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RESUMO

A resposta imunoldogica apos infeccdo pelo Trypanosoma cruzi desencadeia diversos
mecanismos, desta forma células imunoldgicas tanto da resposta inata quanto da
resposta adaptativa estdao envolvidas na patogenia da Doenca de Chagas (DC),
sendo a persisténcia parasitaria o principal fator para o aumento da gravidade desta
doenca. Tem sido demonstrado que o Benzonidazol, além de atuar eliminando o
parasito pode influenciar na resposta imunolégica do hospedeiro. O principal objetivo
do estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com o Benzonidazol sobre a resposta
imunologica em camundongos infectados com clone da cepa Y (suscetivel) e clones
da cepa Colombiana (resistente). Foram utilizados 280 camundongos, subdivididos
em grupos experimentais: Nao Infectado e néo tratado (NT); Tratado néo infectado
(TNI); Infectado com Clone C2/C5 da cepa Colombiana e tratado (COL C2 T/ COL
C5 T); Infectado com Clone C2/C5 da cepa Colombiana e néo tratado (COL C2 NT/
COL C5 NT); Infectado com Clone C5/C7 da cepa Y e tratado (Y C5 T/ Y C7 T);
Infectado com Clone C5/C7 da cepa Y e nao tratado (Y C5 NT/ Y C7 NT). O
tratamento foi até a 60° dose (100mg/kg/dia de BZ). Foi analisado nos diferentes
grupos experimentais: parasitemia, taxa de mortalidade, intensidade das lesbes
necrético-inflamatérias do miocéardio e de musculo esquelético, niveis de anticorpos
especificos, citocinas, quantificacdo de populacdes celulares no baco e testes de
cura. Observamos lesbes mais intensas nos grupos de animais nao tratados. A
citocina IFN-Y foi mais elevado nos grupos infectados com os clones da cepa Y e a
TNF-a foi mais elevada nos pontos iniciais. As células de perfil
TCD4+CD25+FOXP3+, foram mais elevada nos grupos de animais tratados e estes
grupos apresentaram maior expressdo de TCD8+ na fase mais tardia. Os grupos
infectados com os clones da cepa Y demostraram menor expressao dos
marcadores: CD11cCD80, CD11cCD86, CD11bCD80 e CD11bCD86. O Bz pode
influenciar a resposta de algumas populacbes celulares e a
resisténcia/susceptibilidade das cepas ao tratamento, pode alterar a dindmica do
tratamento e resposta imunolégica.

Palavras-chave:  T.cruzi, Benzonidazol, Resposta Imunolégica, Clones,
Suscetibilidade e Resisténcia.



ABSTRACT

The immune response after infection by Trypanosoma cruzi triggers several
mechanisms, in this way immune cells of both the innate response and the adaptive
response are involved in the pathogenesis of Chagas Disease (DC), and the parasite
persistence is the main factor to increase the severity of this disease. It has been
demonstrated that benzonidazole, besides acting to eliminate the parasite, can
influence the immune response of the host. The main objective of the study was to
evaluate the influence of benzonidazole treatment on the immune response in mice
infected with strain Y clones (susceptible) and strain Colombian clones (resistant).
We used 280 mices, subdivided into experimental groups: Not Infected and untreated
(NT); Non-Infected and treated (TNI); Infected with Clone C2 / C5 from the
Colombian strain and treated (COL C2 T / COL C5 T); Infected with Clone C2 / C5
from Colombian strain and untreated (COL C2 NT / COL C5 NT); Infected with Clone
C5/ C7 from strain Y and treated (Y C5 T /Y C7 T); Infected with Clone C5/ C7 from
Y strain and untreated (Y C5 NT /Y C7 NT). The treatment was up to the 60th dose
(100mg / kg / day BZ). It was analyzed in the different experimental groups:
parasitemia, mortality rate, inflammatory lesions in heart and skeletal muscle, specific
antibody levels, cytokines, quantification of spleen cell populations and cure tests.
We observed more intense lesions in the groups untreated. The cytokine IFN-Y was
higher in the groups infected with clones of the Y strain and the TNF-a was higher at
the initial points. The TCD4 + CD25 + FOXP3 + cells were higher in the groups of
treated animals and these groups had higher TCD8 + expression in the later phase.
The groups infected with clones of the Y strain showed lower expression of the
markers: CD11cCD80, CD11cCD86, CD11bCD80 and CD11bCD86. Bz may
influence the response of some cell populations and the resistance / susceptibility of
the strains to the treatment, may change the treatment dynamics and immune
response.

Keywords: T. cruzi, Benzonidazole, Immune Response, Clones, Susceptibility and
Resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em 1909, o médico e pesquisador Carlos Chagas, descreveu a doenca de Chagas
(DC) que hoje também é conhecida como Tripanossomiase Americana. No mesmo
momento da descoberta da doenca, Chagas descreveu o agente etiolégico, o
Trypanosoma cruzi e sua forma de transmisséo (CHAGAS, 1909).

A DC era uma doenca exclusiva dos paises do cone Sul, estas ainda sdo areas que
apresentam maiores taxas de incidéncia e prevaléncia, visto que, estdo ligadas a
condicdes de moradia, educacdo e higiene. Porém, atualmente outros paises
antigamente ndo endémicos tém apresentado casos da DC (BRICENO-LEON, 2009;
SOSA, 2010; ZELEDON 2012).

Desde 1909 até os dias atuais, diversos estudos tem proporcionado uma melhor
compreensdao dos mecanismos da doenca, como: resposta a quimioterapia,
mecanismos imunoldgicos, genética do parasita e caracteristicas bioguimicas.
Entretanto, diversos pacientes chagasicos ainda carecem de tratamento de forma
eficiente, onde seja alcancada a cura parasitolégica e a reducdo das lesbes

inflamatorias.

O tratamento medicamentoso, esta focado ainda em dois farmacos o Nifurtimox
(BOCK et al., 1972) e o Benzonidazol (RICHLE, 1973). No Brasil, somente o
Benzonidazol é utilizado para o tratamento da DC. Estudos demostram que as
cepas do T.cruzi, variam quanto a resisténcia/ susceptibilidade aos farmacos
(ANDRADE e FIGUEIRA 1977; ANDRADE et al., 1985). Essas variacbes foram
correlacionadas aos tipos biolégicos (Biodemas). As cepas do Tipo | (Y e Peruana)
apresentam alta suscetibilidade, as de Tipo Il (cepas de Sao Felipe e Mambai)

média suscetibilidade e as de Tipo Ill (Colombiana e Montalvania) alta resisténcia.

Embora os resultados dos estudos para avaliacdo da quimioterapia em DC
apresentem variacdes quanto a susceptibilidade entre as populacbes de T.cruzi, €
de interesse se investigar qual o fator, ou os fatores que estariam influenciando nos
diferentes perfis de resposta ao tratamento evidenciado nas cepas de diferentes
Biodemas (Tipo | , Tipo Il e Tipo 1ll) e, o papel do Benzonidazol sobre a resposta

imunologica de camundongos infectados com diferentes clones de cepas de T.cruzi.
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Diversos estudos tem demostrado a interacdo entre o Benzonidazol e a resposta
imunoldgica (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; OLIVIERI et al., 2002; VIOTTI et al.,
2011). Seja o aumento da acdo das citocinas como o IFN-Y, em animais tratados e
desta forma aumentando os indices de cura (MICHAILOWSKY et al., 2001). Ou até
na reducdo de apoptose, assim como elevacao da expansédo de células T CD8 + de
memoria efetora, quando comparados animais tratados com animais néo tratados
(OLIVIERI et al., 2002).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Trypanossoma Cruzi

O Trypanossoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, € um protozoério
flagelado pertencente a classe Zoomastigofora, Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, Subgénero Schyzotripanum (MYLER,
1993; CORLISS, 1994).

Quanto as formas evolutivas, o T.cruzi pode apresentar trés formas distintas, que

sao:

1. Amastigota — forma intracelular, sem flagelo, com cinetoplasto localizado
ao lado do ndcleo. Esta é a forma de reproducdo no hospedeiro
vertebrado.

2. Epimastigota— encontrada no tubo digestivo do vetor, local da sua
replicacdo, ndo infectante para os vertebrados. Apresenta morfologia
fusiforme e cinetoplasto junto ao nucleo. Possui flagelo e membrana
ondulante

3. Tripomastigota— forma extracelular circulante no sangue dos vertebrados.
Apresenta flagelo e membrana ondulante. O cinetoplasto fica localizado na
extremidade posterior do parasito. Esta € a forma infectante para os

vertebrados.

O T.cruzi é transmitido através de triatomineos, insetos conhecidos como barbeiros,
sendo estes de diferentes géneros, Triatoma , Rhodnius e Panstrongylus. Sé&o
encontrados nos territorios desde o sul dos Estados Unidos a Argentina (VINHAES e
DIAS, 2000; FRIAS-LASSERRE, 2010).

O ciclo de desenvolvimento do T.cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando as
formas tripomastigotas metaciclicas, presentes nas fezes do vetor, penetram na pele
lesionada ou mucosa do hospedeiro, durante o repasto sanguineo do vetor. Os

triatomineos podem se infectar ao sugarem o sangue de um hospedeiro vertebrado
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infectado, no qual ingerem formas tripomastigotas sanguicolas, iniciando-se uma

nova fase de desenvolvimento (REY, 2001).

A transmisséo do T.cruzi ocorre ndo somente pelos vetores, pode ser transmitido por
transfusdo sanguinea, congénita, transplante de oOrgaos, ingestdo de alimentos

contaminados e envolvendo acidentes em laboratério (DIAS 2000).

2.2 CLASSIFICACAO DAS CEPAS DE T. Cruzi.

Desde a descoberta da doenca de Chagas por Carlos Chagas, existe uma
preocupacao em isolar as formas do parasita, seja de hospedeiros vertebrados ou
de insetos vetores e manter em laboratério por passagens em animais ou em
culturas. Estes isolados sdo denominados Cepas (LUMSDEN, 1977). As Cepas do
T.cruzi sé@o classificadas de acordo com as caracteristicas bioldgicas (Biodemas),
caracteristicas  bioquimicas  (Zimodemas) e  caracteristicas  genéticas
(Esquizodemas).

