo ao contagio (Brabin e Brabin, 1992;
Moore e Wilson, 2002). Essa exposicdo mais elevada se deve a diferencas de
comportamento entre o0os sexos, tornando um deles mais proximo de certos

patégenos (Zuk e Mckean, 1996; Krieger, 2003).

1.1.2. Manifestacoes clinicas

A DC apresenta duas fases clinicas: aguda e crbnica. Pacientes na fase
aguda da infeccdo costumam n&o demonstrar sinais e/ou sintomas, e quando
apresentam, eles tendem a ser inespecificos e leves. Febre prolongada, mal estar,
cefaleia e perda de apetite sdo exemplos dos possiveis sinais e/ou sintomas. E
comum pequeno aumento dos linfonodos. Por serem muito semelhantes aos que
sdo apresentados durante uma infecgdo viral, muitos individuos infectados acabam

nao sendo diagnosticados nessa fase, pois ndo costumam buscar atendimento.
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Entretanto, em alguns casos essas manifestacbes clinicas podem ser
extremamente variaveis, sendo possivel a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca grave
e choque cardiogénico. A sintomatologia depende do grau de resposta imunologica
do hospedeiro e também da intensidade da infeccédo (Souza et al., 2016). Quando a
transmissao de T. cruzi ocorre pelo vetor, € possivel verificar chagoma de inoculagéo
ou sinal de Romaria, caso a picada tenha sido na regido palpebral, caracterizado
como pequena formacdo maculonodular, eritematosa, consistente, pouco dolorosa,
com lenta regresséo, podendo persistir por até dois meses (Dias et al., 2016; Souza
et al., 2016; Simdes et al., 2018).

Na auséncia de tratamento e, as vezes, até com tratamento, a infeccéo
progride para a fase cronica apds algumas semanas, permanecendo enquanto o
paciente viver. Os pacientes com DC cronica tem a infec¢do persistente, embora
possa se apresentar de forma assintomatica por varias décadas (Girones et al.,
2005; Cruz et al., 2016; Souza et al., 2016; Zrein et al., 2018). Ap6s 20 a 30 anos da
infeccéo inicial, cerca de 30% dos pacientes evoluem para a forma sintomética da
doenca, desenvolvendo as “megassindromes” e necessitando de tratamento clinico
complexo. Na fase crbnica, a DC pode se apresentar em formas indeterminada,
digestiva, cardiaca ou cardiodigestiva (Girones et al., 2005; Cruz et al., 2016; Souza
et al., 2016; Zrein et al., 2018). A Figura 2 apresenta o curso natural da infeccéo pelo

T. cruzi e os principais eventos envolvidos.
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| Infeccdo aguda | | Infecgdo cronica |

Formaclinica Forma clinica cardiaca
assintomatica e/ou digestiva

Parasitemia e parasitismo tecidual

N\ t
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imunolégico da 2 o Inflamagao e
replicagao do do Sletema patogénese
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Figura 2. Curso natural de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e DC. Na infeccdo aguda, as imagens fotograficas
ilustram: uma crianga com sinal de Romafia; uma forma tripomastigota na corrente sanguinea; e um ninho de amastigota
no tecido cardiaco. Na infecgdo cronica, as imagens fotogréficas ilustram: cardiomegalia e megaco6lon em pacientes com
DC. O gréafico com duas curvas representa o grau de replicacdo do parasito na fase aguda e cronica, respectivamente
(imagem adaptada de Junqueira et al., 2010).

A cardiomiopatia crénica da DC é reflexo do processo de miocardite
fibrosante. O comprometimento do coracao envolve importante taxa de mortalidade
e morbidade, sendo a principal causa de cardiomiopatia ndo isquémica na América
Latina (Simdes et al., 2018). A DC causa um aumento progressivo no depdésito de
coldgeno nos dois ventriculos cardiacos e isso parece variar de acordo com a cepa
infectante. A esse respeito, pesquisadores demonstraram que a cepa Colombiana
de T. cruzi provoca um acumulo mais acentuado de coldgeno no ventriculo esquerdo
em modelo murino (Cruz et al., 2016). Podem acontecer alteracdes patologicas
adicionais, incluindo disturbios de conducao, disautonomia, cardiomegalia, fibrose,

afinamento da parede ventricular e dano microvascular (Gutierrez et al., 2009).

As alteracdes no trato gastrointestinal incluem o megacélon, megaesofago,
megaestdbmago, megaduodeno e megajejuno. De um total de 1.708 necropsias
realizadas em chagasicos crbénicos, constatou-se que o0 megacélon foi a
manifestacdo gastrointestinal mais frequente, seguida de megaestfago. Essas
alteracdes parecem desenvolver-se a partir de lesdes no sistema nervoso central e
entérico (Matsuda et al., 2009).
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Em pacientes imunocompetentes, as alterac6es neurolégicas sédo raras, mas
agueles que apresentem algum grau de imunodepressdao na fase aguda,
principalmente criancas, tém a possibilidade de desenvolver encefalite, 0 que pode
comprometer o prognostico. Tais individuos podem apresentar abscessos
granulomatosos no cérebro, comprometendo a funcdo neurolégica. A
meningoencefalite pode acontecer em casos muito graves e deve ser investigada
quando os individuos apresentarem quadro de cefaleia, vomitos, rigidez de nuca

e/ou convulsdes (Souza et al, 2016).

1.1.3. Condutas relacionadas ao tratamento

Existem dois medicamentos comerciais disponiveis para combater T. cruzi:
Benznidazol (BZN) e Nifurtimox, introduzidos em 1971 e 1965, respectivamente.
Eles apresentam niveis variados de eficacia, principalmente em relacdo a fase
crbnica. O principal critério para estabelecer a efetividade do tratamento € a
conversado de sorologia positiva para negativa, associada a resultados negativos em
testes parasitoldgicos, tais como xenodiagnoéstico e/ou hemocultura, ou investigacao
da presenca do parasito através do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Gutierrez et al., 2009; Zrein et al., 2018).

Durante a fase aguda, as duas drogas tém sucesso clinico, inclusive em
relacdo a DC congénita. Porém, na fase crénica da DC, calcula-se que a taxa de
cura com BZN seja de 8% a 40%. Portanto, a efetividade do tratamento nesta fase é

considerada baixa (Gutierrez et al., 2009; Zrein et al., 2018).

Em 2015, foi publicado o ensaio “Avaliacdo do Benzonidazol para Interrupgao
da Tripanossomiase (BENEFIT)”, sendo o maior ensaio clinico realizado para a DC,
cujo objetivo foi avaliar a seguranca e eficacia do BZN na reducdo do agravamento
da doenca em pacientes com cardiomiopatia ja diagnosticada. Realizado entre 2004
e 2011, avaliou 2854 participantes de varios paises (Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia e El Salvador) que fizeram uso, por via oral, de BZN ou placebo. Os
resultados demonstraram que nao houve melhora da sintomatologia, embora tenha

sido detectada reducéo da presenca de parasitos circulantes (Morillo et al., 2015).

Diversos fatores parecem influenciar na taxa de sucesso do medicamento,

incluindo o gendtipo do parasito, idade dos pacientes, intervalo entre a infeccéo e o
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inicio do tratamento e o quadro clinico. Outro problema é o fato de que tais drogas
causam varios efeitos colaterais. Devido a essas questdes, a relagdo risco-beneficio
entre os efeitos indesejados e o0s provaveis beneficios advindos do uso do
medicamento deve ser levada em consideracdo quanto aos riscos de desenvolver
complicacbes cardiacas e /ou digestivas caso o tratamento ndo seja iniciado
(Gutierrez et al., 2009; Zrein et al., 2018).

1.2. Trypanosoma cruzi

1.2.1. Ciclo de vida

O parasito Trypanosoma cruzi € um protozodrio flagelado intracelular,
causador da DC. Apresenta trés morfologias principais: epimastigota, forma
replicativa encontrada apenas no triatomineo; tripomastigota, forma encontrada na
circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado e responsavel pelo inicio da
infeccdo; e amastigota, que se replica intracelularmente nas células do hospedeiro
vertebrado. Possui um ciclo biolégico do tipo heteroxeno, alternando entre o

hospedeiro vertebrado e o invertebrado (Girones et al., 2005).

Sua transmissédo vetorial acontece quando as fezes, contendo a forma
tripomastigota metaciclica, sdo depositadas proximas a regidao onde o triatomineo
realizou a hematofagia. Isso possibilita que as formas metaciclicas penetrem o
organismo do hospedeiro vertebrado pelo sitio da picada, alcancando a corrente
sanguinea e infectando varias células fagociticas e nao-fagociticas do hospedeiro.
Dentro das células, as formas tripomastigotas transformam-se em amastigotas e
iniciam processo de multiplicacdo por divisdo binaria. Apds intensa replicacdo, os
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos flagelados, que rompem
a célula, podendo infectar células proximas ou se disseminar e invadir células e
tecidos em locais distantes do corpo. Os tripomastigotas podem infectar outros
triatomineos no momento do repasto sanguineo, reiniciando o ciclo biolégico no
hospedeiro invertebrado. No intestino do vetor, os tripomastigotas se transformam
em epimastigotas, e depois se transformam em tripomastigotas metaciclicos no
intestino médio e posterior do vetor, dando sequéncia ao ciclo biolégico quando

realizar novo repasto sanguineo (Girones et al., 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. 1) O vetor (triatomineo) infectado realiza o repasto sanguineo e
libera tripomastigotas metaciclicas em suas fezes, perto do local da lesdo ocasionada pela picada. Os
tripomastigotas entram no hospedeiro através dessa lesdo ou através de membranas de mucosas intactas, como
a conjuntiva. 2) Dentro do hospedeiro, os tripomastigotas invadem as células préximas ao local de inoculagéo,
onde se diferenciam em amastigotas intracelulares. 3) Os amastigotas se multiplicam por fissdo binaria. 4)
Amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e depois séo liberados na circulagdo. 5) Os tripomastigotas
infectam células de uma variedade de tecidos e se transformam em amastigotas intracelulares em novos locais
de infec¢do. Manifestagbes clinicas podem resultar deste ciclo infeccioso. Os tripomastigotas da corrente
sanguinea ndo se replicam. A replicagcdo é retomada somente quando os parasitos entram em outra célula ou
sdo ingeridos por outro vetor. 6) Os tripomastigotas ingeridos se transformam em epimastigotas no intestino
médio do vetor. 7) Os parasitas se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos no intestino
médio. 8) Tripomastigotas metaciclicos infecciosos no intestino posterior. (Adaptado de CDC, 2018. Disponivel
em: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.)

1.3. Aspectos genéticos

1.3.1. DNA nuclear

O genoma do T. cruzi € constituido por DNA nuclear (nDNA) e DNA
mitocondrial (kDNA) e possui de 60,3 a 105 megabases, dependendo da cepa,
sendo que o DNA total varia de 125 a 280 fentogramas/célula (Teixeira et al., 2011).
Os tripanossomatideos possuem diferengas na cromatina quando comparados aos
mamiferos e outros grupos de organismos, sendo esta pouco compactada e fragil a

nivel fisico e enzimatico (Toro et al., 1988). Seus cromossomos, 20 a 46, nao
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condensam durante a diviséo celular, o envelope nuclear permanece enquanto essa
divisdo ocorre, os fusos mitoticos estdo na membrana nuclear e ndo é possivel

visualizar os cromossomos (Hecker et al., 1995; Teixeira, et al., 2011).

O primeiro sequenciamento do genoma de T. cruzi, cepa CL Brener, revelou
gue o parasito codifica cerca de 22.570 proteinas distintas, sendo 12.570 originarias
de pares alélicos. Mais de 50% do genoma consiste em sequéncias repetidas, como
retrotransposons, e genes de grandes familias de moléculas de superficie, que
incluem trans-sialidases, mucinas, GP63s e proteina de superficie associada a
mucina (MASP) (>1300 copias) (El-Sayed et al.,, 2005). Um Sequenciamento
subsequente de linhagens distintas do T. cruzi verificou que o tamanho do genoma
pode variar com a linhagem e que ele esta diretamente relacionado com o contetudo
de DNA satélite. As regibes duplicadas do tamanho dos cromossomos foram
identificadas, aumentando o niumero de genes (Souza et al., 2011).

1.3.2. Unidades Discretas de Tipagem

Unidade Discreta de Tipagem (DTU) (do inglés, Discrete Typing Units) é um
conjunto de isolados do T. cruzi com semelhancas genéticas e que pode ser
identificado por marcadores moleculares ou imunolégicos comuns entre eles
(Zingales, 2011). A alta variabilidade genética do T. cruzi fez com que esse parasito
fosse agrupado em seis DTUs: Tcl até TcVI. Além disso, existe ainda uma linhagem
identificada inicialmente em morcegos que pode causar doenca em humanos -
Tchat. Essa diversidade relaciona-se a heterogeneidade de fendtipos do parasito e
pode funcionar como fator crucial no curso clinico da DC (Ragone et al., 2012).

N&o h& consenso sobre o melhor método para identificar os diferentes DTUs
e nem sobre as relagdes evolutivas entre elas, ou seja, sobre a histéria evolutiva do
T. cruzi (Breniere, et al., 2016). Inicialmente, os estudos relacionavam as DTUs ao
tipo de hospedeiro, ciclo de transmissdo e distribuicdo geografica nas Américas.
Hoje, sabe-se que a plasticidade genémica do T. cruzi também é determinada por
outros mecanismos, como clonalidade, hibridizacdo e trocas genéticas

convencionais e nao convencionais.
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Os estoques de Tcl e Tcll sdo antigos e heterogéneos, enquanto os estoques
de TcV e TcVI sdo recentes e apresentam pouca diversidade genética. As relacdes
entre as DTU’s Tclll e TclV n&o sao suficientemente esclarecidas. Um modelo de
trés ancestrais (Tcl, Tcll e Tclll) sugere dois eventos de hibridizacdo independentes
entre Tcll e Tclll para gerar TcV e TcVI. (Ortiz, et al., 2017). A maioria das infec¢des
humanas na América Latina é causada pelas DTUs Tcl, Tcll, TcV e TcVI, sendo
mais comumente encontrados dentro dos ciclos de transmissdo domésticos. (Garcia
et al., 2017).

Ainda ndo se sabe o papel exato da DTU em relacdo ao desfecho clinico da
transmissao do T. cruzi e desenvolvimento da DC. Acredita-se que a alta diversidade
de DTUs, que varia muito de uma regido geografica para outra, possa influenciar
esses aspectos (Herrera et al., 2007; Spotorno, et al., 2008; Zingales, et al, 2009;
Herrera et al., 2009; Llewellyn et al., 2009). Por exemplo, o Tcl, encontrado com
maior frequéncia em paises do Norte da América do Sul e Amazbnia, América
Central e México (Carranza et al.,, 2009), tem sido associado a doenca cardiaca
chagasica crbnica e parece nao favorecer a forma digestiva (Bosseno et al., 2002;
Zingales, 2011; Roellig et al., 2013).

Ainda que qualquer DTU possa ocasionar a DC, existem raros relatos da DTU
IV em humanos. Ja as DTUs Il e V se apresentam como, provavelmente, as mais
patogénicas, provocando manifestacfes cardiacas e digestivas. Esses dados nao
podem ainda ser vistos como definitivos, haja vista que foi um compilado de
informacdes a partir de amostras de tamanho pequeno originarias de regides
endémicas (Zingales, 2011). Além disso, DTUs apresentam diferenga de tropismo
tecidual, o que pode estar ligado ao desenvolvimento de manifestacdes clinicas,
embora estudos ndo tenham constatado definitivamente essa associacao (Gonzalez,
et. al., 2010; Martinez-Perez et al., 2016).

Interessantemente, as anormalidades no eletrocardiograma (ECG)
constatadas frequentemente na cardiopatia chagasica parecem ser mais comuns em
doentes com infec¢des mistas por T. cruzi. Na Argentina, a infeccdo por Tcll-TcV-
TcVI demonstrou ser mais comum em pacientes com cardiopatia chagasica em
comparacao a pacientes assintomaticos (Cura et al., 2012). Infec¢bes por Tcll-TcV-
TcVI podem apresentar ritmo sinusal com bloqueio atrioventricular de 1° grau, infarto

da parede inferior-posterior e anormalidade da onda T (Garcia et al., 2017).
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1.3.3. DNA mitocondrial

O Trypanosoma cruzi possui uma unica mitocondria com genoma
condensado em uma rede entrelacada de minicirculos e maxicirculos (Figura 4),
conhecidos como DNA de cinetoplasto (kDNA), que chega a representar 15% do
DNA total do parasito. Enquanto dezenas de maxicirculos codificam RNAs e
proteinas ribossomais envolvidos no processo de transducdo de energia
mitocondrial, milhares de minicirculos, compreendendo 90% da rede, codificam
RNAs de pequeno porte utilizados na edicdo dos mRNAs dos maxicirculos
(Simpson, 1973). Os minicirculos de T. cruzi sdo moléculas pequenas de 1,4
quilobases, que apresentam uma organizacdo bastante peculiar: observa-se a
presenca de quatro regides conservadas (120-160pb) intercaladas por quatro
regides variaveis (280-320pb), enquanto os maxicirculos variam de 20 a 40

quilobases.

Figura 4. Minicirculos e maxicirculos de kDNA em microscopia
eletrdnica. A) Rede intacta do kDNA. Minicirculos e maxicirculos; B) Rede
de kDNA decatenada pela Topoisomerase I, evidenciando miniciculos
(seta na imagem A) e maxicirculos (seta na imagem B) individuais.
(Imagem de Liu et al., 2005).

A manutencédo da integridade do kDNA é vital para a manutencdo da vida do
parasito. Seu processo de multiplicacdo envolve a duplicagdo de minicirculos e
maxicirculos que serdo distribuidos igualmente nas células-filhas. De interesse,
sabe-se que o0s minicirculos séo liberados para a periferia da rede de kDNA para
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gue ocorra sua duplicacao, por meio da acao de uma topoisomerase Il que os cliva e
os lineariza. Os minicirculos replicados apresentam gaps que deverao ser removidos
antes gue eles retornem ao disco de KDNA. A reintegracdo dos minicirculos também
envolve topoisomerases que promovem a ligagcdo das moléculas recém-sintetizadas
a rede de kDNA ( Lukes et al., 2002; Liu et al., 2005).

1.4. Ativacao do sistema imune por Trypanosoma cruzi

As respostas imunes humoral e celular tém papel crucial no processo de
controle de parasitos. Assim, o sistema imunoldgico do hospedeiro possui diversos
mecanismos para combater o invasor, tais como ativacao do sistema complemento,
producdo de anticorpos, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e
opsonizacao. A acdo das citocinas pode estar relacionada ou ndo a susceptibilidade
a DC na fase aguda, dependendo do tipo de resposta que é ativada (Thl ou Th2).
Ja durante a DC crbnica, as citocinas presentes no plasma parecem ter relacdo com
a gravidade da doenca, independentemente do aparecimento de sintomas. Se a
infeccdo ndo for interrompida, o sistema imunolégico prepara uma resposta

especifica contra T. cruzi, mediada por anticorpos (Bona et al., 2018).

A resposta imune inata (Figura 5) € crucial no processo de combate contra T.
cruzi. Na fase aguda da infeccao é imprescindivel que haja estimulacdo do processo
inflamatorio, necessitando da acdo de mediadores como interleucina- (IL-) 12, IL-18,
IFN-y e 6xido nitrico, a fim de combater a presenga do parasito. Contudo, a acao
inflamatoria exacerbada causa danos significativos ao tecido do hospedeiro.
Portanto, também é essencial a acdo de TGF (fator de transformacdo do
crescimento), IL-4 e IL-10, pois regulam a ac¢do das citocinas pro-inflamatorias
(Basso, 2013; Acevedo et al., 2018). De interesse, a producéo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), IL-12, IL-22, IL-6, IL-10 pode ser
diferente, dependendo da cepa de T. cruzi usada para estimulacdo (Poveda et al.,

2014; Cardillo et al., 2015).



Macrofago
ativado

AT

- el
S
do
plasma l
Célula
infectada

S
‘ fEi;;;;;.i!E |

9 v Célula

< Bic

\

N

1gG1
jﬁz @ IJ. /\:5\-‘\.'"“‘:}
N /D/© ]‘”’/.‘4 /
| = "/Q\ o .‘ ;
& : @\l A

Eliminagéao do
parasito

Dano tecidual

TNF-a
[

IFN-y Perforinas
[z

Quimiocinas Anticorpos

A

Figura 5. Resposta imunoldgica contra o T. cruzi. Antigenos do parasito induzem macréfagos a
sintetizar IL-12, indutor de IFN-y pelas células NK. Esta citocina inflamatoria, juntamente com o
TNF-a, provoca a ativagdo de macréfagos e o processo inflamatério, controlando a replicagdo do
parasito. Intermediérios reativos de nitrogénio derivados de macrofagos (IRN) estdo diretamente
associados ao controle do parasito. A diferenciacdo e expansdo das células TCD4+ e CD8+ sao
induzidas pela IL-12 derivada de células dendriticas e células NK, desencadeando atividade
citotéxica por células T CD8+ e mecanismos efetores em macréfagos. As células T efetoras CD4+
estimulam a proliferacdo das células B proliferacdo e produgdo de anticorpos. A fase aguda
também é caracterizada pelo recrutamento de Células T para os tecidos, nas quais o IFN-y
desempenha um papel importante ao induzir a produ¢é@o de quimiocinas. O processo inflamatério é
crucial para a resisténcia do hospedeiro a infeccdo, mas também pode levar ao dano tecidual.
(Imagem adaptada de (Andrade et al., 2014).
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Os macréfagos desempenham um papel central no combate ao parasito,

apesar de representar seu local inicial de desenvolvimento (Basso, 2013; Acevedo et

al., 2018). Os macréfagos e os neutrofilos contribuem para a acdo de diversas

citocinas: produzem IL-12, fazendo com que as células NK secretem IFN- y que, por

sua vez, aumenta a producdo da IL-12, TNF e éxido nitrico, cooperando para o
processo de destruicdo do T. cruzi. Por outro lado, com o objetivo de regular esse

processo inflamatorio, ha sintese de citocinas como IL-10 e IL-4 (induz expansao

das células Th2 e de IL-10), buscando evitar os efeitos nocivos que o estimulo em

demasia do sistema imunolégico pode provocar. A IL-4 também tem papel no
processo de estimulo ao TGF, responsavel por controlar a atividade das células

apresentadoras de antigenos (Basso, 2013; Cardillo et al.,, 2015; Acevedo et al.,

2018).
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As células dendriticas também sao acionadas na presenca dos antigenos, tal
como ocorre com 0s macrofagos e neutréfilos. Sabe-se que as células dendriticas
tém sua funcdo influenciada por moléculas secretadas pelo T. cruzi, causando
diminuicdo da producao de IL-12 e TNF e provocando alteracdo na sua capacidade
de apresentar antigenos. Quando em contato com o parasito, as células dendriticas
estimulam linfocitos Treg, causando maior inibicao dos linfécitos TCD8+ ( Zingales et
al., 2009; Ersching et al., 2016).

As células NK tém como funcéo principal a eliminacdo de agentes invasores
intracelulares e participam do processo de diferenciacdo dos linfocitos TCD4
convencionais em células de memoria (além de direciona-los para um perfil Thl).
Esses linfocitos tém dificuldade em migrar para o tecido com o processo infeccioso,
sendo pouco Uteis para eliminar os parasitos presentes nos tecidos. Quando ha
destruicdo das células NK, ha reducao da producéo de IFN e inicio da producao de
IL-10, aumentando a tolerancia do sistema imune em relacédo ao T. cruzi (Cardillo et
al., 2015; Acevedo et al., 2018).

Conforme a infeccdo persiste, a acdo da imunidade adaptativa é estimulada
por meio das respostas Thl, responséavel pela producéo de citocinas inflamatorias, e
Th2, responsavel pela agéo anti-inflamatoria e relacionadas a resposta imunolégica
mediada por anticorpos (Basso, 2013; Acevedo et al., 2018).

Células apresentadoras de antigenos serdo as responsaveis por estimular as
células T efetoras. Na fase crénica da DC h& niveis mais elevados de linfocitos T
circulantes, liberando citocinas pré e anti-inflamatorias, o que evidencia seu papel
chave no controle do processo inflamatério (Dutra e Gollob, 2008; Acevedo et al.,
2018). Os linfécitos TCD4+ liberam citocinas que estimulam ou inibem a acdo de
outras células como macréfagos, células dendriticas e outros linfécitos. Além disso,
estdo relacionados ao processo de selecdo de linfécitos B especificos, estimulando
a producdo de anticorpos. Em modelo murino, ha evidéncias de que uma resposta
combinada entre os perfis Thl e Th2 apresentam melhores resultados sendo o Thl
predominante no processo de controle e eliminacdo do T. cruzi. (Silva et al., 1992;
Petray et al., 1993; Rodrigues et al., 1999; Hoft e Eickhoff, 2005; Acevedo et al.,
2018). Durante o processo infeccioso, também ocorre alta producdo de células
TCD8+, que sao direcionadas para os locais onde o parasito permanece e, portanto,

seu papel esta relacionado ao controle da carga parasitaria nos tecidos. Acredita-se
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que a persisténcia do parasito se deva ao nao recrutamento dessas células, ou
ainda, a inibicdo provocada por células TCD4+, TC25+ e TGF (Tzelepis et al., 2007;
Basso, 2013).

A acdo de anticorpos também é indispensavel para controle do processo
infeccioso, sendo a deficiéncia de células B associada a niveis elevados de carga
parasitaria e diminuicdo da taxa de sobrevida de modelos experimentais. Os
linfécitos B apresentam resposta especifica no final da fase aguda, produzindo
anticorpos (Kumar e Tarleton, 1998; Bermejo et al., 2010; Basso, 2013). Durante o
estagio inicial da infeccdo pelo parasito, as células B tém acédo crucial nos linfocitos
T relacionados a resposta Thl, facilitando o controle do desenvolvimento do T. cruzi.
Durante a fase crbnica da infec¢do por T. cruzi, os linfécitos B controlam a resposta
imunologica por meio da liberacdo de IL-10. A inibicdo dessa citocina facilita o
controle da infeccdo, contudo, também eleva o processo inflamatério crénico no
tecido cardiaco (Cardillo et al., 2007)

Estudo realizado em modelos experimentais demonstrou elevacdo dos niveis
de imunoglobulina IgM, se mantendo ao decorrer da infeccdo. Também houve
aumento significativo de 1gG, com uma correlagdo positiva entre 0 aumento desse

anticorpo e maior intensidade das les@es tissulares (Andrade et al., 1985).

1.5. Patogénese da doenca de Chagas

A infeccdo chagasica pode evoluir de formas diferentes dependendo das
circunstancias envolvidas. A relacdo parasito-hospedeiro é muito dindmica e
apresenta muitos fatores que dizem respeito ao T. cruzi (cepa, viruléncia e
inoculacdo), ao hospedeiro humano (idade, género e perfil genético) e ao ambiente
(Marcon et al., 2011).

A determinacdo da patogénese da DC ainda é uma questdo em aberto.
Alguns autores creditam ao T. cruzi toda a responsabilidade pelo aparecimento dos
sintomas, pois este causaria ruptura celular e consequente leséo do tecido (Tarleton
e Zhang, 1999; Gutierrez et al., 2009; Cruz et al., 2016). Entretanto, destruicdo
tecidual na auséncia do parasito e na presenca de células inflamatorias € o cenério
mais comum encontrado em pacientes chagasicos crbnicos, o que reflete a

participacdo de respostas autoimunes na patogénese da DC. Apesar de distintas,
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tais teorias ndo séo excludentes. A seguir, sera feito um detalhamento das principais
teorias que visam explicar a origem das manifestacdes clinicas da DC que estédo

ilustradas na Figura 6.
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Figura 6. Mecanismos de patogénese da DC. A) Danos diretos pela agdo do parasito: lise celular por
diferenciacdo de amastigotas em tripomastigotas (parte superior da imagem); ou lesdo por provavel produto
téxico (litico) de tripomastigotas (parte inferior da imagem). B) Imunidade especifica contra os parasitos:
pode contribuir para cardiopatia devido a destruicdo e deslocamento de midcitos, seguido por infiltracdo
mononuclear e fibrose. C) Resposta ndo especifica: danos causados pela Imunidade Inata; ativacdo de
granuldcitos e citotoxicidade mediada por anticorpos podem causar lesdo dos cardiomidcitos; relacdo com
ativacdo bystander. D) Autoimunidade induzida por parasitos gerada por mimetismo molecular entre
parasito e autoantigenos (parte a esquerda da imagem) ou ativacdo de células T autorreativas apds a lise
celular por T. cruzi (a direita da imagem); E) Transferéncia de minicirculos de kDNA para o genoma da
célula hospedeira (Imagem adaptada de Bonney e Engman, 2015).