2.2.1 Biodemas

Estudos sobre o comportamento biolégico das cepas do T.cruzi tais como:
parasitemia, morfologia no sangue periférico, tropismo tissular, viruléncia e
patogenicidade, permitiram agrupar os isolados em trés Biodemas: I, Il e Il
(ANDRADE, 1974).

As cepas do Biodema tipo | protétipo Y e Peruana, sdo caracterizadas por
macrofagotropismo na fase inicial da infeccdo, ocorre parasitismo em diversos
orgdos, principalmente no baco, figado e linfonodos. Apresentam picos
parasitémicos em torno do 7° dia apés infeccdo e alta mortalidade precocemente.
Mais tardiamente na fase aguda, observam-se lesfes inflamatérias no coracédo e
musculo esquelético (ANDRADE, 1974).

As cepas do Biodema tipo Il representados por isolados obtidos da Bahia, 12SF e
21SF, séo caracterizadas por uma infeccdo de curso lento, com picos irregulares

entre 20 e 25 dias. Lesdes predominantes em miocardio onde se observa um
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processo intenso de miocardite, assim como les6es em musculo esquelético e
musculo liso (ANDRADE, 1974).

Durante a infeccéo pelas cepas do Biodema tipo lll, a parasitemia evolui lentamente,
sendo os maiores picos entre 20° e 30° dias apods infeccdo, baixas taxas de
mortalidade. As cepas deste Biodema parasitam principalmente o musculo
esquelético (ANDRADE, 1974).

2.2.2 Zimodemas

A classificacdo em Zimodemas leva em consideracdo os padrdes isoenziméaticos,
através da analise eletroforética de enzimas multilocus em gel de amido. As enzimas
utilizadas nessa classificacdo sédo: AST (aspartato amino-transferase), ALT (alanina
aminotransferase), PGM (fosfoglugomutase), GPI (glicose fosfatoisomerase), ME
(enzima malica) e G6PD (glicose 6-fosfato desidrogenase). Esses padrdes foram
estabelecidos por MILES et al. (1980), utilizando 3 zimodemas Z1, Z2, Z3 e por
ROMANHA (1982)utilizando 4 zimodemas ZA, ZB, ZC, ZD.

Os Biodemas também podem ser correlacionados com zimodemas especificos,
(ANDRADE et al., 1983) estabeleceram essa correlagdo onde as cepas do Biodema
Tipo Il correspondem ao Zimodema 2 e as do Tipo Ill correspondem ao Zimodema 1.
Entretanto, as cepas do Biodema Tipo |, devido ao seu perfil peculiar, foram
posteriormente identificadas em cepas da Bolivia (TIBAYRENC e MILES, 1983) e do
Chile (MILES et al., 1984), sendo correspondente ao Zimodema Z2b.

2.2.3 Esquizodemas

A analise por meio de esquizodemas foi introduzida por MOREL et al. (1980) com
intuito de caracterizar o T.cruzi de acordo com o0s caracteres genotipicos. A
caracterizagdo baseia-se na andalise do DNA do cinetoplasto (kDNA). O kDNA é
organizado em uma rede de circulos ligados entre si , que diferem em tamanho e
funcéo, denominadas de minicirculos e maxicirculos. Os minicirculos sdo compostos
por regides conservadas e variaveis, que nao codificam peptideos, e podem variar

entre diferentes cepas ou isolados do parasita (SIMPSON, 1987).
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Sao analisados fragmentos do KDNA resultantes da digestdo por enzimas
(endonucleases de restricdo). Através dessa técnica podem-se gerar perfis de
bandas cepa-especifica, indicando diferentes graus de variabilidade intraespecifica

nas sequéncias dos minicirculos do kDNA. (MOREL et al., 1980).

2.2.4 Atual Consenso

Em 2009, no segundo "Satellite Meeting” , a comunidade cientifica sentiu a
necessidade de mais uma vez padronizar a classificacdo do T.cruzi. Esta nova
nomenclatura também objetivou facilitar a comunicacao entre os pesquisadores que
trabalham com o T.cruzi. Nessa nova padronizagdo o T.cruzi é dividido em seis
grupos (T. cruzi I-VI) e cada grupo denominado DTU (“discrete typing unit”), definido

como um conjunto de isolados geneticamente semelhantes (ZINGALES et al., 2009).

2009 nomenclature for Trypanosoma cruzi divisions

DT designation Abbreviation Equivalence to former T cruzi grouping schemes
Terueil Tel T cruzi1** and DTU F

Teruetll Tell T cruzi 11* and DT 1T

I cruzi 111 Telll Z3/Z1 ASATY, Z3-A%, DTU ef and T. crusi 11V
I oruzt IV Telv Z¥, 23-B and DTU Iz

TeructV TeV Bolivian Z29, fDNA 1/2¢, clonet 39" and DTU 11d¢
I eruzt VI TeVl Paraguayan 72", Zymodeme B’ and DT1J 1lef

(ZINGALES et al., 2009)

2.3 ESTRUTURA CLONAL DAS CEPAS E A HETEROGENEIDADE DO
Trypanosoma cruzi.

A definicdo de clones no contexto utilizado para o T.cruzi ,é que Clone é um isolado

originado através da diferenciacdo mitética de um anico parasito.

Segundo TIBAYRENC et al. (1986) o T.cruzi possui uma estrutura e evolucéo clonal.
O modelo proposto explica que a reproducao sexual ou recombinacdo genética € um
fendmeno raro, ou inexistente, apontando para o fato de que variagGes biologicas e
genéticas encontradas podem ser explicadas pela evolugdo independente de

multiplas linhagens clonais. Esses parametros foram estabelecidos apds analise e
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caracterizagdo isoenzimatica (15 loci enziméticos), com amostras originarias de
diversos hospedeiros. Foram encontrados 43 grupos genéticos distintos,

denominados clones naturais.

Outros estudos utilizaram a técnica de RFLP e RAPD, confirmam a heterogeneidade
genética dentro da espécie (TIBAYRENC et al.,, 1993; MACEDO e PENA, 1998;
MCADAM et al., 1998).

Essa ampla diversidade génica pode influenciar nas diferencas bioldgicas. Sendo
assim clones geneticamente mais préximos podem apresentar caracteristicas
bioldgicas e clinicas semelhante e os clones geneticamente mais distantes podem
apresentar essas caracteristicas menos semelhantes (TIBAYRENC et al., 1993). O
que foi demonstrada através de diversos estudos as diferencas de acordo com os
parametros de: viruléncia, capacidade de multiplicagdo no hospedeiro,
patogenicidade, susceptibilidade frente a agentes quimioterapicos entre outras
caracteristicas causando implicagdes importantes na imunopatologia da doenca de
Chagas (BRENER e CHIARI, 1963; BRENER, 1969; ANDRADE, 1974; MILES et al.,
1980; ANDRADE et al., 1991; DEVERA, 2003)

Por outro lado ANDRADE (1999) sugere a presenca de clones principais numa
mesma area endémica, sendo esses responsaveis pelas manifestacdes da doenca e

resposta quimioterapica em pacientes destas areas.

Um estudo utilizando a cepa parental 21SF, seus clones e subclones, demonstrou
que havia uma grande similaridade genotipica e fenotipica entre a cepa e seus
clones. Confirmando a existéncia de um clone principal, responsavel pelas
caracteristicas intrinsecas das cepas do T.cruzi (CAMPOS e ANDRADE, 1996).

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS
Dados da Organizacdo Mundial de Saude estimam que cerca de 6-7 milhdes de

pessoas no mundo estdo infectados com o T.cruzi, principalmente em 21 paises
endémicos da América Latina (WHO, 2016).
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A doenca de Chagas ocorre, principalmente e historicamente, na regido continental
dos paises da América Latina. Atualmente tem sido cada vez mais frequente a
deteccdo de casos no Estados Unidos da América, Canada, paises Europeus e
alguns paises ocidentais do Pacifico, principalmente devido a mobilidade da
populacdo entre América Latina para outros paises (BRICENO-LEON, 2009; SOSA,
2010; ZELEDON 2012)

No Brasil, dados atuais, demostram reducdo da transmissao vetorial e aumento da
transmissao oral, visto que os estados do Norte tém sido mais afetados. De acordo
com o Ministério da Saude, 75 % dos casos ocorridos no Brasil ocorreram no estado
do Para. Aproximadamente 50 % dos individuos apresentaram os sintomas de fase
aguda. Estes casos foram detectados entre os meses de agosto e novembro para os
anos de 2007 a 2013, periodo que coincide com os meses de safra do acai no Para
(SAUDE, 2015)

2.5 FASES DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas apresenta em trés fases distintas, do ponto de vista clinico-

patoldgico, que sdo: aguda, indeterminada e cronica (RASSI JR et al., 2012)
2.5.1 Fase Aguda

A fase aguda pode ser do tipo assintomatico ou sintomatico. Quando apresenta
sintomas, séo eles: febre, mal-estar e fraqueza, dor de cabeca, aumento do baco, do
figado e linfonodos. Em criancas, pode se apresentar numa forma grave, com
miocardite aguda, faléncia cardiaca e meningoencefalite (ANDRADE et al., 1994).
Além disso, a fase aguda pode ser identificada pelos sinais de porta de entrada da
infeccdo que sao: o sinal de Romafa (edema bipalpebral unilateral com adenite
satélite pré-auricular) e o Chagoma de inoculacdo (presente na pele) (ROMANA,
1943; RASSI JR etal., 2012)

Outra caracteristica importante da fase aguda da doenca € a alta parasitemia. A
presenca do parasito pode ser detectada no sangue periférico do hospedeiro,
através do exame microscopico de um esfregaco de sangue fresco. Devido aos

sintomas de fase aguda ndo serem, muitas vezes, percebidos, o tratamento
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7

farmacoldgico adequado ndo é empregado a estes pacientes, o que dificulta a
eliminacao e/ou reducao dos parasitos (DIAS e COURA, 1997).