1.5.1. Persisténcia do parasito

A persisténcia do parasito € uma das hipo6teses relacionadas ao processo de
inflamacdo crénica e consequente lesdo tecidual observados em individuos
infectados com o T. cruzi, sendo considerada, por alguns pesquisadores, como a
principal explicacdo para a patogénese da DC (Teixeira et al., 2011; Guimaro et al.,
2014; Cruz et al., 2016). De fato, é inquestionavel que a lise da célula hospedeira
pelo T. cruzi tenha participacdo no dano cardiaco observado em alguns individuos
(Bonney e Engman, 2015). A presenca constante do parasito nos tecidos provocaria

a infiltracéo de leucocitos que também séo capazes de lesar o miocardio.



34

Essa hipGtese tem sustentacdo na deteccdo do parasito nos tecidos de
pacientes que se encontram na fase cronica da doenca, fato que ficou melhor
caracterizado nos ultimos anos com o uso de metodologias avancadas de biologia
molecular, como a PCR quantitativa (qPCR) (Marcon et al., 2011). Ademais, 0 uso
de sistemas de imagem de bioluminescéncia altamente sensiveis que detectam o T.
cruzi expressando luciferase permitiu 0 acompanhamento prolongado da infeccéao in
Vvivo, em murinos, e trouxeram novas informag0es sobre a distribuicdo tecidual do
parasito (Lewis et al., 2014; Silberstein et al., 2018). Interessantemente, verificou-se
gue durante as infec¢des cronicas em camundongos a circulacédo do T. cruzi pelo
organismo € bastante dindmica e ndo se localiza no coragdo, mas sim, no trato
gastrointestinal, especificamente no colon e no estbmago. Ainda assim, esses
animais desenvolveram miocardite e fibrose cardiaca. A partir desses achados, uma
nova proposta sobre a persisténcia do parasito foi elaborada, sugerindo que o
intestino atuaria como reservatorio para o T. cruzi e que ocorreriam migracdes
eventuais para o miocardio. Igualmente, alguns estudos demonstraram que o tecido
adiposo seria um nicho permissivo para a permanéncia do T. cruzi na fase cronica
da infeccao, contribuindo na patogénese da DC (Nagajyothi et al., 2014; Tanowitz et
al.,, 2017). A esses achados, soma-se a descoberta de que formas amastigotas
podem permanecer em estado de dorméncia por um periodo prolongado e,
posteriormente, se transformarem em tripomastigotas ativas (Sanchez-Valdéz et al.,
2018).

Outro mecanismo pelo qual esses parasitos podem induzir dano no miocéardio
€ por estresse oxidativo. Sabe-se que animais experimentais e humanos infectados
por T. cruzi podem apresentar disfuncdo mitocondrial, com aumento da formacéo de
superoxido e espécies reativas de oxigénio (ROS) no coracdo (Dhiman et al., 2013),
podendo levar a apoptose de cardiomidcitos. A desregulacdo de microRNA’s
cardiacos pelo T. cruzi também ja foi verificada, sendo provavel que alguns deles

estejam envolvidos na patogénese da doenca (Navarro et al., 2015).

1.5.2. Autoimunidade

Um aspecto bastante intrigante em relagcédo a DC refere-se a diminuicdo da
guantidade de parasitos na fase cronica da infec¢céo, justamente no periodo em que
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se observam as principais manifestacées clinicas da doenca. Soma-se a isso o fato
de que drogas contra o parasito, que sdo efetivas no combate as formas sanguineas
do protozoario, mas nado trazem efeitos benéficos significativos quando usadas na
frase cronica, ndo resultando na interrupcdo das lesdes detectadas pelo
eletrocardiograma e nem o desaparecimento dos demais sintomas da doenca
(Morillo et al., 2015).

Tais aspectos impulsionaram o surgimento de outra hipotese para explicar a
patogénese da DC — a autoimunidade (Teixeira, et al., 2011; Guimaro et al., 2014). A
autoimunidade ocorre quando ha quebra da tolerancia imunolégica no processo de
reconhecimento do que € proprio e do que nao € proprio do organismo. Essa quebra
estimula varios eventos pro-inflamatérios que ocasionam sérios danos aos tecidos-
alvo, gerando comprometimento grave e até perda da funcdo. Esse descontrole da
resposta imunoldgica causa um processo inflamatério crénico (La Cava, 2011,
Guimaro et al., 2014).

A hipétese da autoimunidade na DC surgiu na década de 1970, quando
Santos-Buch e Teixeira (1974) demonstraram a completa destruicdo de fibras do
coracdo de fetos de coelhos por linfocitos provenientes do sangue periférico de
coelhos chagasicos crbnicos, enquanto que os linfécitos dos animais controles néo
atacavam as células do coracao. A partir de entdo, diversos estudos experimentais
demonstraram a existéncia de fendbmenos autorreativos de natureza celular e
humoral em individuos que apresentavam a infeccdo. Porém, apontar a influéncia no
processo fisiopatoldgico desta autorreatividade tem sido uma tarefa dificil, assim
como ocorre em outras doencas autoimunes desencadeadas por processos

infecciosos. (Gutierrez et al., 2009).

A seguir, serdo detalhadas as principais teorias que visam explicar a

autoimunidade na DC.

1.5.2.1. Mimetismo molecular

O mimetismo molecular corresponde as respostas antigeno-especificas de
células B e T proprias que sao iniciadas na presenca do patégeno, em decorréncia

de uma reacdo cruzada entre epitopos do T. cruzi e da célula-alvo (Abel, et al.,
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1997; Leon e Engman, 2001; Bonney e Engman, 2015). Por exemplo, a proteina
flagelar de tripomastigotas (FL-160) possui dois epitopos distintos que mimetizam
epitopos encontrados em tecidos nervosos (Van Voorhis, et al., 1993). A proteina
ribossomal L27 de T. cruzi também apresenta grande similaridade a proteinas
ribossomais de diferentes espécies, incluindo a de Homo sapiens. Autoanticorpos
contra uma glicoproteina de 43 a 45 kDa encontrada no tecido muscular cardiaco e
esquelético normal estdo presentes em pacientes com DC (McCormick e Rowland,
1993). Reconhecimento especifico de anticorpos contra a miosina cardiaca foi
observada em camundongos inoculados com extrato de T. cruzi (Leon e Engman,
2001). Além disso, moléculas especificas do T. cruzi foram identificadas como sendo
responsaveis pelo surgimento da resposta, como o antigeno B13 (Abel et al., 2005)

e a cruzipaina (Aoki et al., 2004).

Fato que se contrapdem a tais achados é que imuniza¢c6es de camundongos
com parasitos mortos por aquecimento ndo foram capazes de produzir dano
cardiaco com a mesma intensidade do ocasionado pelo parasito vivo (Bonney et al.,
2011). Diferentemente dos camundongos infectados pelo T. cruzi, os camundongos
inoculados com o parasito morto por aquecimento ndo apresentaram depdsito
significativo de anticorpos no miocardio, indicando que a reacdo cruzada ndo €

determinante para o dano cardiaco (Bonney et al., 2013).

1.5.2.2. Ativacao bystander

A segunda teoria de autoimunidade, conhecida como ativacdo bystander,
propbe que antigenos expostos de maneira continuada no tecido danificado
estimulariam linfocitos a se tornarem autorreativos. Assim, o dano mecéanico
causado diretamente pelo T. cruzi associado a respostas imunes especificas e nédo
especificas ao parasito resultariam na liberacdo de grandes quantidades de
autoantigenos em um ambiente extremante rico em mediadores inflamatérios.
Citocinas, como TNF e quimiocinas ativariam células T autorreativas, as quais
passariam a se multiplicar intensamente. Ademais, o processo inflamatério também
pode modificar os padrdes de migracéo de linfocitos e ativar células apresentadoras

de antigenos (Girones et al., 2005).
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Um fator questionavel desta teoria refere-se ao fato que € na fase aguda
da DC que se verifica a liberacdo de altos niveis de proteinas proprias devido a
ruptura das células pelas formas parasitarias, contrastando com a auséncia de
sintomas na maioria dos pacientes (Kierszenbaum, 1999). Alguns autores
argumentam que a presenca dessa grande quantidade de parasitos durante a fase
aguda da infeccdo poderia ser a responsavel por gerar um quadro exacerbado da
resposta imunolégica no miocardio, 0 que poderia ocasionar danos no tecido nos

estagios mais avancados da patologia (Gutierrez et al., 2009).

1.4.2.3. Integracdo do kDNA

Estudo realizado por Nitz, et al. (2004) demonstrou a transferéncia de
minicirculos de kDNA de T. cruzi para o genoma de coelhos e galinhas. Na maioria
dos casos, 0s segmentos de minicirculos estavam associados a retrotransposons de
sequéncias repetitivas longas do tipo LINE-1 (L1), ou seus equivalentes, e
distribuidos em diferentes cromossomos. Analises de bioinformatica mostraram que
o0 KDNA do parasito e o DNA do hospedeiro compartilham sequéncias ricas em
Adenina/Citosina no local da integracéo, sugerindo que a integracdo dos minicirculos
do T. cruzi é mediada por microhomologia, uma das estratégias utilizadas no reparo
de DNA (Nitz, et al., 2004). A esse respeito, sabe-se que o DNA exdgeno, e em
particular o DNA mitocondrial e elementos moveis, podem desempenhar um papel
na reparacao do DNA nuclear, restaurando a integridade do genoma.

A transferéncia horizontal de kDNA de T. cruzi tem sido associada as
respostas autoimunes observadas na DC crénica (Hecht et al., 2010). Tal insercao
no genoma da célula hospedeira poderia resultar no surgimento de novas proteinas
(quimeras), na alteracdo da expressdo de genes ja existentes ou, até mesmo, no
silenciamento desses genes (Lee et al., 2006; Simdes-Barbosa et al., 2006; Okubo
et al., 2007). Entretanto, a real contribuicdo da integragdo do kDNA para a
patogénese da DC ainda néo foi elucidada. Assim, para uma melhor compreensao
desse fen6meno, foi utilizado um modelo refratario de galinhas que receberam o T.
cruzi ainda durante o periodo embrionario. As aves nascidas dos ovos
experimentalmente infectados retiveram os minicirculos de kDNA em seus genomas

e desenvolveram cardiopatia similar a chagasica, na auséncia de parasitos (Nitz et



38

al., 2004; Teixeira et al., 2011). Isso respalda a ideia de que a integracdo do KDNA
esta associada a miocardiopatia da DC.

Entretanto, para tentar associar as mutacées com as manifestacdes clinicas
da DC foi realizado um estudo de mapeamento dos sitios de integracdo do KDNA
(Guimarées, 2014). Contudo, nédo foi possivel demonstrar uma relagdo direta entre a
presenca de integracdes de minicirculos de kDNA em determinados loci e o
desenvolvimento dos sintomas. Desta forma, € possivel que o acimulo de mutacdes
ao longo de décadas € que esteja relacionado com o aparecimento das sindromes

dos “megas”.
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2. JUSTIFICATIVA

A DC representa um sério problema de saude publica, principalmente na
Ameérica Latina, gerando grande 6nus econdmico para esses paises. Estima-se que
cerca de oito milhdes de pessoas estejam infectadas por T.cruzi, das quais um terco
deverqd apresentar as manifestacdes clinicas da doenca, sendo algumas
incapacitantes. Lamentavelmente, as drogas tripanocidas disponiveis ndo produzem
resultados benéficos em pacientes na fase crénica. A dificuldade em se desenvolver
drogas ou vacinas eficientes para o tratamento da DC esta relacionada com o
desafio de estabelecer quais fatores sdo determinantes para o surgimento dos
sintomas.

Assim, na auséncia de dados que determinem com certeza o fator
desencadeador da DC, é de extrema importancia explorar a questdo da patogénese
dessa doenca, enfatizando a associacdo de multiplos fatores envolvidos nesse
processo. E imprescindivel verificar se a acdo conjunta de diversos fatores tem
maior ou menor influéncia no grau de leséo tecidual, com consequente agravo do
qguadro do paciente. Identificar tais fatores podera ajudar no processo de elaboracao

de novas estratégias para o tratamento.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi verificar a contribuicdo de multiplos

fatores no processo de patogénese da DC em modelo experimental. Ja os objetivos

especificos foram:

Determinar se o0 sexo € fator predisponente para o surgimento das lesGes

cardiacas e do intestino;

Avaliar a influéncia de cepas de diferentes DTUs no processo de patogénese

da doenca de Chagas;

Verificar se a carga parasitaria, de diferentes tecidos, € determinante para a

evolucdo da doenca;

Determinar se o acumulo de integracdes de kDNA em diferentes tecidos esta
associado ao surgimento de lesGes no tecido cardiaco e intestinal;

Verificar se a producdo de anticorpos anti-T. cruzi e de autoanticorpos

contribuem para o avanco da doenca;

Avaliar a influéncia da producéo de citocinas no processo de patogénese da

doenca de Chagas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Grupo Experimental e infec¢cdo dos animais

Foram utilizados 70 camundongos BALB/c, uniformes quanto ao peso e
idade, provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da UnB. Os animais foram
mantidos com ciclo de iluminacao (12h dia/12h noite) a temperatura ambiente e com
livre acesso a racdo e agua. A infeccdo dos animais se deu por via intraperitoneal,
com 1,0x10* de formas tripomastigotas de T. cruzi das linhagens Colombiana, Y e
CL Brener. Essa quantificacao foi realizada por meio da camara de Neubauer. Antes
de utilizar as cepas para infectar os animais, foram realizadas duas passagens em
camundongos também BALB/c a fim de gerar maior ativacdo do parasito. A cepa
Colombiana, isolada de um humano na Col6mbia, esta classificada como DTU |
(Tcl), grupo onde as cepas do ciclo silvestre estdo inseridas. A cepa CL Brener,
isolada de Triatoma infestans, esta classificada como DTU VI (TcVI). J& a cepa Y,
isolada de um humano no Brasil, esta classificada como DTU Il (Tcll), que agrupa

cepas que apresentam ciclo doméstico (Zingales et al., 2009).