2.5.2 Forma Indeterminada

7z

Esta é a fase, a qual cerca de 70 % dos pacientes da fase aguda progride.
Caracterizada por um estado de aparente equilibrio entre o parasita e o hospedeiro
(BRASIL, 2009). Os Pacientes permanecem assintomaticos, com sorologia positiva,
porém sem sinais fisicos ou evidéncia clinica de comprometimento de 6rgdos
(BRENER, 2000). Os fatores que estabelecem a fase indeterminada, o tempo de

duracédo ou evolucdo ndo sdo bem estabelecidos (DIAS e COURA, 1997).

2.5.3 Fase Cronica

A fase cronica pode ser dividida em trés tipos: cardiaca, digestiva ou mista

(acometimento cardiaco e digestivo).

Forma cardiaca

A cardiopatia cronica € a forma com a maior taxa de mortalidade e morbidade
associada a doenca de Chagas, devido aos danos no sistema de conducdo do
coracao e pela ocorréncia de faléncia cardiaca nos casos mais severos. O paciente

cardiopata Chagasico pode chegar a morte devido a insuficiéncia cardiaca, por
arritmias severas e também por trombo-embolismos (DIAS e COURA, 1997).

O parasitismo intracelular gera miocardiopatia infamatdria progressiva, fibrosante.
Caracterizada também por destruicdo de nervos cardiacos, com intenso infiltrado
mononuclear, com areas de necrose e fibrose de células cardiacas, o que resulta na
insuficiéncia cardiaca (ANDRADE et al., 2000).

Forma Digestiva

As alteracdes no trato digestivo decorrem do comprometimento do sistema nervoso

enterico, as células nervosas sofrem degeneracéo devido a intensa inflamacéao local.
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As lesBes sdo predominantes no esbéfago e no colon terminal (megaes6fago e
megacolon), representam o comprometimento digestivo (DIAS e COURA, 1997,
RASSI JR et al., 2012).

A destruicdo dos plexos nervosos tem como consequéncia alteragbes nas
secre¢bes, na absorcdo e na atividade motora do aparelho digestivo. O
megaesbfago € caracterizado pela falta de coordenacdo motora e dilatacdo
esofagica, acarretando na dificuldade de degluticdo. Por outro lado, no megacdlon
as lesbes afetam os segmentos finais do reto e sigmoide e leva a constipacao
crénica (STEINDEL et al., 2005; DUTRA e GOLLOB, 2008)

2.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA AO T.cruzi

A resposta imunoldgica apos a infec¢do pelo T.cruzi envolve tanto componentes do
sistema imune inato quanto do adaptativo. Na porta de entrada do parasito, ocorre
uma reacao inflamatoria decorrente da ativacdo do sistema Imune Inato. No entanto,
a resposta imune adaptativa inicia nos linfonodos drenantes, resultando na ativacao
de diversas células e na producao de anticorpos especificos, estes comecam a ser
produzidos cerca de uma ou duas semanas apés a infeccdo (OCHSENBEIN e
ZINKERNAGEL, 2000).

Na fase aguda da doenca a resposta imune pode ser eficiente no controle dos
parasitas circulantes e dos intracelulares, porém ndo é eficiente em eliminar o
agente patogénico, desta forma ndo consegue interromper a infeccdo. O parasita
entdo persiste nos tecidos por um longo tempo, podendo expressar uma fase
assintomatica. A persisténcia parasitaria tecidual tem sido relacionada a patogénese
Chagéasica experimental (LEON et al., 2003; VIOTTI et al., 2006; NAGAJYOTHI et
al., 2012; PORTELLA e ANDRADE, 2009)

2.6.1 Resposta Imune Inata

Diversos mecanismos estao envolvidos na resposta imune inata, como a ativacéao de

células e dos componentes do sistema complemento (CUERVO et al., 2011).
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O sistema complemento é constituido por proteinas soltveis no plasma que podem
ser ativadoras ou reguladoras, e por proteinas que sdo expressas ha membrana
celular. A ativacdo e funcionamento deste mecanismo de defesa € baseado em
cascatas proteoliticas. Onde serdo gerados diversos produtos proteoliticos que
desempenham a funcéao do sistema complemento. O complemento pode ser ativado
por trés vias diferentes: a classica, a alternativa e a via das lectinas. O evento central

da cascata e ativacdo do complemento € a protedlise da proteina C3 (ABBAS, 2012)

Diversos pesquisadores demostraram que a forma tripomastigota do T.cruzi (forma
infectante) sdo resistentes a acao litica do complemento, o que difere da forma
epimastigota que é destruida apés acdo do sistema complemento (NOGUEIRA et
al.,, 1975; TAMBOURGI et al, 1993). O mecanismo de evasdo da forma
tripomastigota esta associada a presenca da proteina regulatéria semelhante a
proteina DAF humana (proteina que desestabiliza a estrutura da C3 convertase). As
proteinas T-DAF e a gp160 foram clonadas e apresentam homologia molecular com
a proteina DAF humana (TAMBOURGI et al., 1993). Por outro lado CESTARI et al.
(2012) demostraram outro mecanismo de evasdo, onde € mediado por vesiculas
derivadas da membrana plasmatica da célula do hospedeiro. Os tripomastigotas
atuam induzindo a formacéo de vesiculas, estas quando liberadas irdo formar um
complexo na superficie do parasito o que leva a desestabilizacao e inibicdo da C3
convertase. Porém, a capacidade de evasao depende das variagbes antigénicas
associadas ao parasita (CESTARI et al., 2013).

Além da acao do sistema complemento, podem-se destacar as células fagociticas
como macrofagos e células dendriticas, células endoteliais, fibroblastos e células
mesénquimais, visto que o T.cruzi pode infectar essas células e serem fagocitadas
por macrofagos e células dendriticas. Esse mecanismo ird desencadear uma série
de interacdes moleculares que estimularao células da imunidade inata e adaptativa

gerando uma reacao inflamatoria local e sistémica (ALIBERTI et al., 1996).

As células fagocitias sdo as principais células na linha de defesa inicial. Essas
células possuem receptores de reconhecimento padrdao (PRR) capazes de
reconhecer as moléculas denominadas padrdes moleculares associados aos

patdogenos (PAMPs). Os receptores do tipo Toll e do tipo NOD sédo exemplos de
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importantes receptores da familia PRR (CARNEIRO-SAMPAIO e COUTINHO,
2007).

A invasdo dos macrofagos, promove a secrecdo da IL-12, esta citocina ativa as
células NK a produzirem IFN-vy (ALIBERTI et al., 1996; CARDILLO et al., 1996) e
essas atuam também ativando os macrofagos (GAZZINELLI et al., 1992).0s
macrofagos também podem secretar a TNF-a.Diversos pesquisadores
demostraram que a IFN-y , TNFa e a IL-12 podem desempenhar papeis protetores,
visto que podem assegurar a inducdo de uma eficiente resposta adaptativa , porém
a TNF-atambém pode apresentar efeitos deletérios na resposta do hospedeiro

(OSWALD et al., 1992; LIMA et al., 1997).

O macrofago por sua vez, pode apresentar amplificacdo nos mecanismos
microbicidas através do aumento na producdo de componentes oxidativos que
atuam contra patdgenos intracelulares (GAZZINELLI et al., 1992). A IL-10 e TGF-B
desempenham um papel importante na infec¢cdo pelo T. cruzi, elas podem inibir in
vitro a producao de NO e a atividade tripanomicida dos macrofagos(GAZZINELLI et
al., 1992; ROFFE et al., 2012).

As células dendriticas, sdo responsaveis pela ativacdo das células T antigeno-
especificas. Estas sdo originadas na medula 6éssea e apés serem maturadas, se
distribuem em tecidos linfoides e nao-linfoides (HART e MCKENZIE, 1990). Quando
ativadas por diversos estimulos, essas células capturam e processam 0s antigenos,
e podem migrar para baco ou para os linfonodos e assim, ativarem os Linfocitos T. A
ativacao dessas células decorrem da ligacdo do complexo de histomcompatibilidade
principal (MHC-II) ao receptor das células T (TCR) e com moléculas co-
estimuladoras CD40, CD80, CD86 e adesdao LFA e ICAM (HART e MCKENZIE,
1990; MCADAM et al., 1998).

A persisténcia das lesGes inflamatorias na Doenca de Chagas pode estar
relacionada com a atuacdo das células dendriticas. ANDRADE et al. (2000)
observou a presenca de células dendriticas intersticiais no miocardio de caes

infectados com T.cruzi, tanto na fase aguda quanto crénica da infeccéo, sugerindo
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que estas células sdo responsaveis pela estimulacdo antigénica inicial e tardia da
doenca, inferindo que essas células participam da manutencdo da resposta

imunologica.

2.6.2 Resposta Imune Adaptativa

A resposta adaptativa € definida pela ativacdo, expansdo clonal de linfocitos
antigenos especifico e o aparecimento da memoéria imunolégica (FEARON e
LOCKSLEY, 1996). Na infeccdo pelo T.cruzi ndo € diferente de muitas infeccdes,
ocorre uma intensa expansao de clones de células T e B e intensa producao de
imunoglobulinas (ORTIZ-ORTIZ et al., 1980; MINOPRIO et al., 1986).

O papel dos linfécitos T CD4+ na resposta ao T.cruzi esta associada com a ativacao
imunologica de macrofago infectados e com a destruicdo de parasitas pelas células
do perfil Thl, produtoras de IFN-y-. Por outro lado, ZHANG e TARLETON (1996)
demostraram que a resposta Thl na DC € inicial, porém esta se extingue, e da lugar
a atividade das células do tipo Th2 que ir4 persistir durante a fase cronica. No
entanto, foi demostrado que no tecido cardiaco os linfécitos T CD8+ sdo as células
em maior numero (REIS et al., 1993; HIGUCHI et al., 1997). Tem sido demostrado o
papel das células T CD8+ produtoras de IFN-y no controle da infeccédo pelo T.cruzi
(MARTIN e TARLETON, 2004; TZELEPIS et al., 2007). Em contrapartida, 0s
linfécitos T CD8+ produtores de granzimas A podem ser associados com a
gravidade de lesdes cardiacas na doenca de Chagas crbénica (REIS et al., 1993;
SILVERIO et al., 2010).

As células T regulatorias, caracterizadas fenotipicamente pelos marcadores
CD4*CD25*Foxp® (HORI et al., 2003; RAMSDELL, 2003; SHEVACH e STEPHENS,
2006). Diversos pesquisadores demostraram que essas células sdo produtoras de
IL-10 e TGF-B (VITELLI-AVELAR et al., 2006; BELKAID e OLDENHOVE, 2008;
TOSELLO et al., 2012). As células CD4*CD25'Foxp® na fase aguda da infeccéo,
podem atuar na imunorregulacdo da resposta inflamatoria, e desta forma
desempenhar um papel na reducdo das lesbes necrético inflamatérias e elevar
sobrevida dos camundongos (MARIANO et al., 2008).
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Na doenca de Chagas experimental ocorre ativacdo e aumento policlonal dos
linfocitos B tanto na fase aguda quanto cronica (D'IMPERIO et al., 1985; MINOPRIO
et al, 1986). A ativagdo dessas ceélulas resulta numa hipergamaglobulinemia
poliisotipica. A reducédo parasitemica pode ser relacionada com o aumento dos
isotipos especificos de anticorpos das classes IgG1, IgG2a e IgG2b, estes estédo
envolvidos na eliminacdo das formas sanguineas (BRODSKYN et al., 1989 ;
SILVERIO et al., 2010).

2.7 QUIMIOTERAPIA DA DOENCA DE CHAGAS

O objetivo do tratamento da doenca de Chagas é a erradicacdo do T.cruzi e a
reducdo do aparecimento de ledes e complicacdes relacionadas a patologia
(SAUDE, 1992).

A partir da descoberta em 1909 foram avaliadas uma série de compostos em
animais e em pacientes (COURA e CASTRO, 2002). No periodo de 1912 a 1962, foi
uma importante fase onde diversas drogas foram testadas em animais e pacientes
chagésicos sem éxito: arsenicais, antimoniais, derivados do quinino, sulfas e
antibiéticos, diminuiam a parasitemia e a letalidade da doenca, porém néao
promoviam a cura parasitologica nas cepas avaliadas (BRENER, 2000). Pode
destacar o ano de 1967, neste periodo foram introduzidos nitrofuranos, tais como

Nitrofurazone, Nifurtimox e Benzonidazol (BOCK et al., 1969).

O Benzonidazol e o Nifurtimox foram amplamente utilizados e aceitos devido &
eficacia na fase aguda, atualmente no Brasil s6 o Benzonidazol € liberado para o

tratamento.

O Benzonidazol e o Nifurtimox tém atividade tripanomicida tanto in vitro quanto in
vivo contra as formas do T.cruzi. O mecanismo de acdo dessas drogas €
relacionado h& geracdo de radicais livres e metabolitos eletrofilicos (MAYA et al.,
2003). Os compostos gerados agem ligando-se a lipideos, proteinas e ao DNA do T.
cruzi (GOIJMAN e STOPPANI, 1985). Ambos apresentam baixa especificidade, o
que favorece o aparecimento de efeitos adversos citotoxicos ao tratamento. Os
efeitos mais comuns sdo: perda de peso, sonoléncia, dermatite, depressdo da

medula éssea e polineuropatia periférica (RASSI JR et al., 2012).
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Além dos efeitos toxicos existe uma variacdo ao grau de susceptibilidade e
resisténcia ao Benzonidazol de acordo com a cepa. As variagdes quanto ao grau de
resisténcia e susceptibilidade foram relacionadas com os diferentes biodemas
(ANDRADE e FIGUEIRA 1977). Estes estudos caracterizaram as cepas de Tipo | (Y
e Peruana) como de alta suscetibilidade, as de Tipo Il (cepas de S&o Felipe e
Mambai) como de média suscetibilidade e as de Tipo Il (Colombiana e Montalvania)

como de alta resisténcia.

Algumas pesquisas ainda versam na busca por tratamentos alternativos, a exemplo
de principios ativos presentes em plantas e produtos naturais, desta forma foram
identificados compostos com atividade anti-T.cruzi como naftoquinonas, terpendides,
isoflavonas e alcaléides (HIGASHI e CASTRO, 1994; MORELLO et al., 1994;
BERNARDES et al., 2006).

2.8 BENZONIDAZOL E A RESPOSTA IMUNOLOGICA

Estudos experimentais tém destacado o papel do Benzonidazol sobre o sistema
imunolégico (MURTA et al.,, 1999; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; VIOTTI et al.,
2011).

MICHAILOWSKY et al. (2001), avaliaram o papel da IL-12 e IFN- y em animais
infectados com cepas de diferentes graus de resisténcia ao BZ, contataram que
existe uma menor capacidade de inducdo da citocina IL-12 pelas cepas mais
resistentes. E que a IL-12 e o INF-y podem auxiliar o efeito tripanomicida do
Benzonidazol. ROMANHA et al. (2002) também avaliaram a interacdo entre o BZ e o
INF-y, o referido estudo comparou os indices de cura apods tratamento em
camundongos selvagens (ndo geneticamente modificados) com o de animais
knockout (KO) para o IFN- y, e constataram que 0s animais selvagens tiveram maior
indice de cura. Além disso, € descrito também que o BZ potencializa a fagocitose e a
producéo de citocinas que lisam o T. cruzi através de um mecanismo dependente de
INF-y (DIAZ DE TORANZO et al., 1988). Por outro lado, infere-se que o tratamento
do BZ na fase aguda da infeccao pode reduzir a producao de TNF-a por macrofagos
no bago, o que pode diminuir a necrose tissular e elevar os indices sobrevida dos
camundongos (LIMA et al., 2001).
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OLIVIERI et al. (2005) verificaram menores indices de apoptose em linfécitos duplo
positivo CD4+/CD8+ em animais infectados e tratados. Outro 6rgéo linfoide, o baco,
pode ser influenciado pelo BZ, observou-se que em animais experimentais
infectados com a cepa Y, ocorre a reversao total do aumento da massa absoluta do
baco no 9° dia apos tratamento e que a expansao dos linfocitos T foi revertida no 14°
apos tratamento (OLIVIERI et al., 2006).

DOS SANTOS et al. (2009), realizaram um estudo experimental utilizando os
diferentes genatipos clonais do T. cruzi e constataram que o tratamento com BZ é
capaz de influenciar na expresséo de diferentes classes de imunoglobulinas e que

isto esta associado com a fase da infecgéo
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3 HIPOTESE DE INVESTIGACAO

O Benzonidazol farmaco de primeira escolha para o tratamento da Doenca de
Chagas e o unico utilizado no Brasil, atua estimulando a expanséo celular e induz ou
reprime a producéo de citocinas, desta forma o BZ pode influenciar os mecanismos

imunoregulatdrios e na resposta ao tratamento.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a resposta imunoldgica em camundongos infectados com clones do T.
cruzi de diferentes Biodemas (Tipo | e Tipo Ill) suscetiveis e resistentes ao
quimioterapico, procurando verificar a influéncia do tratamento com Benzonidazol

sobre resposta imunolégica na infec¢éo pelo T. cruzi.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do Benzonidazol sobre a resposta imunoldgica em
camundongos Swiss na fase aguda e crbnica da infecgéo, infectados com
clones das cepas Y e Colombiana;

e Avaliar os componentes celulares do processo inflamatério no coragcédo e
musculo esquelético, em animais infectados tratados e nédo tratados na fase
aguda e crbnica da infeccdo pelos clones das cepas Y e Colombiana, em

comparacao com animais tratados nao infectados;

e Investigar as alteracdes soroldgicas pelos niveis de anticorpos especificos

atravées da imunofluorescéncia indireta (sorologia);

¢ Quantificar as populacdes celulares (linfécitos B,T regulatérias, CD4+,CD8+ e
células dendriticas) no baco em animais infectados nao tratados, infectados e
tratados e nos tratados e ndo infectados;

e Investigar os niveis de citocinas circulantes durante o tratamento na fase

aguda e na fase crbnica da infeccdo, em todos 0s grupos experimentais;

e Correlacionar os resultados obtidos com o grau de resisténcia e

susceptibilidade ao quimioterapico.
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5 CAPITULO 1: Artigo Cientifico: Dindmica de células imunolégicas em
camundongos Swiss, infectados com clones de Trypanosoma cruzi (Biodemas
I elll), apds tratamento com Benzonidazol.

Revista: Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

5.1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € uma doenca infecciosa, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Ha estimativas de que cerca de 6-7 milhdes de pessoas no
mundo estédo infectadas com o T.cruzi, em sua maioria em paises endémicos da
América Latina (WHO, 2016).

A doenca de Chagas € caracterizada por uma fase aguda inicial, com presenca de
parasitas circulantes e muitas vezes com sintomas inaparentes. E uma fase cronica
que pode ser caracterizada pelas formas clinicas: indeterminada, cardiaca digestiva
ou mista. Na forma indeterminada apresenta poucas ou nenhuma alteracdo e
somente a sorologia € positiva. Nas demais formas, a sorologia € concordante com
os achados clinicos onde cerca de 30% dos individuos podem desenvolver
alteracbes cardiacas e 10% desenvolver a forma digestiva ou mista (MACEDO,
1997; WHO, 2016)

O tratamento da DC é um problema que ainda carece de atencdo, o Benzonidazol
(BZ), é o farmaco mais utilizado com esta finalidade. Quando administrado
precocemente e por tempo prolongado pode promover 50-70% de cura
parasitologica, porém na fase crénica da infeccdo tem menores niveis de eficacia
(DE ANDRADE et al., 1996; DIAS e COURA, 1997; MACEDO, 1997; MORILLO et
al., 2015).