Os animais foram eutanasiados com 30 e 100 dias pos-infeccao (dpi),
representando as fases aguda e crbnica da doenca, respectivamente. Assim, 0s

camundongos foram subdivididos nos seguintes grupos:



42

Tabela 1: Organizacdo dos grupos experimentais de acordo com o0 sexo, cepa

infectante e momento da eutanasia.

Eutanasia
Grupo N° de animais | Sexo Cepa (dpi)
A 5 Macho Colombiana 30
B 5 Fémea Colombiana 30
C 5 Macho Colombiana 100
D 5 Fémea Colombiana 100
E 5 Macho Y 30
F 5 Fémea Y 30
G 5 Macho Y 100
H 5 Fémea Y 100
I 5 Macho Cl Brener 30
J 5 Fémea Cl Brener 30
K 5 Macho Cl Brener 100
L 5 Fémea Cl Brener 100
M 5 Macho N&o infectados *
N 5 Fémea N&o infectados *

* A eutanasia dos animais nao infectados ocorreu a 60 dias de vida.

A utilizacdo dos animais nesta pesquisa esta devidamente autorizada pelo
Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina, Universidade de
Brasilia, com o nimero de Protocolo 150406/2015.

4.2. Cultura de Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas de T. cruzi das cepas Colombiana, Cl Brener e Y
foram mantidas em cultura de células cardiacas murinas da linhagem L6, cultivadas
com Meio Minimo Essencial (DMEM), pH 7,2 acrescido de Soro Fetal Bovino (SFB)
a 10%, 100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina sob atmosfera de
diéxido de carbono (CO,) a 5% e a temperatura de 37°C.

As formas amastigotas foram obtidas a partir de cultura de tripomastigotas de
T. cruzi Colombiana, Cl Brener e Cepa Y ap0s 24 horas em meio de cultura, sendo

considerados apenas 0s pools que apresentaram, no minimo, 90% dos parasitos na
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forma amastigota. O meio contendo tripomastigota foi centrifugado a 5000 rpm por
15 minutos e ressuspenso em DMEM, pH 5,0. Os tripomastigotas foram incubados
por 5 horas, em estufa a 37°C com atmosfera iumida com 5% de CO,. ApOs esse
periodo, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos e ressuspensas
em meio DMEM completo, pH 7,4 suplementado com 5% de SFB e incubadas
overnight em estufa a 37°C com atmosfera Umida com 5% de CO,. Em seguida,
foram contados 1,0x10’ amastigotas para extracdo de DNA, com o objetivo de
realizar os pools. Todas as centrifuga¢g@es foram realizadas por meio da centrifuga
em Centrifuga IEC CL31R Multispeed (Thermo Scientific®).

4.3. Avaliagéo da Infecgéo

Apés sete dias de infeccdo, a presenca de tripomastigotas no sangue foi
verificada: uma gota de sangue da cauda de cada camundongo foi depositada em
uma lamina com 15uL de anticoagulante (citrato), homogeneizada e coberta por uma
laminula. Em seguida, foi realizada observacdo em microscopio Olympus BX51,
modelo U-LH100HG (Olympus®), com uma objetiva de 40X. Caso ndo houvesse
confirmacdo da parasitemia no sétimo dia, esse procedimento era repetido

diariamente até confirmacéo da presenca do parasito.

4.4. Coleta de amostras, obtencao de soro e extracdo de DNA

ApoOs os intervalos de tempo estabelecidos, os animais foram anestesiados
com Isoflurano (Forane®) para coleta do sangue dos diferentes grupos
experimentais, por via intracardiaca. A coleta foi realizada imediatamente antes da
eutanasia. Um volume de 400 pL foi coletado. Destes, 200 ul foram colocados em
tubo de microcentrifuga com 20 pL de anticoagulante (citrato) para extracdo de DNA
e 200 pL foram utilizadas para obtencdo do soro sanguineo. Para isso, as amostras
de sangue foram levadas para o banho-maria a 37°C por 30 minutos e, logo apos,
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos.

Em seguida, foi realizada incisdo ventral para coleta do coracéo e intestino e,
posteriormente, coleta da medula éssea femoral. Uma parte do coracdo e do
intestino foi utilizada para extracdo de DNA e a outra parte foi colocada em formol

tamponado a 10% para posteriores estudos histopatologicos. A medula éssea foi
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usada apenas para extracdo de DNA. O isolamento do DNA foi realizado com o kit
de extracdo Mini Spin Plus (Biopur®), conforme recomendacdes do fabricante. Apos
esse procedimento foi feita a quantificacdo da concentragcdo de DNA por meio de
espectrofotometria, com o NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science, UK). E
importante destacar que também foram isolados o DNA das diferentes cepas usadas
nesse estudo.

4.5. PCR quantitativa

Com o objetivo de determinar a carga parasitaria e o acumulo de integracdes
de minicirculos de kDNA no genoma dos camundongos, realizou-se a PCR em
tempo real quantitativa (qPCR) com primers especificos para o DNA nuclear (nDNA)
e mitocondrial (kDNA) do parasito. Antes de realizar a qPCR, foi verificada a
integridade do DNA de todas as amostras por meio da PCR convencional, em gel de
agarose, utilizando o gene constitutivo de B-actina (Santana, 2015).

A gPCR foi realizada de acordo com o protocolo padronizado em trabalho
realizado previamente em nosso laboratério (Moraes, 2016). O DNA extraido foi
submetido a gPCR de DNA nuclear com os iniciadores TcZ3 (5' TGC ACT CGG
CTGATCGTTT3)eTcZ4 (5-ATT CCT CCA AGC AGC GGA TA 3'), gerando um
produto de aproximadamente 168 pares de bases (Ndao et al., 2000). Esse DNA
satélite (correspondendo a, aproximadamente, 9% do DNA nuclear) é encontrado no
cromossomo e € um relevante marcador genético para diferenciar as espécies do

género Trypanosoma e distinguir cepas e clones do T. cruzi (Oliveira et al., 1999).

Como molde para a gPCR foi usado 1 uL de DNA (100 ng), 0,2 uM de cada
iniciador, 10 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA,
USA), em um volume final de 20puL. As qPCRs foram realizadas em placas de 96
pocos (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), em duplicata, no termociclador
7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA), com as seguintes
condicbes de desnaturacdo, anelamento e extensdo: 95°C por 15", 57°C por 607,
72°C por 10" durante 40 ciclos. Para a quantificagdo dos minicirculos de kDNA,
foram utilizados os iniciadores S36 (5’GGT TCG ATT GGG GTT GGT G3’) e S67rev
(5GAA CCC CCC TCC CAA AAC C3’), gerando um produto de cerca de 250 pares
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de bases. As demais condi¢cdes da reacédo foram as mesmas da qPCR de nDNA,
excetuando-se as condi¢des de anelamento, que foi de 60°C por 45”.

Para a quantificacdo absoluta do DNA do parasito nas amostras € necessario
a geracao de curva padrao. Estas foram construidas a partir de diluicdes seriadas de
DNA do parasito (de 10" a 10° parasitos). A curva padrdo de nDNA apresentou
eficiéncia de 95,6%, R?=0,994 e slope de -3,43 (Figura 7A), enquanto a de kDNA
apresentou eficiéncia de 95,9%, R?=0,984 e slope de -3,42 (Figura 7B).
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Figura 7. Curva padrdo para quantificacdo absoluta do Trypanosoma cruzi e
determinacdo das integracdes de minicirculos de kDNA. A) Amplificacdo do DNA
nuclear do parasito. B) Amplificacdo de minicirculos de kDNA do parasito. As amostras
foram diluidas de maneira seriada (107 a 10° parasitos equivalentes/100 ng de DNA). CT:
limite do ciclo de temperatura em °C.

Para verificar o acumulo de integracfes de KDNA do parasito nas diversas
amostras, foi determinada a propor¢gédo de KDNA e nDNA encontrada em cada uma
das cepas do T. cruzi utilizadas nesse estudo (5 pools para cada cepa). Cada pool
apresentava uma concentracdo inicial de 1,0x10’ parasitos. Dessa forma, apds
realizar a quantificacdo do kKDNA e nDNA desses pools por gPCR, foi estabelecida a
razdo KDNA/nDNA. Para estabelecer o ponto de corte para cada cepa, foi realizado

o calculo das médias dos 5 pools de cada uma, sendo considerado como ponto de
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corte os valores maximos de cada grupo de cepa. Dessa forma, considerou-se que
amostras com valores superiores ao ponto de corte determinado apresentariam
integracao.

Na Figura 8, podemos verificar a média e desvio padrdo estabelecido para
cada linhagem: Colombiana (0,49 + 0,15), CL Brener (0,72 £ 0,37) e Y (0,50 + 0,46).
Considerou-se que havia integracdo quando o valor da razdo KDNA/nDNA era
superior ao valor maximo obtido para cada pool. Colombiana (0,69), CL Brener
(0,94) e Y (0,91).

S
]

Razao kDNAInDNA
=

04

02

Colombiana Cl Brener Y

Figura 8. Determinacdo da razdo kDNA/nDNA em pools de amastigota Trypanosoma cruzi. A
propor¢cédo de DNA mitocondrial (kDNA) e DNA nuclear (nDNA) das linhagens Colombiana, CL Brener
e Y de T. cruzi foi determinada mediante amplificacdo das sequéncias-alvo por qPCR. Valores
superiores a razdo maxima obtida para cada cepa representa o ponto de corte a partir do qual se
considerou que ocorreu integracdo dos minicirculos de kDNA. O gréfico refere-se & mediana dos
pools de cada cepa.

4.6. Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica Indireto

Para verificar a taxa de producdo de anticorpos anti-T.cruzi, anti-proteinas
cardiacas e anti-proteinas intestinais nas fases aguda e crbnica, as amostras de
soro de todos os grupos foram submetidas a técnica de Ensaio de Imunoabsorcéo
Enzimatica Indireto (ELISA). Para isso foram centrifugados 200 pL das formas

epimastigotas de T. cruzi (4.500 rpm por 10 minutos), lavados por trés vezes com



47

PBS 1X pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline, 58,44M NaCl; 74,55M KCI; 136,09M
KH2POyg4; 141,96M Na,HPO,) e ressuspendidos em 3 mL de agua Milli-Q. As células
foram lisadas por congelamento (-20°C) e descongelamento (temperatura ambiente)
por trés ciclos e centrifugadas novamente (14.000 rpm, por 10minutos). Apos esse
procedimento foi feita a quantificagdo da concentragdo proteica do antigeno por
meio de espectrofotometria, com o NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science,
UK).

As placas foram sensibilizadas com 50 pL por po¢co com o antigeno
solubilizado em tampéo PBS 1X pH 7,4 e incubadas overnight na camera umida, a
37°C. Para retirar o excesso de antigeno, as placas foram lavadas com PBS-Tween
(PBS com 0,05% de Polissorbato 20) e, posteriormente, foram acrescentados 150
uL de PBS- Leite 1X (pH 7,4, com 5% de leite desnatado) para bloquear a adeséo
das proteinas nos sitios de ligacdo de forma inespecifica. Entdo, foram incubadas
novamente por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas com PBS-Tween por trés
vezes.

Para incubar o 1° anticorpo, os soros foram diluidos na raz&o 1:100 em PBS-
Leite 1X (pH 7,4, com 2% de leite desnatado) e adicionamos 50 pL/poco, em
triplicata. Seguiu-se com a incubagdo por 2 horas a 37°C, em camara umida. O
excesso foi descartado e a lavagem foi feita com PBS-Tween por trés vezes.
Incubou-se o anticorpo secundario, que foi diluido 1:1000 em PBS-Leite 1X (pH 7,4,
com 2% de leite desnatado), adicionando 50 pL/poco, seguindo com a incubacgéo na
camara umida nas mesmas condic¢des usadas para o 1° anticorpo. Para a revelacéo
da reacgéo, adicionou-se 50 pL/poc¢o da solucéo reveladora, aguardando 12 minutos,
na auséncia de luz. A leitura foi realizada a 405 nm no espectrofotdmetro (BioTeK®-
Synergy HT). Foram usados os anticorpos secundarios Anti-Mouse IgG (Sigma-
Aldrich®) conjugado a enzima fosfatase alcalina diluido 1:2000 em PBS/leite
desnatado 2% e o Anti-Mouse IgM (Sigma-Aldrich®) marcado com fosfatase alcalina
diluido 1:1000 em PBS/leite. Para a solucéo reveladora, usou-se o cromoégeno pnPP
(p-nitrofenol fosfato), diluido em Tamp&o de Dietanolamina pH 9,8 (C4H11NO2,
MgCl,). Para realizar ELISA dos autoanticorpos foi utilizado o mesmo protocolo.

O estabelecimento do ponto de corte das amostras foi feito por meio da
formula [(X CNx2) -X B] (Nybo, 2010), sendo o X CN e X B a média dos controles
negativos e do branco, respectivamente. A partir do valor do ponto de corte, foram

consideradas positivas as amostras que apresentaram uma densidade 6ptica (DO)



48

10% acima desse valor e negativas, aquelas com DO 10% abaixo do ponto de corte.
O calculo foi feito para cada antigeno (T. cruzi, coracéo e intestino) da fase aguda e

cronica.

4.7. Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

Foi realizada a dosagem de interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-5 (IL-5), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN-y) com o kit
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Thl/Th2 Cytokine Kit (BD Bioscience),
respeitando as recomendacfes do fabricante. Inicialmente, adicionou-se 25 uL dos
soros dos camundongos em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL devidamente
identificados. Além dos soros, também foram adicionados os controles da reagéo
gue foram preparados por meio de diluicdo seriada a partir do Top Standard, incluido
no kit. Em sequéncia, também foram adicionados 25 pL de capture beads e 25 pL de
Mouse Th1/Th2 PE Reaction Reagent. Os tubos foram incubados por trés horas a
temperatura ambiente em local sem exposicao a luz. ApGs o periodo de incubacéo,
adicionou-se 500 pL de Wash Buffer em cada tubo e centrifugou-se a 200 x g por
cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se mais 250 yL de
Wash Buffer em cada tubo, ressuspendendo o precipitado. Duzentos microlitros do
conteudo total dos tubos foram transferidos para uma placa de 96 pocos e a leitura

foi realizada em citbmetro BD LSRFortessa™.

4.8. Analise histolégica

Para avaliar a presenca de ninhos de amastigotas e alteracdo tecidual foram
realizados exames histolégicos, seguindo procedimento técnico ja estabelecido em
estudo prévio de nosso laboratério (Ribeiro et al.,, 2016). Brevemente, foram
coletadas amostras de tecido cardiaco e intestinal dos animais dos diferentes grupos
experimentais. O tecido passou por um processo de desidratacdo com banhos
sucessivos em solucdes com teor crescente de &lcool (etanol 70%, 80%, 90%,
100%), seguido por processo de diafanizagcdo em xilol e a parafinizagcdo. Dos blocos
de parafina, foram obtidos trés cortes de 5 um cada de diferentes partes de cada
tecido, fixados nas laminas que foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE).

Apds a montagem, as laminas foram analisadas em microscopio Optico Olympus
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BX51, modelo U-LH100HG (Olympus®), na objetiva de 40X ou 100X. Para registrar
as imagens das laminas foi utilizado o digitalizador ScanScope® (Aperio).

No total, foram avaliados 15 campos de cada lamina. As alteracdes encontradas
foram classificadas a partir de adaptacdes dos critérios utilizados por Castro-
Sesquen et al. (2011) (Tabela 2).

Tabela 2: Critérios utilizados para a avaliacdo das alteracdes histoldgicas
identificadas no tecido cardiaco e intestinal dos animais dos diversos grupos

experimentais.

ANALISE HISTOLOGICA
Amostras Parasitismo" Intensidade do Processo inflamatério®
01 2 3 0-0,3 04-1 11-2 21-3

LEGENDA

1) O=ausente; 1=basal (1-5 ninhos amastigotas); 2= moderado (6-10 ninhos); 3= severo (> 10 ninhos).

2) 0a0,3=normal; 0,4 a 1,0=leve; 1,1 a 2=moderado; 2,1 a 3=severo. Valores referem-se a média do grau de
intensidade visto nos 15 campos analisados.

4.9. Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado seguiu um modelo inteiramente
casualizado em esquema fatorial com 16 tratamentos referentes as combinacdes
dos fatores: fase (aguda e cronica), cepa (ndo infectados, Colombiana, Cl Brener e
Y) e sexo (macho e fémea). Foram utilizadas 5 repeticbes por tratamento. As
variaveis dependentes foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. Variaveis cuja distribuicdo apresentou-se ndo-normal foram submetidas a
procedimento de transformacéo logaritmica ou radicial e aquelas cuja transformacéo
nao surtiu efeito de normalizacdo sobre a distribuicdo foram analisadas pelo
procedimento PROC GLIMMIX, que permite testar a interagéo de fatores com dados
nao-paramétricos.

As variareis que apresentaram distribuicdo normal foram submetidas a analise de
variancia pelo procedimento PROC GLM com posterior comparacao de médias pelo
teste de Tukey em 5% de significancia. As variaveis qualitativas (integracdo de
KDNA, producédo de resposta imunitaria humoral — IgG e IgM anti-T. cruzi, anti-
proteinas cardiacas e intestinais, além de presenca ou auséncia de nDNA de T.

cruzi no coracgdo, intestino e medula) foram submetidas ao teste Qui-quadrado
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(PROC FREQ) para averiguar se houve diferenca na frequéncia dos resultados em
virtude do sexo, cepa e fase. Analise de Correlacdo de Pearson (PROC CORR) foi
realizada com os dados quantitativos para averiguar as relacdes entre as respostas
das variaveis medidas. Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do

programa SAS® (vers&o 9.3, Cary, North Carolina).
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5. RESULTADOS

5.1. Quantificacdo de carga parasitéria e da integracao de kDNA

A presenca do parasito foi confirmada no coragéo e intestino de todos os
animais durante a fase aguda da DC, independentemente da cepa infectante.
Entretanto, ao se usar o DNA extraido da medula 6ssea como molde, n&o foi
possivel amplificar o DNA do parasito em 40% dos camundongos infectados com a
cepa Colombiana, 10% dos animais infectados com CL Brener e 30% dos infectados
com a cepa Y (Figura 9A).

Ja na fase cronica da infeccdo (Figura 9B), a distribuicdo dos parasitos entre
os diferentes tecidos apresentou maior variacdo de acordo com a cepa infectante.
Por exemplo, ao se avaliar animais infectados com a cepa Colombiana, observou-se
uma positividade de 90% para coracao e intestino e de 60% para medula 6ssea. Ja
para a cepa CL Brener, 100% dos animais foram positivos ao se avaliar o intestino e
medula 6ssea e 60% foram positivos para o coracdo. Em relacdo a cepa Y, 100%
dos animais foram positivos ao se avaliar o tecido cardiaco, 70% ao se avaliar o
tecido intestinal e 90%, a medula 6ssea.

Apesar dessas diferencas na porcentagem de animais que apresentaram
gPCR positiva, a analise dos dados em conjunto (fase aguda e cronica) s verificou
significAncia estatistica ao se comparar a medula 6ssea de animais infectados com
as cepas Colombiana (60%) e CL Brener (75%) (p=0,008).
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Figura 9. Deteccdo do DNA nuclear do Trypanosoma cruzi em tecidos de camundongos infectados com
diferentes cepas do parasito. As barras representam a porcentagem de animais em que foi possivel se
amplificar o DNA do parasito. A) Fase aguda; B) Fase crénica. Azul=machos; Vermelho=fémeas. CN: controle
negativo; C = coragdo; | = intestino; M = medula. Considerando a porcentagem total (fase aguda e crbnica) de
animais com carga parasitaria positiva, as letras diferentes (a,b) acima das barras dos mesmos tecidos diferem
significativamente: Medula - Colombiana X Cl Brener p=0,008.

A gPCR também foi utilizada para se estabelecer a carga parasitaria nos
diferentes tecidos dos animais experimentais (Figura 10). A grande discrepancia de
valores obtidos para alguns animais dos diferentes grupos experimentais se traduziu
na auséncia de significAncia estatistica entre as quantidades de parasitos,
independentemente do sexo e da cepa infectante, para cada fase analisada.

Ainda assim, foi possivel se verificar uma importante reducdo no nimero de
parasitos presentes nos animais da fase cronica, com destaque para 0S animais
infectados com a cepa CL Brener, 0s quais apresentam cargas parasitarias muito
baixas nos trés tecidos analisados durante a fase cronica da infec¢do (coragéo:
0,66+1,05 parasitos equivalente/100 ng de DNA; intestino: 0,80+10,02 parasitos
equivalente/100 ng de DNA; medula 6ssea: 1,15+1,08 parasitos equivalente/100 ng
de DNA).
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Figura 10. Quantificacdo da carga parasitaria de camundongos machos e fémeas, infectados com diferentes
cepas de Trypanosoma cruzi, nas fases aguda e crénica da infecgéo. A) grupo agudo, tecido cardiaco; B) grupo
cronico, tecido cardiaco; C) grupo agudo, tecido intestinal; D) grupo cronico, tecido intestinal; E) grupo agudo, tecido
medular; F) grupo crdnico, tecido medular. 1-10: controle negativo; 11-20: camundongos infectados com a cepa
Colombiana; 21-30camundongos infectados com a cepa Cl Brener; 31-40: camundongos infectados com a cepa Y.
Azul=machos; Vermelho=fémeas. Os simbolos preenchidos representam os camundongos positivos.
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No que diz respeito aos resultados referentes a integragdo de kDNA,
verificou-se uma maior porcentagem de animais com integracdo na fase aguda em
relacdo a crbnica ao se avaliar o tecido cardiaco, e essa diferenca mostrou-se
estatisticamente significativa (p = 0,0003) (Figura 11). Assim, observou-se que, na
fase aguda da DC, 80% dos camundongos infectados com a cepa Colombiana
apresentaram integracao no tecido cardiaco, dado semelhante ao que foi encontrado
no grupo infectado com a cepa CL Brener, que apresentou 100% dos animais com
integracdo nesse tecido. Ja o grupo infectado com a cepa Y apresentou apenas 40%
dos animais com integracdo. Ao se avaliar os dados da fase cronica, nota-se uma
diminuicdo da porcentagem de animais KDNA-positivos em todos 0s grupos, com
destaque para o grupo infectado com a cepa CL Brener, onde nao foi possivel se

detectar a integracdo em nenhum animal.
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Figura 11. Integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi em diferentes
tecidos de camundongos infectados. O ponto de corte para cada cepa, indicativo de
gue houve integracéo, foi estabelecido a partir da razdo kDNA/nDNA das médias dos 5
pools de cada uma somada ao valor maximo do desvio padrdo A) Fase aguda; B) Fase
cronica. Azul=machos; Vermelho=fémeas. C = coracéo; | = intestino; M = medula marrom.
Considerando a porcentagem total (fase aguda e crbnica) de animais com carga
parasitaria positiva, as letras diferentes (a,b, ¢) acima das barras dos mesmos tecidos
diferem significativamente: Corac¢&o - Colombiana X Y p=0,0016. Medula - Colombiana X
Cl Brener p=0,0267; Colombiana X Y p=0,0267.
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De interesse, existe uma maior possibilidade de que a integragdo ocorra no
coracao e medula 6ssea de animais infectados com a cepa Colombiana (p=0,007 e
p=0,003, respectivamente), na fase cronica da infeccdo, onde 70% dos animais
foram positivos para o tecido cardiaco e 60% para o medular. Entretanto, ao
analisarmos a porcentagem total de integragbes em cada tecido, independente da
cepa utilizada, verificamos que a média de animais que apresentaram integracéo na

fase cronica é similar entre os diferentes tecidos avaliados (tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem geral de integracdes em cada tecido, independente da cepa

Tecido Fase
Aguda Crbnica
Coracao 73,30% 30%
Intestino 43,30% 36,60%
Medula 40% 36,60%

Ademais, observou-se que a integracdo do kDNA no intestino ocorre
preferencialmente em camundongos machos quando comparados as fémeas
(p=0,04). A esse respeito, chama atencdo o fato de somente ter sido possivel
identificar a integracdo no tecido cardiaco e intestinal de camundongos machos
infectados com a cepa Y. J4 na fase cronica, nota-se uma maior porcentagem de
integracdo no intestino e medula 6ssea de camundongos machos infectados com as
cepas CL Brener e Y. Entretanto, ndo observamos diferenca estatistica na
porcentagem de animais com integracdo de kKDNA no intestino ao se levar em

consideracgao as cepas utilizadas no estudo.

Diferentemente do que se detectou com a avaliacdo qualitativa (negativo e
positivo), a avaliacdo quantitativa dos eventos de integracdo demonstrou que 0 sexo
do animal n&o interfere na quantidade de integracdes verificada, seja na fase aguda
ou na fase cronica (p>0,05). Aléem disso, diferenca significativa foi detectada ao se
comparar a quantidade de integracdo nos diferentes tecidos em relacdo a cepa
infectante, em ambas as fases da infec¢éao (p < 0,001) (Figura 12). Apesar de existir
uma grande variabilidade dos resultados intragrupo, o que pode ser estimado pela
dispersdo dos animais nos graficos, alguns aspectos podem ser destacados: em

todos os grupos se observou uma reducdo significativa da quantidade de
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integracdes no coracdo a medida que os animais passaram da fase aguda para a
cronica da DC (p<0,001), a infeccdo com a cepa Y resulta em uma menor
quantidade de integracbes de KkDNA no coracdo e intestino (ambos
p<0,001),enquanto a infeccdo com a cepa CL Brener resulta em menos integracdes
de kDNA na medula éssea a 30 dpi (p<0,001).
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Figura 12. Quantificacdo de integrac6es de minicirculo de kDNA de Trypanosoma cruzi em diferentes tecidos
de camundongos nas fases aguda e crdnica da DC. A) grupo agudo, tecido cardiaco; B) grupo cronico, tecido
cardiaco; C) grupo agudo, tecido intestinal; D) grupo crénico, tecido intestinal; E) grupo agudo, tecido medular; F) grupo
cronico, tecido medular. 1-10: controle negativo; 11-20: camundongos infectados com a cepa Colombiana; 21-30:
camundongos infectados com a cepa CI Brener; 31-40: camundongos infectados com a cepa Y. Azul=machos;
Vermelho=fémeas. Os simbolos preenchidos representam os camundongos positivos.



58

5.2. Ativacao da resposta Imune

A resposta imune produzida contra o T. cruzi foi avaliada inicialmente pela
dosagem de citocinas (picogramas por mililitro — pg/mL) do perfil Th1/Th2 (Figura
13). Na fase aguda da infecgéo, observa-se um perfil pro-inflamatério das citocinas
detectadas, com producédo aumentada de TNF e IFN-Y, notadamente nos grupos de
camundongos infectados com as cepas Colombiana (TNF 64,5t78,9 pg/mL; IFN
36,9+3.0 pg/mL) e CL Brener (TNF 45,5+50,4 pg/mL; IFN 47,5+13.4 pg/mL). A
medida que a infeccdo cronifica, observa-se uma queda acentuada nas
concentracbes dessas citocinas, ainda que a infeccdo seja persistente. Na fase
cronica, destaca-se uma maior producdo de IL-5 em fémeas infectadas com a cepa
Colombiana (21,1+ 26,4 pg/mL) e de TNF (18,5t 28,40 pg/mL) em machos

infectados com essa mesma cepa.
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Figura 13. Resultados de Citometria de Fluxo para dosagem de citocinas do perfil Th1/Th2 em
camundongos infectados com diferentes cepas de Trypanosoma cruzi, nas fases aguda e crénica da DC.
A concentracao das citocinas foi mensurada no soro dos camundongos infectados ha 30 dias (figura 13A) e ha
100 dias (B). A figura 13C refere-se a figura 13B em escala diferente a fim de melhorar a visualizacdo dos
resultados. Os dados representam a média de cada grupo e a concentracdo absoluta é medida em pg/mL. FCN,
fémeas controle negativo; MCN, machos controle negativo; FY, fémeas infectadas com a cepa Y; MY, machos
infectados com a cepa Y; FB, fémeas infectadas com a cepa CL Brener; MB, machos infectados com a CL
Brener; FC, fémeas infectadas com a cepa Colombiana; MC, machos infectados com a cepa Colombiana.
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Em seguida, a resposta imune adaptativa foi mensurada pela deteccéo de
anticorpos especificos anti-T.cruzi e contra autoantigenos cardiacos e intestinais em
teste de ELISA (Figura 14). A producdo de anticorpos da classe IgM contra o
parasito ndo apresentou diferenca significativa ao se avaliar o sexo do animal,
independentemente da cepa infectante. Em camundongos infectados com a cepa
Colombiana, detectou-se a presenca de IgM anti-T. cruzi em apenas 60% dos
animais, porcentagem que foi significativamente diferente (p=0,04) a dos animais
infectados com as outras cepas (90% para CL Brener e 100% para Y). Ainda na fase
aguda, também foi possivel se verificar que 50% dos camundongos infectados com
a cepa Y apresentaram anticorpos contra antigenos cardiacos, enquanto que tal
reconhecimento autoimune nao foi verificado em nenhum outro grupo (p=0,003). De
interesse, nenhum animal apresentou autoanticorpos contra antigenos intestinais a
30 dpi.