Nos individuos imunocompetentes, a defesa contra o parasita pode ser articulada
por diversos mecanismos imunoldgicos, sendo estes relacionados com a ativacao da
imunidade inata e adaptativa. O processo inflamatério inicial envolve a presenca de
células NK, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (DEUTSCHLANDER et al.,
1978; CARDILLO et al.,, 1996; SARDINHA et al., 2006). Numa segunda etapa,
periodo intermediario e tardio da fase aguda, elementos celulares e humorais da

imunidade adaptativa como: células T CD4, CD8 e B, assim como anticorpos,
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comecam atuar para conter a infec¢éo e reduzir a parasitemia (ORTIZ-ORTIZ et al.,
1980; MINOPRIO et al., 1986; BRODSKYN et al., 1989 ; SILVERIO et al., 2010). Por
outro lado na fase cronica se mantém a resposta imune especifica adquirida, com
presenca de células de memoria e altos niveis soroldgicos de citocinas (ARAUJO-
JORGE, 2000). Pode-se destacar o papel das citocinas na infeccdo, que podem
conferir ao hospedeiro maior resisténcia, como IFN-y e IL-12 (ALIBERTI et al., 1996;
SARDINHA et al., 2006).

Diversos pesquisadores tém demostrado o sinergismo entre o sistema imunoldgico e
o tratamento com BZ, diante disso propusemos investigar o efeito do BZ sobre
células imunologicas das respostas inata e adaptativa, assim como na secre¢ao de

citocina na infec¢éo experimental por clones das cepas do T.cruzi.

5.2 METODOLOGIA

Animais- No presente estudo, foram utilizados 280 camundongos Swiss Webster de
ambos os sexos, fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Goncgalo Moniz-
Fiocruz/Bahia. Eles foram mantidos de acordo com as diretrizes éticas estabelecidas
pelo Comité de Etica para o Uso de Animais Experimentais (CEUA-CPqGM-Fiocruz),
e com Protocolo 003/15.

Grupos Experimentais- O protocolo dos grupos experimentais podem ser melhor

descritos na Tabela 1.
Tabelal- Grupos Experimentais.

GRUPO INOCULO CEPA/CLONE N° de Camundongos Tratamento
BZ 100mg/Kg/dia

NT N&o infectado 20 N&o tratado

TNI N&o infectado 20 Tratado

coLc2T 1X10* Clone C2 da cepa 30 Tratado
Colombiana

COL C2 NT 1X10* Clone C2 da cepa 30 N&o tratado
Colombiana

COLCST 1X10* Clone C5 da cepa 30 Tratado
Colombiana

COL C5NT 1X10* Clone C5 da cepa 30 N&o tratado
Colombiana

YC5T 1X10* Clone C5dacepa Y 30 Tratado

YC5 NT 1X10* Clone C5dacepa Y 30 N&o tratado

YC7 T 1X10* Clone C7 da cepa Y 30 Tratado

YC7 NT 1x10* Clone C7 dacepa Y 30 N&o tratado
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Tratamento- Foram utilizados 100mg/kg/dia de Benzonidazol ([2-nitro-N-(fenilmetil)-
1 H-imidazol-1-acetamida]) para o tratamento dos camundongos. O tratamento foi
realizado com 60 doses do medicamento, sendo iniciado no 3 ° dia (cepa Y) e 16 ©
dia (cepa Colombiana) apds a infeccao, correspondendo a evolucdo da parasitemia
NoS respectivos grupos experimentais.

Pontos de eutanésia - A eutanasia foi iniciada a partir da 5° dose apds o inicio do
tratamento e, seguiram posteriormente até apos 60° dose do quimioterapico. A
sequéncia sistematica dos intervalos foi: 5° dose; 20° dose e fase tardia 30° e 60Q°
doses. Em cada ponto 4 animais de cada grupo foram submetidos aos
procedimentos experimentais.

Parasitemia- Foi avaliada diariamente a partir do 5° dia apds a infeccdo em
microscopio Optico pelo exame direto, entre lamina e laminula do sangue periférico
de 5 camundongos de cada grupo. Posteriormente foi realizada uma média
aritmética da contagem dos parasitos em 50 campos microscopicos (400X).
Mortalidade - Foi acompanhada diariamente durante o curso da infeccdo em todos
0S grupos experimentais através da mortalidade cumulativa.

Imunofluorescéncia indireta (sorologia)- O soro dos animais dos diferentes
grupos representando a fase cronica foi coletado e estocado a uma temperatura de -
20°C. Para a titulacdo dos anticorpos o soro foi diluido de forma seriada, em PBS,
utilizando placas de multiplos pocos de fundo arredondado. O volume de 10 pL das
diluicbes de cada poco foi distribuido nas laminas contendo antigeno de T.cruzi. A
titulacdo dos anticorpos foi feita pela diluicdo progressiva do soro, nos titulos de
1:10, 1:20, 1:40,1:80,1:160,1:320,1:640 e 1:1280. O Cut-off negativo adotado foi de
1:40. O anticorpo utilizado para o método foi IgG anti-camundongo ligado a
fluoresceina (Sigma).

Preparacdo Das Células Do Bago - Os esplendcitos dos animais dos referidos
grupos foram separados de forma mecénica e as células lavadas duas vezes por
centrifugacdo em PBS 1X. ApGs as lavagens, o numero de células foi determinado
pela contagem em camara de Neubauer. Foram preparadas diluicdes contendo 2 x
10° células em cada 100 pl. As células foram distribuidas em placas de 96 pocos ,
na concentracdo de 2 x 10%/poco.

Marcacdo das moléculas de superficie e intracelular- Aliquotas de 100uL das

suspensodes celulares foram entdo incubadas, por 20 minutos a 4 ° C e protegidos da



31

luz, com os seguintes anticorpos monoclonais (mAbs) anti-camundongos: anti-CD4,
anti-CD8, anti-B220, anti-CD11b e anti-CD11c conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC); anti-CD3, anti-CD38 e anti-CD86, conjugados com ficoeritrina
(PE) ; anti-CD25 e anti-CD80 conjugados a PE Cy5, em seguida, as células foram
lavadas por centrifugacdo e as células foram fixadas com 1% de paraformoldeido
em PBS por 20 minutos, temperatura ambiente. Apds esta incubacdo as células
foram preparadas para marcacdo intracelular com o anticorpo monoclonal anti-
Foxp3 PE foram lavadas e incubadas por 20 minutos com uma solucdo contendo
detergente para permeabilizagdo (“PermWash”— ebioscience), e posteriormente as
células foram incubadas com anti-Foxp3 PE. As suspensfes de células foram
submetidas a leitura em citbmetro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA).

Dosagem das citocinas- As citocinas IL-2, IL-10, TNF-a e IFN-y foram dosadas no
soro dos camundongos de todos 0s grupos experimentais através do Kit Cytometric
Bead Array - CBA (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Para a
deteccdo das concentracdes o Kit possui esferas ligadas a um anticorpo especifico
com intensidades de fluorescéncia distintas para cada citocina (FL3), e um anticorpo
de deteccdo conjugado a ficoeritrina (PE - FL2). Uma curva padrdo para cada
citocinas foi utilizada como referéncia de concentragdes conhecidas, e abrange um
conjunto definido de concentragcbes de 20 a 5.000 pg/mL. Os dados foram
adquiridos por citometria de fluxo (BD FACSArray) e a analise realizada pelo

Software Flowjo Vx 0.7 considerando uma curva padréo (pg/mL).

Estudo Histopatoldgico - Os fragmentos de musculo esquelético e coracdo, foram
coletados e fixados em formol Milloning, incluidos em parafina para obtencdo de
seccOes de 5 um e corados em Hematoxilina e Eosina (H&E) e analisados. Foram
analisadas as seccdes de todos os grupos experimentais infectados e tratados nos

diferentes pontos de eutanasia.

Testes de cura- A partir de 30 dias ap6s o final do tratamento todos os
camundongos sobreviventes foram submetidos aos seguintes testes de cura:

Parasitemia ap0s Imunossupressdo - Exame microscopio direto do sangue
periférico, entre lamina e laminula. Os camundongos tratados com parasitemia

negativa, foram tratados com Ciclofosfamida (Baxter, Estados Unidos) na dose de
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250 mg/kg de acordo com o esquema a seguir, para estimular a proliferacéo
parasitaria pela imunossupressédo. Foram administradas 3 doses de Ciclofosfamida
de 250 mg/kg em cada camundongo e realizada nova parasitemia segundo

protocolo padronizado pelo laboratério.

Hemocultura - 0,5 mL de sangue dos animais sacrificados foi cultivado em meio
Warren (WARREN, 1960) e mantido a uma temperatura de 37°C. Para detec¢éo do
T.cruzi, foram feitos exames microscopicos das culturas em 30, 60 e 90 dias de

cultivo.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) — o soro dos animais eutanasiados

para os testes de cura foi submetido ao ensaio de IFI, como descrito anteriormente.
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5.3 RESULTADOS

1-

N* Tripomastigotas em 50 campos (400X)

Curvas parasitemicas dos grupos Infectados com os clones da Cepa Y e
Colombiana tratados e néo tratados (Figura 1A)- Nos animais infectados com
Clones da cepa Colombiana (C2 e C5) a parasitemia se tornou positiva no 7° dia
apos infeccdo, sendo os maiores picos entre 0 25 © a 27 ° dia, nos animais
tratados a parasitemia negativou apés a 4° dose do BZ. Nos grupos infectados
com Clones da cepa Y (C5 e C7), os animais ficaram positivo em torno do 3° dia
apos infeccdo, com maior pico no 12° dia apds infeccdo, os animais tratados com
BZ negativaram a parasitemia apos a 2 ° dose do medicamento.

indice de Mortalidade Cumulativa dos grupos Infectados com os clones da
Cepa Y e Colombiana tratados e ndo tratados (Figura 1B)- O indice de
mortalidade para os grupos estudados foi: ColC2 NT(9%), Col C2 T ( 3%), ColC5
NT(16%), Col C5 T ( 6%), YC5 NT(40%), YC5T ( 16%), YC7 NT(40%) e YC7T
(16%), salientando que os 40% de mortalidade nos grupos YC5 NT e YC7 NT
representam todos 0s animais que nao tinham sido eutanasiados para as

analises nos primeiros pontos.

Parasitemia de animais infectados com clones do 7. cruzi
tratados ou naoco com Benzonidazol
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Figura 18 Mortalidade Cumulativa em camundongos infectados com clones cepa Colombiana e Y do
T cruzi ("Teste Mann Whitney, comparacao dos grupos: YCSNT vs YCS5T e YC7NT vs YC7T )
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3- Analise dos titulos sorolégicos dos grupos experimentais na fase tardia (30
e 60 doses)- Houve um deslocamento de titulos soroldgicos entre o menor (1/10)
ao maior valor determinado (1/1280), sendo o cut-off (1/40). Na tabela 2 e 3,
descrevem-se 0s menores titulos e os maiores determinados, a partir da
positividade de cada Clone estudado. Observamos menores titulos sorolégicos
de anticorpos nos grupos infectados com os diferentes clones e tratados com BZ
(COLC2 T, COLC5 T, YC5 T e YC7T) quando comparados com 0s animais

infectados e nao tratados.

Tabela 2- Titules de anticornos esp ecificos anti-T.crirzi. corres nendente ao ponto de 30 doses.

Grupo Inéculo N® Camundongos Sorologia Sorologia
Menor Maior Titulo
Titulo

NT 4 NEG NEG

TNI 4 NEG NEG

coLcaT 1%10° 4 1/40 1/640

COL C2 NT 1%10° 4 1/160 11280

COLCSHT 1%10% 4 1740 1160

COL C5NT 1X10% 4 1/160 11280

YC5T 1X10* 4 1740 1/80

YCTT 1%10% 4 1/80 1160

Tabela 3 - Titulos de anticorpos especificos anti-T.cruzi, commespondente ao ponto de 60 doses,

Grupos Inoculo N°® Camundongos Sorologia Sorologia
Menor Titulo Maior Titulo

NT 4 NEG NEG

THI 4 NEG NEG
COLC2T 1X10% 4 1/40 1/80

COL C2 NT 1X10° 4 1/320 111280
COLCAT 1X10° 4 1120 1/80

COL C5 NT 1X10% 4 1/320 111280
YC5T 1X10° 4 1120 1/80

YCIT 1X10° 4 1140 1/80
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Estratégia de Analise em Citometria de Fluxo
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Figura 2: Estratégia de analise por citometria de fluxo da frequéncia de linfocitos T CD4"+, CD8"
B do ba¢o de camundongos Swiss.
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4- Avaliacdo da frequéncia de Linfocitos T CD4" nos diversos grupos
experimentais fase inicial (5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) - Podemos
observar na figura 2, a porcentagem de células T CD4+ no baco nos diferentes
grupos experimentais. A comparacao entre os grupos na fase inicial e tardia
revelou uma tendéncia em aumentar as populagdes celulares entre os pontos de
5 e 20 doses nos grupos ( COIC2 T, COLC5 T e YC7NT) nos grupos
correspondentes (COLC2 NT, COLC5 NT, YC7T e YC5NT) observa-se que 0s
valores se mantém dentro da mesma faixa. Por outro lado nos pontos de 30 e 60
doses ha uma tendéncia em reduzir ou estabilizar as populacdes de células T
CD4" nos grupos experimentais anteriormente mencionados. Nos grupos sem

infeccdo (NT e TNI) a frequéncia de Linfocitos TCD4 encontra-se dentro da mesma

faixa.
- +
5 Doses Frequéncia CD4" 20 Doses Frequéncia CD4
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¥ csT4 —r YC5N.T
¥ C5 N.TH Ik
vor ] B Yerr
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Dunn's multiple comparisons test
p=0.0934

Figura 3: Frequéncia de CD4 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D COL C5 T VS. COL
C2 N.T (0,0032), COL C5 T VS. COL C2 T(0,0032);20D COL C2 N.T VS. Y C5 T (0,0024), Y C7 N.Tvs. Y
C5T (0,0024), Y C5N.Tvs. YC5T (0,0024);30D T.N.I VS. COL C2 N.T(0,0005), COL C5 N.T VS. Y C7
T(0,0005), COL C2 N.T VS. Y C7 T(0,0005); 60D COL C5 N.T VS. COL C2 T (0,0005).
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5- Avaliacdo da frequéncia de Linfécitos T CD8" nos diversos grupos
experimentais fase inicial (5 e 20 doses) e tardia (30 e 60 doses) - A
comparacao entre os grupos na fase inicial e tardia revelou uma tendéncia em
aumentar as populacdes celulares entre os pontos de 5 e 20 doses nos grupos
(COLC2T e YC5T) nos demais grupos infectados tratados ou néo tratados,
observa-se que os valores se mantém dentro da mesma faixa ou reduzem . Na
fase mais tardia observamos que ha uma tendéncia em aumentar as populacdes
de células T CD8" em todos os grupos experimentais infectados tratados ou n&o
tratados, sendo os maiores valores nos grupos tratados. Nos grupos sem infec¢éo

(NT e TNI) a frequéncia de Linfécitos TCD8 encontra-se dentro da mesma faixa.

. 20 Doses Frequéncia CD8"
5 Doses Frequéncia CDS8

Y C5T+ Y C5 T4
Y C5 NTH vesnt{ Q)
Y C7 TH YC7 T4
Y C7 N.T+ Y C7 N.TA u
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Col C2 N.T+ Col C2 N.T-
Col'c5TH Col C5 T
ColiC5IN-T Col C5N.T-
T.N.I T.N.I4
N.TH N.TH
N N S y :
v g N ,19 \Q%
Friedman test
Dunn's multiple comparisons test Friedman test
p<0.05 Dunn's multiple comparisons test
p=0.0043
30 Doses Frequéncia CDS" 60 Doses Frequéncia CDS"
Y C5 T 3 yC5 T4
verry R - yC7TA
coic2t{ ff Col C2 T4
Col C2N.TH H]]] 3 Col C2 N.T-
Col C5 T Col C5 T
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TN N 1 )
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P ® & $ » N & ®
Friedman test Friedman test
Dunn's multiple comparisons test Dunn's multiple comparisons test
P<0,0015 P<0,0400

Figura 4: Frequéncia de CD8CD3 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D COL C5 N.T VS.
Y C5 NT (0,0002), COL C5 T VS. COL C2 T (0,0002), COL C5 T VS. Y C5 NT(0,0002), Y C7 T VS. Y C5
NT(0,0002);60D Col C5 N.T vs. Col C2 T(0,0339).
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6- Avaliacdo da frequéncia de Linfocitos B nos diversos grupos experimentais
fase inicial (5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) - Foram utilizados os
marcadores B220 (CD45R) e CD38 para identificacdo dos linfécitos B. Comparando
os pontos da fase inicial da analise ndo ocorre grande variacdo nos grupos ( NT,
TNI, COLC2T, COLCS5NT, COLCS5T, YC5T, YC7NT e YCT7T) nos demais grupos
houve reducdo/aumento das populagdes ( YC5NT e COLC2NT). Observamos que
na fase tardia a tendéncia € reducdo ou estabilizacdo das populacbes celulares
entre os dois pontos. O ponto de 20 doses representa os maiores frequéncias de

células B nos grupos estudados com excecao do grupo YC5NT.
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Figura 5: Frequéncia de B220CD38 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D N.T VS. COL
C5 T(0,0016), N.T VS. Y C7 N.T(0,0016), N.T VS. Y C5 T(0,0016);20D N.T VS. Y C5 N.T (0,0002),T.N.I
VS. Y C5 N.T(0,0002), T.N.I VS. Y C5 T(0,0002);30D T.N.I VS. COL C2 T(0,0016).
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7- Avaliacdo da frequéncia de Linfécitos Treg nos diversos grupos
experimentais fase inicial (5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) - Foi
constatada a presenca de mais células T CD4'CD25'Foxp3" no baco dos
camundongos infectados e tratados quando comparados com 0s animais infectados
e nao tratados com os clones correspondentes, mesmo que ndo estatisticamente
significante, nos diversos pontos estudados. Houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos sem infeccdo (NT e TNI) na 5° dose de tratamento

guando comparados com o grupo YC5T, na 20° dose com o grupo YC7T, na 30°

dose com o grupo COLC2 T e na 60° dose com o grupo YC7T.
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Figura 6: Frequéncia de CD4CD25Foxp3 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D N.T VS. Y
C5 T (0,0002), T.N.I VS. Y C5 T(0,0002);20D N.T VS. Y C7 T (0,0021), T.N.I VS. Y C7 T(0,0021); 30D N.T
VS. COL C2 T (0,0014), T.N.I VS. COL C2 T(0,0014);60D N.T VS. Y C7(0,0006), T.N.IVS.Y C7 T(0,0006).
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8- Frequéncia de Células dendriticas de perfil CD11¢c*CD80"CD86" nos diversos
grupos experimentais fase inicial (5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) - Foi
observado que para o perfil CD11¢"CD80" o ponto avaliado que demonstrou maior
frequéncia para os grupos infectados tratados e néo tratados foi o de 20 doses com
excegao do grupo YC7NT e YC7T, quando comparamos todos o pontos analisados.
Para os marcadores CD11c* CD86" o ponto de maior expresséo foi o de 30 doses
para todos os grupos infectados tratados e néo tratados. Por outro lado, os animais