Ja na fase crbnica da infeccdo (100 dpi), todos os animais passaram a
produzir anticorpos da classe IgG contra o T. cruzi e contra as proteinas intestinais.
Ademais, nota-se que todos os animais infectados com a cepa Colombiana (100%)
produziram IgG anti-proteinas cardiacas, enquanto que apenas um animal (10%)
infectado com a cepa CL Brener e nenhum animal infectado com a cepa Y (0%) foi

reagente, diferenca que se mostrou estatisticamente significativa (p<0,001).
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Figura 14. Resultado de ELISA para deteccdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi e autoanticorpos em
camundongos infectados por diferentes cepas do parasito. A) Fase aguda; B) Fase cronica. Azul=machos;
Vermelho=fémeas. TC = Trypanosoma cruzi; C = cora¢ao; | = intestino. As letras diferentes (a, b) acima das barras
dos mesmos tecidos diferem significativamente: IgM-TC - Colombiana X Y p=0,0253. IgM-Corac¢é&o - Colombiana X
Y p=0,0098; Cl Brener X Y p= 0,0098. IlgG-Coracdo - Colombiana X Cl| Brener p<0,0001; Colombiana X Y
p<0,0001.

Ao se avaliar de maneira quantitativa a producdo de anticorpos (Figura 15),
verificou-se que, durante a fase aguda da DC, animais infectados com a cepa Y
produziram maiores quantidades de IgM especifico anti-T.cruzi e anti-proteinas
cardiacas do que os animais infectados com as demais cepas. De interesse, a
elevacdo das médias das taxas de anticorpos produzidos pelos camundongos
infectados pela cepa Y se deu em decorréncia das altas taxas detectadas nos
machos para ambos os antigenos (IgM anti-T. cruzi: machos 0,89+0,19 U/uL,
fémeas 0,53+0,18 U/uL, p=0,01; IgM anti-proteinas cardiacas: machos 0,37+0,07
U/uL, fémeas 0,22+0,05 U/uL, p=0,007).
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Na fase cronica da infecgdo, os machos infectados com a cepa Y
permaneceram produzindo maiores taxas de imunoglobulinas IgG anti-T.cruzi do
que as fémeas (machos 0,93+0,04 U/uL; fémeas: 0,57+0,31 U/pL, p=0,03),
resultado oposto ao que se observou para as cepas Colombiana (machos 1,1+1,4
U/uL; fémeas: 2,1+1,6 U/uL, p=0,3) e CL Brener (machos 0,8+0,2 U/uL; fémeas:
1,3+0,3 U/uL, p=0,01).

Novamente, destaca-se o fato de que a producdo de IgG contra o tecido
cardiaco ocorreu quase que exclusivamente nos animais infectados com a cepa
Colombiana, sem se verificar diferenca estatistica de acordo com o sexo (macho:
0,42+0,23 U/uL; fémeas: 0,66+0,26 U/uL, p>0,05).

No que se refere a producdo de anticorpos contra proteinas intestinais
préprias, nota-se que essas proteinas passam a ser reconhecidas com a progressao
do processo infeccioso, isto €, enquanto nenhum animal apresentou producdo de
IgM autorreativo contra proteinas intestinais, todos os animais tornaram-se positivos
ao se avaliar a producdo de IgG autorreativo na fase crénica da doenca, com
concentracdo dos anticorpos produzidos pelos animais dos diferentes grupos
bastante similar (Colombiana, 0.22 + 0,12 U/pL; CL Brener, 0.22 + 0.05 U/uL; Y, 0.23
+ 0.05 U/uL; p>0,05) e independente do sexo.
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Figura 15. Perfil de taxas de anticorpos produzidos contra antigenos do Trypanosoma cruzi, coragao e intestino. O
soro de camundongos infectados com T. cruzi das linhagens Colombiana (animais 11 a 20), CL Brener (animais 21 a 30) e Y
(animais 31 a 40) foram submetidos ao teste ELISA para determinagcdo das taxas de anticorpos produzidos na fase aguda
(IgM) e crénica (IgG) da infecgdo contra antigenos especificos do T. cruzi e proteinas do coragdo ou intestino. As linhas
pontilhadas representam o ponto de corte de cada experimento. Camundongos 1 a 10: controle negativo, ndo infectado. Azul,
machos; vermelho, fémeas. Os simbolos preenchidos representam os camundongos positivos.
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5.3. Andlise histoldgica

A presenca de ninhos de amastigotas e o infiltrado inflamatoério foram avaliados
em tecido cardiaco e intestinal dos animais dos diferentes grupos experimentais
(Figura 16). A observacdo do parasito so foi possivel no tecido cardiaco de animais
infectados com a cepa Colombiana, sendo oito animais (80%) em fase aguda (4
machos e 4 fémeas) e quatro animais (40%) em fase crénica (1 macho e 3 fémeas).
N&o se visualizou ninhos de amastigotas no intestino de nenhum animal.

Em relacdo ao processo inflamatorio (Figura 16C, E, F), verificou-se que ele foi
mais intenso no coracdo do que no intestino em relacdo a fase aguda. No tecido
cardiaco de animais infectados com a cepa Y do T. cruzi, observou-se um grau leve
(entre 0,5 e 1,0; correspondendo a 10-25 células/campo) de processo inflamatoério a
30 dpi, o qual se dissipou a 100 dpi (p<0,001), passando a ser equivalente ao que se
observou no controle negativo. O mesmo ocorreu ao se analisar o tecido intestinal
destes camundongos (p=0,02).

O infiltrado inflamatério no coracéo de animais infectados pela cepa Colombiana
foi classificado como moderado (entre 1,1 e 2,0; correspondendo a 25-50
células/campo) nas fases aguda e cronica da infeccao, tendo havido uma diminuicéo
significativa da inflamacdo a 100 dpi (p=0,02). J&4 para o intestino, o grau de
inflamacé&o foi classificado como baixo, tanto na fase inicial quanto tardia da infec¢éo
(p>0,05). Animais infectados com a cepa CL Brener apresentaram a menor alteracao
de severidade ao se progredir da fase aguda para fase crbénica (p>0,05), sendo

classificados como grau leve no tecido cardiaco e intestinal.
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Figura 16. Progressdo do processo inflamatério em camundongos infectados com diferentes cepas do
Trypanosoma cruzi. Micrografias de tecido cardiaco mostrando A) integridade do tecido em animal controle negativo; B)
ninhos de amastigota (setas) em camundongo macho, fase aguda, infectado com a cepa Colombiana; C) infiltrado
inflamatdrio e lise de fibras em camundongo fémea infectado com cepa Colombiana, grupo cronico; D) ninho de amastigota
(seta) em camundongo fémea infectado com cepa Colombiana, grupo cronico. A, C e D) Magnificagdo 40X. B) Magnificagédo
100X. Barras: 10 pm. Classificacéo do infiltrado linfocitario em (E) tecido cardiaco e (F) intestinal durante as fases aguda e
cronica da infeccdo. Grau de inflamagdo: 0-0,2 normal, 0,3-1,0 leve, 1,1-2,0 moderada, 2,1-3,0 severa. FCN, fémeas
controle negativo; MCN, machos controle negativo; FY, fémeas infectadas com a cepa Y; MY, machos infectados com a
cepa Y; FB, fémeas infectadas com a cepa CL Brener; MB, machos infectados com a CL Brener; FC, fémeas infectadas
com a cepa Colombiana; MC, machos infectados com a cepa Colombiana.

5.4. Andlise de correlacao

A interacdo dos diversos parametros quantitativos avaliados neste estudo, ao longo
do processo de cronificagdo da infecgdo por T.cruzi, foi avaliada por uma analise de
correlacdo. Na tabela 4, podemos observar uma importante correlagdo entre a carga
parasitaria e a ativacdo das respostas imunes adaptativa celular e humoral: uma maior
carga parasitaria no coragdo esta associada a uma maior producdo de IgG anti-proteinas
do coracdo (p<0,05) e do intestino (p<0,01), mas ndo contra as proteinas do parasito.
Além disso, também se verificou que uma maior quantidade de parasitos no tecido
cardiaco leva a uma maior producao de IL-5, IFN-y e TNF (p<0,05). Ja a carga parasitaria
do intestino mostrou-se associada ao aumento de imunoglobulinas do tipo G anti-T. cruzi
(p<0,01) e anti-proteinas cardiacas (p<0,001), mas ndo contra as proteinas intestinais. No
gue se refere a producao de citocinas, o numero de parasitos no intestino influenciou na
producdo de IL-4 (p<0,01) e IFN-y (p<0,05). Destaca-se, ainda, que o parasitismo do
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coracdo e da medula estava correlacionado com o processo inflamatoério observado no

coracao (p<0,05) e no intestino (p<0,001).

Ao se avaliar de maneira quantitativa a integracdo de minicirculos de kDNA, notou-
se uma associacdo entre a taxa de integragdo no coracdo e na medula (p<0,01) e que
ambas interagem com a resposta imune humoral dos individuos, associando-se a um
aumento de IgG anti-T. cruzi e anti-proteinas do coracéo (integracao no coracao, p<0,001;
integracdo na medula, p<0,01). Em relacdo a resposta imune adaptativa celular, a Unica
correlacdo observada foi entre a integracdo de KDNA no coracdo e a producéo de IFN-y
(p<0,05).

Explorando os resultados da resposta imune como um todo, também pudemos
verificar uma ampla interacdo entre os anticorpos produzidos contra os diferentes
antigenos e entre as diversas citocinas avaliadas. Assim, a producdo de imunoglobulinas
das classes M e G contra cada um dos antigenos (T. cruzi, coracdo e intestino) esta
relacionada a ativacao da resposta imune adaptativa contra os demais (p<0,001: IgM_TC
X IgM_C; IgM_TC X IgM_I; IgM_C X IgM_I; IgG_TC X IgG_C; IgG_TC X IgG_I. p<0,01:
IgG_C X IgG_Il). A producédo de anticorpos contra o parasito, seja na fase aguda ou
cronica, apresentou correlacdo com a citocina IFN-y, a qual também estava associada a
producdo de IgG anti-proteinas intestinais (p<0,01). Ademais, IL-5 mostrou uma relagéo
significativa com a producdo de IgG anti-T. cruzi e anti-proteinas cardiacas (p<0,001).
Entre as citocinas, pudemos notar as seguintes correlacdes: IL-2 X IL-4 (p<0,001), IL-5 X
IFN-y (p<0,05), IFN-y X TNF (p<0,001).

Finalmente, o processo inflamatério observado no coracéo e intestino dos animais
avaliados mostra-se principalmente relacionado com a carga parasitaria encontrada no
coracdo e na medula, como mencionado anteriormente, bem como com as taxas de
anticorpos especificos. Assim, um maior grau de infiltrado linfocitario no coragéo associa-
se, inicialmente, a producdo de IgM anti-T. cruzi e anti-proteinas intestinais (p<0,05) e,
posteriormente, a anticorpos IgG anti-T. cruzi (p<0,01) e anti-proteinas intestinais e
cardiacas (p<0,001) e producdo de IFN-y (p<0,001). J& o processo inflamatorio do
intestino associa-se diretamente ao processo inflamatoério do coragéo (p<0,001) e esta

relacionado a producéo de IgG anti-proteinas do coracao.



Tabela 4. Correlagdes entre carga parasitaria, integragcdo de kDNA, producéo de anticorpos e citocinas , parasitismo e processo inflamatorio.

CP.C CPIl CPM ILC I M IgM_TC IgM_C IgM_| IgG_TC IgG_C IgG_l IL_2 IL_4 IL5 IFN.y TNF PC Inf_C

CP_I -0,02ns

CP_M 0,05ns  -0,01ns

I_C -0,03ns  -0,02ns  0,02ns

Il -0,05ns  -0,02ns -0,06ns -0,02ns

I_M -0,04ns -0,02ns -0,05ns  0,31**  -0,02ns

IgM_TC 0,26ns 0,07ns 0,12ns 0,05ns 0,16ns  0,05ns

IgM_C 0,11ns 0,09ns 0,15ns -0,07ns 0,16ns 0,0lns  0,86***

IgM_LI 0,02ns -0,08ns 0,21ns -0,06ns 0,04ns -0,12ns 0,53**  Q,61***

IgG_TC 0,17ns 0,41** 0,08ns  0,50***  0,03ns 0,41**  -0,04ns -0,16ns 0,19ns

I9G_C 0,28*  057*** 0,09ns 0,51*** -0,06ns 0,37** 0,34ns 0,28ns 0,18ns  0,82***

19G_| 0,40** -0,02ns 0,0lns 0,13ns -0,05ns 0,09ns 0,34ns -0,18ns 0,04ns  0,57*** 0,37**

IL_2 -0,04ns -0,02ns -0,05ns -0,0lns -0,02ns -0,02ns 0,00ns 0,00ns 0,00ns 0,0lns -0,07ns -0,08ns

IL_4 -0,05ns  0,34** 0,00ns -0,02ns -0,03ns -0,03ns -0,03ns -0,0lns -0,07ns -0,0lns -0,08ns -0,09ns  0,90***

IL_5 0,22* 0,10ns -0,07ns 0,06ns -0,10ns 0,02ns 0,08ns -0,17ns 0,05ns 0,47*** 0,66*** 0,04ns -0,02ns -0,02ns

IFN_y 0,27* 0,25*% 0,06ns 0,22* -0,06ns  0,10ns 0,39** 0,13ns  0,0lns  0,47**  0,46%** 0,40*  -0,08ns -0,01ns 0,23*

TNF 0,23* 0,03ns 0,03ns 0,09ns -0,06ns 0,04ns 0,27ns 0,09ns -0,12ns 0,12ns 0,20ns 0,13ns -0,04ns -0,05ns 0,15ns  0,75***