gue néo foram infectados (NT e TNI) mantiveram-se dentro da mesma faixa.
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Figura 7: Frequéncia de CD11cCD80CD86 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D
CD11cCD80 COL C5 N.T VS. Y C5 T(0,0047), COL C5 T VS. Y C5 T (0,0047), Y CTN.-TVS. Y C5 T
(0,0047); 5D CD11cCD86 N.T VS. Y C5 N.T(0,0002), N.-T VS. Y C5 T (0,0002), Y C7N-TVS.YC5T
(0,0002); 20D CD11cCD80 COL C5 T VS. Y C7 N.T(0,0019), COL C5 T VS. Y C7 T(0,0019), YC7 T
VS. Y C5 N.T (0,0019); 20D CD11cCD86 N.T VS. COL C2 N.T (0,0014), N.T VS. COL C2 T(0,0014);
30D CD11cCD80 COL C5 N.T VS. Y C7 T(0,0003), COL C5 T VS. Y C7 T (0,0003); 60D CD11cCD80
COL C5 T VS. COL C2 N.T(0,0014), COL C2 N.T VS. Y C5T (0,0014); 60D CD11cCD86 N.T VS. Y C7
T(0,0007), T.N.I VS. Y C7 T(0,0007).
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9- Frequéncia de Células de perfil CD11b"CD80'CD86" nos diversos grupos
experimentais fase inicial (5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) - A avaliagcéo
da frequéncia de células que expressavam o marcador CD11b*CD86" entre os
grupos revelou uma leve tendéncia ao aumento nos grupos infectados com os
clones da cepa Colombiana tratados ou ndo tratados em relacdo aos grupos
infectados com a cepa Y na fase inicial da infec¢cdo, porém na fase tardia o aumento
€ semelhante quando comparamos estes grupos. Para o0s marcadores
CD11b*CD80" na fase inicial houve aumento da expressido em todos 0s grupos
infectados e tratados, quando comparamos os dois pontos, com excec¢do dos grupos
YC7NT e YC7T. Na fase tardia também se observa o aumento dos referidos

marcadores entre 0s dois pontos com excec¢ao dos grupos COLC5 NT e COLC5 T.
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Figura 8: Frequéncia de CD11bCD80CD86 nos diferentes grupos experimentais *Teste Friedman 5D
CD11bCD80 COL C5 N.T VS. Y C5 T(0,0005), COL C5 T VS. Y C5 T (0,0005); 5D CD11bCD86 N.T VS. COL
C2 T (0,0004), N.T VS. Y C5 N.T(0,0004), N.T VS. Y C5 T(0,0004); 20D CD11cCD80 Y C7 N.T VS. Y C5
N.T(0,0002), Y C7 T VS. Y C5 N.T (0,0002) ; 20D CD11cCD86 N.T VS. COL C5 N.T (0,0005), N.T VS. COL
C5 T(0,0005), N.T VS. COL C2 T(0,0005);30D CD11cCD80 N.T VS. COL C2 N.T (0,0008),N.T VS. COL C2
T(0,0008); 60D CD11cCD80 COL C5 N.T VS. COL C2 N.T(0,0012), COL C5 T VS. COL C2 N.T(0,0012); 60D
CD11cCD86 N.T VS. Y C5 T (0,0030), T.N.I VS. Y C5 T(0,0030).
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10- Niveis sorologicos de IL-2 nos diversos grupos experimentais fase inicial (5
e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) -— A dosagem citocina IL-2 revelou que o
grupo YC5T apresentava maiores niveis em relacdo aos demais grupos, podemos
notar que o grupo YC7NT no ponto de 20 doses também apresenta niveis elevados
em seguida do grupo COLC2T no mesmo ponto. Os demais grupos apresentam
niveis semelhantes. Na fase tardia observamos os niveis mais elevados nos grupos
YCS5T em seguida do grupo YC7T.

IL-2
500-
- NT
400- & TNI
300- - COLC2NT
- COLC5T
200- = COLC5NT
E =+ YC5T
£ 100+ -~ YC5NT
2 100 - YCTT
80- @ YC7NT
60-
404
20-
0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Doses de Tratamento

Figura 9: Dosagem da citocina IL-2 dos diferentes grupos experimentais *Teste Fisher's 20D YC5 T vs. NT
(0,0073), YC5 T vs. TNI (0,0072), YC5 NT vs. YC5 T(0,0077), YC7 T vs. YC5 T(0,0075); 30D YC5 T vs NT (<
0,0001), YC5 T vs. TNI (< 0,0001), YC7 T vs. YC5 T (0,0004).
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11- Niveis soroldgicos de IL-10 nos diversos grupos experimentais fase inicial
(5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) -— Observamos 0s maiores picos de IL-10
na fase inicial da infeccdo nos grupos COLC2NT e COLC2T, os demais grupos
infectados e tratados estabeleceram niveis acima de 60 pg/ml. Porém na fase tardia
0s grupos YC5T e COLCST (30 e 60 doses), e COLC5NT e COLC2 T (60 doses)

foram os grupos que apresentaram os maiores niveis de IL-10.
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Figura 10: Dosagem da citocina IL-10 nos diferentes grupos experimentais *Teste Fisher's 20D NT vs. COL
C2 T(0,0031), NT vs. COLC2 NT(0,0012), TNI vs. COL C2 T(0,0028), TNI vs. COLC2 NT(0,0011), COLC2 T
vs. COLC5 T (0,0031), COL C2 T vs. COLC5 NT(0,0088), COL C2 T vs. YC5 T(0,0059), COL C2 T vs. YC5
NT(0,0037), COL C2 T vs. YC7 T (0,0032), COLC2 NT vs. COLC5 T (0,0012), COLC2 NT vs. COLC5 NT
(0,0037), COLC2 NT vs. YC5 T(0,0026), COLC2 NT vs. YC5 NT(0,0015), COLC2 NT vs. YC7 T(0,0013); 30D
NT vs. YC5 T (0,0167), TNI vs. YC5 T (0,0153), COL C2 T vs. YC5 T(0,0165), COLC2 NT vs. YC5 T
(0,0171), COLC5 NT vs. YC5 T (0,0164), YC5 T vs. YC7 T(0,0244).
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12- Niveis sorolégicos de INF-Y nos diversos grupos experimentais fase inicial
(5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) -— Os niveis de IFN-Y foram mais elevados
na fase inicial da infeccéo para os grupos COLC5 NT, YC5NT, COLC2 NT ( 5 doses)
YC7 NT (5 e 20 doses). Na fase tardia os grupos com maiores niveis foram:
YCS5T,YC7T, COLC2 NT e COLCS5NT.
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Figura 11: Dosagem da citocina INF-Y nos diferentes grupos experimentais *Teste Fisher's 5D NT vs. COLC5
NT(0,0019), NT vs. YC5 NT(0,0002), NT vs. YC7 NT (< 0,0001), TNI vs. COLC5 NT(0,0019), TNI vs. YC5
NT(0,0002), TNI vs. YC7 NT(< 0,0001), COL C2 T vs. COLC5 NT(0,0029), COLC2 NT vs. COLC5 NT(0,0077), NT
vs. YC5 NT(0,0009), COLC5 T vs. COLC5 NT(0,0021), YC5 T vs. YC5 NT (0,0003), YC5 T vs. YC7 NT(< 0,0001),
YC5 NT vs. YC7 T(0,0002), YC5 NT vs. YC7 NT(< 0,0001), YC7 T vs. YC7 NT(< 0,0001); 20 D NT vs. COLC5 T
(0,0105), TNI vs. COLC5 T(0,0105), COL C2 T vs. COLC5 T(0,0197), COLC5 T vs. COLC5 NT(0,0197).
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13- Niveis sorologicos de TNF-a nos diversos grupos experimentais fase inicial
(5 e 20 doses) e tardia ( 30 e 60 doses) -— Os niveis de TNF-a nos diversos grupos
experimentais com excecao do grupo COLC5 NT, apresentaram 0s maiores picos da
citocina nos trés primeiros pontos analisados (5, 20 e 30 doses). Os grupos que
apresentaram maiores niveis na fase inicial foram os YC7NT, YC7T YC5T,
COLCS5NT e COLC2T. Na fase tardia YC5T, COLC5T e COLCS5NT.
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Figura 12: Dosagem da citocina TNF-a nos diferentes grupos experimentais *Teste Fisher's 5D NT vs. YC7
NT(< 0,0001), TNI vs. YC7 NT(< 0,0001), YC5 T vs. YC7 NT(< 0,0001), YC5 NT vs. YC7 NT(0,0001), YC7 T
vs. YC7 NT(< 0,0001); 20D NT vs. COLC2 NT(0,0320), NT vs. YC5 T(0,0166), TNI vs. COLC2 NT (0,0306),
TNI vs. YC5 T(0,0158), COLC2 NT vs. COLC5 NT(0,0463), COLC2 NT vs. YC5 NT(0,0354), YC5 T vs. YC5
NT(0,0186), YC5 T vs. YC7 T(0,0175); 30D NT vs. YC5 T (0,0040),NT vs. YC7 T(0,0200), TNI vs. YC5
T(0,0039), TNI vs. YC7 T(0,0192), COL C2 T vs. YC5 T(0,0043).
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14- Testes de cura- foram realizados em todos os animais sobreviventes 30 dias
apos o fim do tratamento. Inicialmente foi realizada a parasitemia apos
imunossupressdo com 250 mg/kg de ciclofosfamida. Os animais que ainda
permaneceram negativos foram submetidos a hemocultura. Da mesma forma, os
animais que ainda permaneceram com hemocultura negativa, foram submetidos a

IFl e em seguida determinado o indice de cura (Tabela 4).

Tabela 4 - Indices de cura, de camundongos infectados pelos Clones C2 ¢ (5 da cepa
Colombiana e Clones C5 e C7 da cepa Y e tratados com Benzonidazol (BZ) 100 mgKq/dia.
Baseado na combinacao dos testes parasitologicos e sorologico.

Grupos Indices de cura (%)
COLC2T Kl

COLGT 21 21

YCAT 1118

YCI T 1143
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15- Analises Histopatoldgicas- Os grupos experimentais infectados com os
diferentes Clones das cepas Colombiana e Y, tratados e néo tratados, foram
analisados em todos os pontos de eutanasia (5, 20 , 30 e 60 doses). Avaliou-se a
intensidade dos infiltrados inflamatérios, as lesGes necroticas e a presenca de

parasitas intracelulares.

Grupos Col C2 e Col C5 néo tratados- As lesdes do miocardio variam de moderadas
a intensas com regides de fibrose e presenca de ninhos parasitarios e destruicao de
células cardiacas. No musculo esquelético apresenta inflamacdo de moderada a
intensa com necrose hialina e presenca de parasitas. As lesGes foram semelhantes

nos pontos estudados, porém na fase tardia, foram encontrados parasitas.