P_C 0,45***  -0,02ns 0,28* -0,05ns -0,06ns -0,06ns -0,10ns -0,13ns 0,07ns 0,45** 0,61*** 0,17ns -0,05ns 0,04ns 0,23* 0,13ns 0,13ns
Inf_C 0,25* 0,17ns  0,40** -0,06ns -0,13ns -0,04ns  0,36* 0,26ns 0,3lns  0,40** 0,59*** 0,46** -0,08ns 0,04ns 0,19ns 0,41*** 0,21ns  0,46***

Inf_I 0,18ns -0,04ns 0,46*** -0,09ns -0,10ns -0,0lns 0,17ns 0,22ns  0,19ns 0,25ns  0,44*** 0,25ns -0,08ns -0,03ns -0,10ns -0,0lns -0,08ns 0,46***  (,55***

*p<0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, ns — ndo significativo. CP_C: carga parasitaria no tecido cardiaco; CP_l: carga parasitaria no tecido intestinal; CP_M: carga
parasitaria no tecido medular; I_C: integracdo de kDNA no tecido cardiaco; |_I: integracdo de kDNA no tecido intestinal; I_M: integracdo de kDNA no tecido
medular; IgM_TC: imunoglobulina M anti- T.cruzi; IgM_C: imunoglobulina M anti-cora¢éo; IgM_I: imunoglobulina M anti-intestino; IgG_TC: imunoglobulina G anti-
T.cruzi; 1gG_C: imunoglobulina G anti-coragdo; IgG_l: imunoglobulina G anti-intestino; IL_2: interleucina 2; IL_4: interleucina 4; IL-5: interleucina 5; IFN-y:

intereron- gama; TNF: fator de necrose tumoral; P_C: parasitismo no tecido cardiaco; Inf_C: inflamag&o no tecido cardiaco; Inf_I: inflamag&o no tecido intestinal.
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6. DISCUSSAO

Vérias teorias foram criadas para explicar as lesdes produzidas nos tecidos
do hospedeiro em decorréncia da infeccdo por T. cruzi, sendo as principais a
persisténcia do parasito e a autoimunidade. As dificuldades em se determinar o que
€ causa e 0 que € consequéncia durante o desenvolvimento das manifestacdes
clinicas se devem, em parte, as grandes lacunas de conhecimento que ainda
existem neste campo. Por exemplo, o fato de apenas uma porcentagem dos
individuos infectados apresentarem as manifestacdes clinicas, o porqué do tempo
de infeccéo ser relevante e a escassez de ninhos de amastigota em proximidade
fisica a fibras musculares destruidas podem ser considerados enormes lacunas a
serem preenchidas (Santos-Buch e Teixeira, 1974; Root-Bernstein e Fairweather,
2015).

Nos ultimos 20 anos, uma gama de artigos de revisdo discutiu as evidéncias
gue corroboram ou refutam as teorias propostas para explicar a patogénese da DC
(Kierszenbaum, 1999; Engman e Leon, 2002; Cunha-Neto et al., 2006; Girones et
al., 2007; Marin-Neto et al., 2007; Bonney e Engman, 2015; De Bona et al., 2018;
Bonney et al., 2019). Porém, na maioria dos casos, esses estudos tratam o0s
diversos elementos que podem contribuir para o surgimento das manifestacbes
clinicas da DC de maneira isolada. Esse tipo de abordagem ndo se mostrou efetiva
no estabelecimento do mecanismo desencadeador das manifestacdes clinicas da
DC, reforcando a necessidade de se fazer uma analise multiparamétrica para se
abordar de maneira mais adequada a patogénese da DC.

De interesse, modelos experimentais de doencas autoimunes revelam que o0s
danos ao “préprio” normalmente necessitam de pelo menos dois estimulos
coincidentes no tempo zero (Root-Bernstein e Fairweather, 2015). Portanto, é
plausivel que os varios fatores envolvidos no processo de cronificagdo da DC
descritos neste estudo ocorram em paralelo, representando elementos primarios e

secundéarios de indugdo da doenga.
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6.1. Persisténcia do parasito

Em nosso trabalho, nés documentamos, por microscopia, a presenca de
ninhos de amastigota apenas no tecido cardiaco de camundongos infectados com a
cepa Colombiana, sendo que a maioria estava na fase aguda na infecgao.
Igualmente, as maiores cargas parasitarias estabelecidas pela gqPCR se
encontravam no tecido cardiaco desses mesmos animais. De fato, a cepa
Colombiana apresenta um histotropismo mais intenso por miocardio e musculos
esqueléticos, com lesdes mais intensas encontradas a partir do final da fase aguda
(Camandaroba et al., 2006). Interessantemente, a maior quantidade de parasitos no
coracao se correlacionou com um maior processo inflamatorio nesse 6rgdo. A esse
respeito, aumento de infiltrado inflamatério acompanhado da alteracdo da funcéo
dos cardiomdcitos em camundongos infectados com a cepa Colombiana tem sido
relatado na literatura (Andrade, 1990; Cruz et al., 2016).

Exceto para a cepa CL Brener, a carga parasitaria do intestino dos diferentes
grupos experimentais mostrou-se semelhante a encontrada no coragdo. Assim, a
nao visualizacdo de ninhos de amastigota nos cortes histolégicos de intestino pode
estar relacionada ao fato de ndo termos utilizado técnicas imuno-histoquimicas
(Vazquez et al., 2015; Azevedo et al., 2018). Em relacdo a medula 6ssea, ndo se
observou diferenca significativa na carga parasitaria detectada na fase aguda nos
diferentes grupos experimentais. Isso difere do que Melo e Brener (1978) relataram,
visto que observaram um alto parasitismo da medula 6ssea pela cepa Y, enquanto

que, com a cepa CL Brener, poucos parasitos estavam presentes nesse tecido.

Nossas analises demonstraram ndo haver significancia estatistica na carga
parasitaria ao se comparar camundongos machos e fémeas, independente da cepa
infectante, em cada uma das fases da DC. Em um estudo que avaliava a correlagéo
da parasitemia aguda por cepa Y com a longevidade de camundongos, verificou-se
que os machos eram mais suscetiveis a morte, embora a parasitemia fosse
semelhante em machos e fémeas (Sanches et al., 2014). Desta forma, as diferencas
anatdbmicas e hormonais entre 0s sexos parecem nao influenciar no estabelecimento
da infeccdo, ainda que possam alterar seu desfecho (Barretto et al.,, 1993).
Igualmente, estudo incluindo 499 pacientes soropositivos para DC, sendo 261 (52%)

homens e 238 (48%) mulheres, e 488 soronegativos, sendo 241 (49%) homens e
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247 (51%) mulheres, verificou-se que, a cardiomiopatia chagasica teve associacao

significativa com o sexo masculino (Sabino et al., 2013).

Ao se avaliar a presenca do parasito pela quantificacdo do nDNA do T. cruzi
durante a fase crbnica da infeccdo, verificou-se uma importante reducédo da carga
parasitaria das trés cepas utilizadas, principalmente na medula éssea e no intestino.
Ainda assim, concentragcbes elevadas de parasitos foram identificadas em alguns
camundongos infectados com as cepas Colombiana e Y. A presenca de individuos
com cargas parasitarias discrepantes na fase cronica da infeccdo também foi
verificada por Rodrigues-dos-Santos et al.(2018), que observaram quantidades de
parasitos variando de 0,12 a 153,66 par. Eg./mL. Assim como em nosso estudo, 0s
autores observaram uma maior carga parasitaria em pacientes infectados por Tcll

em comparacao a pacientes infectados por TcVI.

A andlise de correlacdo revelou que cargas parasitarias mais elevadas no
coracao e no intestino estdo associadas com a producdo de autoanticorpos contra
proteinas cardiacas, representando uma ligacdo direta entre a persisténcia do
parasito e a autoimunidade, possivelmente por mimetismo molecular. Ja o
parasitismo na medula 6ssea esta vinculada ao processo inflamatério de coracao e
intestino, na auséncia de correlagdo com autoanticorpos, indicando que possiveis
alteracdes das células mielbides, decorrentes da presenca do parasito, podem estar
alterando a regulacdo da resposta imune (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Muller et
al., 2018).

6.2. Integracdo do kDNA

Nossos resultados demonstraram que uma maior porcentagem de animais
apresenta a integracdo na fase aguda da infeccdo em comparacéo a fase cronica,
notadamente no tecido cardiaco. Entretanto, a integracdo do KDNA ndo mostrou
associacdo com a carga parasitaria, sugerindo que esse evento seja independente
da replicacdo do parasito. Desta forma, é possivel que a transferéncia de fragmentos
do DNA do T. cruzi para o genoma da célula-alvo possa ser um mecanismo de
adaptacdo e protecdo ao processo de invasdo e sobrevivéncia nas células
hospedeiras. Na natureza, existem diversos exemplos de transferéncia lateral de

DNA que beneficiam o invasor, como a necessidade de virus de RNA inserirem
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parte de seu material genético no genoma da célula hospedeira (Weiss, 2017) e a
extensa transferéncia do DNA da Wolbachia para o genoma de seu hospedeiro
nematdide Brugia malayi, onde alguns desses DNAs s&o biologicamente relevantes
para a bactéria (loannidis et al., 2013).

Curiosamente, ao se considerar de maneira independente cada tecido,
notamos que a porcentagem total de animais que apresentou a integragao a 100 dpi
decresceu para uma taxa similar a porcentagem de individuos infectados por T. cruzi
gue desenvolvem as manifestacdes clinicas da DC cronica (30 a 40%) (Teixeira, et
al., 2011). Esse dado pode ser um indicio de que a integracdo em um ou mais dos
tecidos analisados seja um fator que favoreca o surgimento das manifestacdes

clinicas.

A andlise quantitativa das integraces do kDNA mostrou que o numero de
integracdes no tecido cardiaco esta relacionado ao numero de integracfes na
medula 6ssea, e que ambas se correlacionam com a producgédo de 1gG anti-T. cruzi e
anti-proteinas cardiacas. Interessantemente, alguns autores sugerem que a
incapacidade do sistema imune de eliminar T. cruzi, permitindo que a infec¢do se
torne crbnica, esteja associada a uma reducdo de células B imaturas na medula
0ssea, em consequéncia da presenca do parasito, 0 que poderia comprometer toda
a resposta imune humoral, limitando a geracdo de células B maduras na periferia
(Acosta-Rodriguez et al., 2007; Miller et al., 2018). Assim, a integracdo do kDNA na
medula 6ssea € mais um fator que pode estar contribuindo na desregulacdo do
processo de maturacao das células B. A esse respeito, o transplante de medula em
aves que apresentavam o KDNA integrado em seus genomas inibiu a rejeicdo do

coracgdao por células auto reativas (Guimaro et al., 2014).

Em relacdo a integracdo de KDNA no intestino, verificamos que ela ndo se
associou a nenhum fator. Uma vez que esse 6rgdo é visto como um reservatorio do
T. cruzi (Lewis et al., 2014; Silberstein et al., 2018), é provavel que, ao se instalar
nas células intestinais, o parasito entre em um estado de laténcia induzido pelo
estresse vinculado a resposta imune (Dumoulin e Burleigh, 2018), o que evitaria que
novos eventos de integracdo ocorressem. A medida que o parasito circula para
outros tecidos e invade novas células, isso propiciaria a ocorréncia de novos eventos

by

de integracdo, 0s quais se associam a ativacdo do sistema imune adaptativo
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(producéo de anticorpos anti-T. cruzi e anti-proteinas do coracdo). Esse cenario
respaldaria o fato de a cepa Colombiana, que tem maior tropismo pelo coragao
(Camandaroba et al., 2006), ter sido a que apresentou maiores taxas de integragao

no coracgao a 100 dpi.

E importante ressaltar que o numero de integracbes de kDNA ndo se
correlacionou com o processo inflamatorio presente no cora¢do ou no intestino. I1sso
pode sugerir que, ndo a quantidade de integragdes, mas sim o local onde o kDNA se
insere que seria importante na patogénese da DC. Ou ainda, pode sugerir que as
integracbes do kDNA ndo sejam o fator determinante para o surgimento das
manifestacdes clinicas. Entretanto, isso difere dos resultados obtidos ao se estudar
a integracdo de kDNA em aves que, mesmo na auséncia do parasito,
desenvolveram cardiomiopatia (Diniz, 2011; Teixeira et al., 2011). Estudos induzindo
a integracdo do KDNA em modelo murino por técnicas moleculares modernas, como

o CRISP/Cas-9 (Jiang e Doudna, 2017), poderao ajudar a elucidar essa questao.

6.3. Ativacao da resposta imune

Nas fases iniciais da infeccdo, a alta parasitemia resultou na ativacdo da
resposta Thl, com altas taxas de producdo de TNF e IFN-y, fato que ja era
esperado, visto que o organismo do hospedeiro constr6i uma intensa resposta
inflamatoria visando a eliminacdo do parasito (Acevedo, Girard e Gomez, 2018;
Basso, 2013). Entretanto, diferente do que ja foi descrito na literatura (Abrahamsohn
et al., 2000; Sathler-Avelar et al., 2009), nossos experimentos ndo detectaram
aumento na producao de IL-4 na maioria dos animais, uma citocina reguladora que
deveria reduzir os efeitos prejudiciais associados ao excesso de estimulacdo do
sistema imunoldgico. Esse fato pode estar relacionado a concentracdo do inéculo
utilizado para infectar os animais (Borges et al., 2013). Ainda sobre essa citocina, a
analise de correlacdo mostrou que uma maior carga parasitaria no intestino se
associa a producédo de IL-4, o que pode justificar o fato da presenca do parasito no
intestino ndo estar correlacionado a um processo inflamatério mais intenso nem no
intestino e nem no coracao. Esse mesmo aspecto também ajudaria a compreender a
importancia do intestino atuar como 6rgao reservatério do T. cruzi (Lewis et al.,
2014; Silberstein et al., 2018).
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A reducdo acentuada na dosagem de citocinas pro-inflamatorias durante a
fase cronica da infeccdo demonstra que a produgcédo exacerbada de citocinas néo
seria o fator principal na patogénese da DC, como sugerido pela teoria de
autoimunidade por ativacdo bystander (Girones et al.,, 2005). De interesse, em
infeccdes em que a eliminagdo completa do patégeno ndo ocorre, a persisténcia do
antigeno estimula o surgimento de células T "exaustas", com capacidade reduzida
de produzir citocinas (Pack et al., 2018).

Entretanto, € importante ressaltar que, ao observarmos a patogénese da DC
como um todo, verificamos que a producédo de IFN-y esta associada a producao de
autoanticorpos contra o coracdo e ao processo inflamatério do tecido cardiaco.
Assim, pode-se dizer que essa citocina tem um importante papel para o organismo
“na saude e na doenga”. Por exemplo, camundongos incapazes de produzir IFN-y e
seu receptor (IFNGR) mostram dificuldade de resistir naturalmente as infeccoes
(Huang et al.,, 1993). Ao mesmo tempo, o IFN-y pode ser promotor de outras
doencas, como as autoimunes. Reifenberg et al. (2007) mostraram que
camundongos transgénicos que constitutivamente expressam IFN-y em seus figados
desenvolvem miocardite cronica ativa. Ferreira et al. (2014) descreveram o duplo-
papel do IFN-y durante a DC crbnica, o qual favorece a atuacdo do infiltrado

inflamatério, ocorrendo diretamente sobre os cardiomiécitos.

Ainda na fase cronica da infec¢do, destaca-se uma maior producéo de IL-5
por camundongos fémeas infectados com a cepa Colombiana, grupo experimental
gue apresentou quadros severos de inflamacdo. Assim, vale ressaltar que essa
interleucina estava correlacionada a resposta autoimune de producao de IgG contra
0 coragdo. Interessantemente, analises de criosseccbes de coragbes chagasicos
cronicos detectou a producéo de IL-5 proxima a regides do infarto, notadamente na
vizinhanca de infartos graves apos calcificacao e fibrose (Sunnemark et al., 1996).
Entretanto, esse resultado contrasta com diversos estudos realizados, os quais
demonstram que a IL-5 n&o tem influéncia sobre a evolugdo da DC (Kierszenbaum
et al., 1996; Basso, 2013). E possivel que as diferencas nos resultados se devam a
cepa e ao modelo experimental utilizado em cada estudo (Poveda et al., 2014; Leo6n
et al., 2017).
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Outro aspecto que chamou atencéo dentre as citocinas produzidas a 100 dpi
foi a maior produgéo de TNF por camundongos machos infectados com Colombiana,
0S quais também apresentavam infiltrados inflamatérios mais intensos.
Curiosamente, Ferreira et al. (2003) demonstraram que o0s niveis de TNF-a séo
significativamente mais elevados em pacientes com DC com manifestacdes
cardiacas graves, sugerindo que esta citocina pode ser prejudicial para o coragao.
Igualmente, Mariano et al. (2008) mostraram que animais que exibem uma producgao
aumentada de TNF-a apresentam maior parasitismo no coracdo e menores taxas de
sobrevivéncia. Entretanto, em nosso estudo, essa citocina apenas apresentou
correlagcdo com a carga parasitaria presente no coragdo, sem se associar a
producdo de autoanticorpos ou ao processo inflamatorio. Isso indica que a
persisténcia parasitaria pode ser favorecida pela producdo dessa citocina, a

depender da cepa infectante e do sexo do animal.

A andlise da ativacdo da resposta imune humoral dos animais dos diferentes
grupos experimentais mostrou que, independentemente do sexo do animal, as
imunoglobulinas s&o inicialmente produzidas contra as proteinas do parasito e, a
medida que a infeccdo cronifica, ocorre o autorreconhecimento das proteinas
intestinais e cardiacas, existindo, neste ultimo caso, diferencas na producdo dos
autoanticorpos a depender da cepa infectante. Assim, a producdo de IgM contra o
parasito, na auséncia de anticorpos contra o0 cora¢gdo na maioria dos camundongos
na fase aguda da infeccdo, demonstra que a resposta humoral se correlaciona
inicialmente com o combate a parasitemia, mas ndo com a inducdo de doenca
autoimune. Nos animais em que se verificou a presenca de autoanticorpos cardiacos
na fase aguda, é possivel que a autoimunidade esteja desempenhando um papel na
cicatrizacdo do tecido, em vez de produzir mais danos (Root-Bernstein e
Fairweather, 2015), visto que nao foi verificada correlacdo entre IgM anti-proteina

cardiaca e inflamacao tecidual.

De acordo com nossos resultados, a patogénese da cardiomegalia baseada
na teoria de mimetismo molecular por reacao cruzada (Bonney e Engman, 2015; De
Bona et al.,, 2018) s6 se mostrou respaldada em animais infectados com a cepa
Colombiana, mas ndo com as cepas CL Brener e Y. Isso pode indicar que o
mimetismo antigénico e a reatividade cruzada entre antigenos do parasito e do

hospedeiro ndo s&o necessariamente deletérios e podem, até mesmo, serem
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importantes para equilibrar a relacdo parasito-hospedeiro (Cardillo et al., 2015). A
esse respeito, Tekiel et al., (1997) descreveram que a cepa infectante ndo interferiu
na capacidade do soro do camundongo de reconhecer antigenos do coracdo. Além
disso, os autores realizaram a adsor¢cdo dos soros com antigenos parasitarios, o que
ndo aboliu a autorreatividade, sugerindo que a autoimunidade ndo € dependente do

parasito e ndo surge de mimetismo molecular.

De grande relevancia, todos o0s animais passaram a apresentar
autoanticorpos contra proteinas intestinais na fase crénica da infeccdo, a niveis que
podem ser considerados baixos por estarem muito préximos ao ponto de corte
estabelecido. Por se tratar do extrato total de proteinas do intestino, nao foi possivel
estabelecermos qual o antigeno causador da reagdo cruzada, porém ja existem
relatos do envolvimento da proteina FI-160 do T. cruzi no autorreconhecimento de
uma proteina de 48 kDA do plexo mioentérico (Voorhis e Eisen, 1989). Entretanto,
essa mesma proteina também é expressa no nervo ciatico e no cérebro, locais que

nao costumam ser acometidos durante a DC.

Desta forma, é provavel que nossos resultados estejam evidenciando um
processo basal de autoimunidade, o qual faz parte do curso natural de regeneragao
e cura de um organismo: ao serem danificadas, as células tém seus detritos
removidos por componentes do sistema imunoldgico inato, que interagem com 0s
autoanticorpos para que eles contribuam na limpeza das células deterioradas
(Nahrendorf et al., 2007). Portanto, células T e B autorreativas podem mediar a
homeostase e a cicatrizacdo, e ndo sdo necessariamente prejudiciais (Root-
Bernstein e Fairweather, 2015). A transformacéo de uma autoimunidade benigna em
uma doenca autoimune esta relacionada ao equilibrio do perfil Th1/Th2 de citocinas
(Rose, 1998) e, de acordo com nossos resultados, IFN-y e IL-5 seriam citocinas
envolvidas com a progressao para o0 autorreconhecimento danoso, conforme

discutido anteriormente.



75

6.4. Teoria integradora da patogénese da doenca de Chagas — uma nova
proposta

Nossos resultados nos permitiram desenvolver uma visdo mais dinamica da
evolucdo da DC, onde varios elementos interagem ao longo do tempo. Isso realca a
necessidade de estudarmos a patogénese da DC com uma abordagem multifatorial.
Assim, baseados em nossos resultados e em dados ja disponiveis na literatura,
propomos uma nova teoria integradora para a patogénese da DC (Figura 17), a qual

poderéd variar em virtude da cepa infectante.
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Figura 17. Teoria integradora da patogénese da doenca de Chagas.

Apébs a invasdo inicial, segue-se um momento de intensa multiplicagéo do T.
cruzi, com disseminacdo por todo o organismo. A presenca do parasito é

reconhecida pelo sistema imune do hospedeiro, com ativagcdo das respostas imune
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inata e adaptativa. Citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-y e TNF, sdo produzidas
visando a eliminacdo do organismo invasor. Igualmente, imunoglobulinas da classe
IgM, especificas contra antigenos de T. cruzi, tentam combater o avangco da
infeccdo. O aumento desses anticorpos se correlaciona com a producéo de IgM anti-
proteinas cardiacas, sinalizando um esforgo sinérgico para a recuperagdo do
organismo, onde os autoanticorpos estariam envolvidos na cicatrizacdo do tecido
(Root-Bernstein e Fairweather, 2015), corroborando a auséncia de correlacao entre

IgM anti-proteina cardiaca e IgM anti-proteina intestinal com inflamacéo tecidual.

Paralelamente, & medida que as células estdo sendo invadidas pelo T.cruzi,
ocorre a transferéncia lateral de minicirculos de kDNA para o genoma hospedeiro,
evento que pode representar um mecanismo adaptativo do parasito. A presenca do
parasito na medula 6ssea pode resultar em alteracdo das células B imaturas da
medula e reducdo das células B maduras na periferia (Acosta-Rodriguez et al., 2007,
Muller et al., 2018), o que favorece a persisténcia do protozoario no organismo.

Mesmo com uma menor ativacao das células B, o estresse representado pela
ativacdo da resposta imune levaria o T. cruzi a se resguardar no interior das células,
entrando em um estado de dorméncia (Dumoulin e Burleigh, 2018). Como
demonstrado pelos recentes sistemas de imagens de bioluminescéncia em tempo
real, o principal 6rgado reservatério do T. cruzi é o intestino (Lewis et al., 2014;
Silberstein et al., 2018), o que poderia ser explicado pela correlacdo da presenca do
parasito no intestino e a producdo das citocinas IFN-y e IL-4, as quais vao atuar
sobre a infeccdo sem estimular em excesso a resposta imune, evitando o

autorreconhecimento deletério.

A quebra do equilibrio entre essas citocinas poderia retirar o T. cruzi da
laténcia, e este voltaria a se multiplicar e a circular pelo organismo, alcancando o
coracdo e medula novamente. Esse fenbmeno pode ocorrer varias vezes ao longo

da vida de um individuo, de maneira intermitente (Lewis e Kelly, 2016).

A elevagdo da carga parasitaria no intestino promove um aumento da
producdo de imunoglobulinas IgG anti-T. cruzi, indicando que a saida do parasito do
aparelho gastrointestinal ativaria rapidamente a resposta imune humoral protetiva a
infeccdo. Esse aumento também resulta na producdo de autoanticorpos cardiacos,

possivelmente por mimetismo molecular, que se associam ao processo inflamatério.
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Em seguida, o aumento do parasitismo do coragdo promove a producédo de IgG
contra proteinas do coracdo e intestino e correlaciona-se com 0 processo
inflamatério em ambos os O6rgdos. Esses aspectos indicam que o mimetismo

molecular se vincula ao dano tecidual observado na fase cronica da DC.

J4 a migracdo do parasito para a medula ndo induz a producdo de
autoanticorpos da classe 1gG, mas associa-se ao processo inflamatério observado
no coracdo e no intestino, mostrando que o comprometimento das células miel6ides
seria um fator desencadeador das lesGes nesses 6rgaos. Uma vez que a integracao
de kDNA em células da medula estd correlacionada com a producdo de
autoanticorpos cardiacos na fase crbénica da infeccéo, esse fenébmeno também ajuda

a impulsionar a autoimunidade na DC.
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7. CONCLUSAO

e O sexo ndo se mostrou determinante para o surgimento de lesdes cardiacas
nem intestinais, bem como o parasitismo é semelhante entre machos e

fémeas.

e A cepa tem relacdo com o grau de leséo tecidual e, consequentemente, com
a patogénese. Os dados da presente pesquisa demonstram que a cepa

Colombiana se apresentou como mais virulenta.

e EXxiste relacdo entre carga parasitaria e evolu¢cdo da doenca. Nossos dados
demonstram que a elevacdo da carga parasitaria nos tecidos cardiaco e
intestinal se relaciona a producdo de autoanticorpos contra proteinas do
coracdo. Enquanto a presenca do parasito na medula éssea tem relacdo com

o processo inflamatério nos tecidos cardiaco e intestinal.

e A porcentagem de animais, considerando cada tecido, que apresentaram
integracdo de KDNA na fase cronica se assemelha a porcentagem de
individuos que desenvolvem as manifestacbes clinicas nessa fase. A
qguantidade de integracdes no coracdo se relacionou a quantidade de
integragdes na medula e as duas se correlacionam com a quantidade de IgG

anti-T.cruzi e anti-proteinas cardiacas.

e A producdo de IgG anti-T.cruzi e anti-proteinas cardiacas e intestinais teve
relacdo com o processo inflamatério cardiaco. A producdo de IgG anti-
proteina cardiaca também teve relacdo com o processo inflamatério no tecido

intestinal.

¢ A diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias durante a fase crénica demonstra
que a ativacdo bystander ndo seria o fator principal na patogénese da DC. Os
dados apontam para o fato de que uma maior carga parasitaria no intestino se
associa a producéo de IL-4 e que a producao de IFN-y se relacionou com a
producdo de autoanticorpos contra o coracdo e ao processo inflamatério do

tecido cardiaco.

e A andlise dos nossos resultados juntamente com a analise dos dados ja

registrados na literatura permitiu o desenvolvimento de uma observagao mais
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dindmica e inter-relacionada do processo de patogénese da doenca de
Chagas, verificando-se que varios elementos das teorias de persisténcia do
parasito e autoimunidade interagem ao longo do tempo. O que reforca a
necessidade de uma abordagem multifatorial. Dessa forma, foi possivel
estabelecer uma nova teoria, que pode variar de acordo com a cepa
infectante. Conclui-se, portanto, que a teoria integradora da patogénese da

doenca de Chagas contribui para melhor entendimento dessa enfermidade.
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8. PERSPECTIVAS
Em vista dessa nova teoria sugerida, Varios aspectos ainda precisam ser
analisados, tais como:

1. A interagdo da imunidade inata com os demais fatores envolvidos na

patogénese da doenca de Chagas;

2. Estabelecer os fatores que rompem o equilibrio entre as citocinas;

3. A importancia do background genético do hospedeiro na progressdo da
doenga;

4. Verificar se a transferéncia de minicirculos realmente traz algum beneficio
para T. cruzi;

5. Determinar o sitio de integracdo do kDNA associado as alteracdes de

funcionamento das células do sistema imune

6. Estabelecer porque o tempo é um fator determinante para o desenvolvimento
da doenca,;

7. Avaliar o papel da resposta imune periférica;

8. Utilizar o conhecimento da teoria integradora da doenca de Chagas para

elaborar novas opcdes de prevencéo e tratamento.
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