Figura 13: A, B - Seccdes de miocardio em camundongos infectados com o clone C2/C5 da cepa Colombiana
e ndo tratados. A — Infiltrados mononucleares difusos e focais (400X) B — Infiltrados difusos e focais de
células mononucleares (400X). C, D - Sec¢Bes de musculo esquelético em camundongos infectados com o
clone C2/C5 da cepa Colombiana e ndo tratados. C —Fibra muscular destruida por infiltrado inflamatdria
mononuclear com presenga de parasitas e necrose hialina (400X). D — Secgdo de musculo esquelético com
intenso infiltrado focal mononuclear, destruicédo de fibras, presenca de tecido fibroso perivascular e arteriolite
(400X).
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Grupos Col C2 e C5 tratados- Em miocardio observa-se a presenca de infiltrado
mononuclear discreto a moderado, difuso e focal com fibrose intersticial discreta. Em
musculo esquelético as lesdes eram discretas ou ausentes. Nao foram encontrados

parasitas nas secc¢des analisadas. Com a evolucdo do tratamento observamos

reducao das lesdes.

Figura 14: A, B - Secg¢des de miocardio em camundongos infectados com o clone C2/C5 da cepa Colombiana
e tratados. A —Infiltrados difusos e focais de células mononucleares em atrio (400X). B — Parede ventricular
com infiltrados difuso infiltrado, com areas de fibrose (400X). C, D - Sec¢des de musculo esquelético em
camundongos infectados com o clone C2/C5 da cepa Colombiana e tratado. C — infiltrado intersticial sem
degeneracdo de fibras (400X) . D — Infiltrado focal mononuclear e discreta fibrose intersticial (400X).
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Grupo Y C5 e C7 néo tratados- Observa-se no tecido cardiaco a presenca de
infiltrados mononucleares, moderados a intenso, difusos ou focais, com destruicao
de células e parasitismo nos pontos estudados (somente os pontos iniciais). No
tecido muscular esquelético foram observadas lesbes necrético— inflamatérias de

moderada a intensa, destruicdo de fibras musculares e presenca com de parasitos.

Figura 15: A, B - Sec¢Bes de miocardio em camundongos infectados com o clone C5/C7 da cepa Y e nado
tratados. A —Areas focais e difusas de infiltrado inflamatério intersticial em ventriculos. B —Presenca de
formas amastigotas do T. cruzi em miocélula cardiaca (400X). C, D - Sec¢Bes de musculo esquelético em
camundongos infectados com o clone C5/C7 da cepa Y e ndo tratados (400X). C —Presenca de ninho
parasitario em formagdo com reacdes inflamatdrias difusas e focais (400X). D- Musculo esquelético com
lesdo inflamatéria peri-vascular e processo de arteriolite e oclusdo da luz vascular (400X).



Grupos Y C5 e C7 tratados- Na andlise histopatoldgica de secc¢des de miocardio foi
visto infiltrado mononuclear discreto em miocéardio e fibrose intersticial. O ventriculo
apresentou discreto infiltrado mononuclear difuso e focal com discreta fibrose. A
analise do musculo esquelético demostra lesdes inflamatérias discretas, difusas e
focais, com deposicdo de colageno. Auséncia de parasitas. Foi observado que as

lesdes reduziam com o tratamento.

Figura 16: A, B - Seccdes de miocardio em camundongos infectados com o clone C5/C7 da cepa Y e
tratados. A — Regido atrial com moderado infiltrado difuso e foca (400X) I. B —Areas focais e difusas de
infiltrado inflamatodrio intersticial e presenca de fibrose ventricular (400X) . C, D - Secgbes de musculo
esquelético em camundongos infectados com o clone C5/C7 da cepa Y e tratados. C —Fibrose intersticial
difusa (400X). D- Discreto infiltrado inflamatério de células mononucleares (400X).
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5.4 DISCUSSAO

Os temas centrais no presente estudo abordam aspectos importantes e ainda atuais
relacionados a Doenca de Chagas (DC): tratamento e resposta imunolégica.
Buscamos compreender a influéncia do tratamento com o Benzonidazol (BZ) sobre a
resposta imunoldgica em camundongos infectados com clones do Trypanosoma

cruzi de cepas de diferentes Biodemas, suscetiveis e resistentes ao tratamento.

Ha deste modo, necessidade de novos estudos que possam responder a essas
perguntas que ainda ndo estdo totalmente elucidadas. Visto que a DC é uma
patologia com grande envolvimento do sistema imunologico na sua patogénese,
além disso, carece de um tratamento com eficiéncia tanto na fase aguda quanto na

fase crbnica da doenca.

Procuramos avaliar a influéncia do BZ sobre os mecanismos imunorregulatérios, na
infeccdo experimental com os clones das cepas Y e Colombiana do T.cruzi. Diversos
grupos experimentais submetidos e ndo submetidos ao tratamento foram avaliados
guanto: a parasitemia, taxa de mortalidade, intensidade das lesGes necrético-
inflamatorias do miocardio e de musculo esquelético, niveis de anticorpos

especificos, citocinas, e quantificacdo de popula¢bes celulares no bago.

O tratamento com o0 BZ determinou uma rapida negativacdo da parasitemia durante
o tratamento em todos 0s grupos experimentais tratados quando comparados com
0s animais nao tratados. Quando observamos as curvas parasitemicas dos animais
nao tradados, podemos notar que os clones da cepa Y mostraram seus maiores
picos entre o 7° e 10° dia apds a infeccdo, por outro lado os clones da cepa
Colombiana determinaram os maiores picos entre os 23° a 28° dia apos infeccao
(Figura 1A). Todos os clones demonstraram padrdes de parasitemia semelhantes as
Cepas do Biodema tipo | (clones da Y) e do Biodema tipo Ill (clones da Colombiana),
e desta forma concordantes com o perfil da Cepa parental. Esses resultados foram
condizentes com os dados da literatura (ANDRADE et al., 1985; CAMANDAROBA
et al., 2003; CAMANDAROBA et al., 2006; SALERNO et al., 2017).

Em relagdo ao indice de mortalidade os animais tratados demonstraram menores

indices, os animais infectados com clones da cepa Y e ndo tratados chegaram ao
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final do experimento com a maxima mortalidade, os infectados com clones da cepa
Colombiana e néo tratados tiveram baixos indices (Figura 1B). O que corrobora com
trabalhos anteriores onde demostram que o0s animais tratados precocemente
apresentam menores taxas de mortalidade e quando n&o tratados e infectados com
cepas de alta viruléncia os animais chegam a o6bito precocemente (ANDRADE e
FIGUEIRA 1977; VILAR-PEREIRA et al., 2015; CAMPOS et al., 2016). Observamos
também que ha uma variacdo na taxa de mortalidade entre os Clones da cepa
Colombiana, onde o Clone C5 apresentou taxas mais elevadas em relacéo ao Clone
C2, tanto no grupo tratado quanto no grupo nao tratado. CAMANDAROBA et al.
(2001) afirmam que apesar dos clones revelarem uma semelhanca nos
comportamentos fenotipicos podem ser encontrados diferentes graus de viruléncia
entre os Clones, e isto pode ser refletido na diferenca das taxas de mortalidade
(CAMANDAROBA et al., 2003).

A reducéo nos indices de mortalidade e da parasitemia pode estar associado ndo
somente ao tratamento, mas também a presenca de células inflamatérias e
reguladoras. KIERSZENBAUM e PIENKOWSKI (1979) demostraram que
camundongos atimicos (linhagem nude), ndo foram capazes de controlar a infec¢éao
pelo T.cruzi devido a alta parasitemia, o que levou & morte dos animais. Desta forma
podemos destacar o papel das Células T CD4+ e CD8+, nos nossos resultados
observamos que na fase inicial ambas as células apresentaram maiores frequéncias
em dois grupos infectados e tratados, porém na fase tardia estudada as populacdes
de TCD8+ tendem aumentar especialmente nos grupos tratados e infectados com os
diferentes Clones. A analise na fase tardia da infeccdo demonstrou que a frequéncia
de linfécitos TCD4+ nos grupos estudados infectados e tratados e ndo tratados
apresentam um padrdo de estabilizacdo ou reducdo dessas células (Figuras 3 e 4).
OLIVIERI et al. (2002) demostram em seu estudo que existe uma expansao
preferencial de linfécitos TC8 + em relacdo aos TCD4+ em animais tratados , além
disso o tratamento com BZ levou a uma expanséao de células T CD8 + de memoria
efetoras numa fase mais avangada da infeccdo em associacdo com taxas menores

de apoptose.

PORTELLA e ANDRADE (2013), estudando a dinamica de diferentes células em

animais susceptiveis (linhagem A) e resistentes (DBA) a infeccdo pela cepa



53

Colombiana do T.cruzi, observaram uma maior expansao das células TCD4+ no
baco dos animais resistente a infeccdo, o que pode ser associado a maior
resisténcia dos camundongos DBA/1 a infeccdo experimental. TARLETON et al.
(1994), demostraram que quando os linfocitos T CD8+ sédo depletadas na fase
cronica, resulta em aumento da carga parasitaria no coracdo e aumento da

inflamacé&o.

Apesar dos resultados de diversas pesquisas, estas ndo sdo concordantes sobre a
célula que esta diretamente relacionada com a resisténcia a infec¢cdo por T.cruzi.
Infere-se que mesmo havendo diferencas na predominancia entre os linfocitos T
CD4 + e CD8+, sao indispensaveis a presenca de ambas para uma resposta de
maior efetividade(RIBEIRO DOS SANTOS et al.,, 2001; ALBAREDA et al., 2006;
CARDILLO et al., 2007; PADILLA et al., 2007; PADILLA et al., 2009). Contudo, sabe-
se que a infecgdo por T.cruzi, ndo s6 ativa de forma policlonal os linfécitos T, mas
também os linfécitos B (CORSINI e COSTA, 1981; MINOPRIO et al., 1986).

Em relacdo a quantificacdo de células B nossos resultados demostram que ha maior
frequéncia das células B na fase aguda da infeccdo quando comparado com a fase
cronica em todos 0s grupos experimentais, porém nao ha grande reducédo da
frequéncia dessas células com o tempo de infeccdo (Figura 5). Podemos destacar
gue na fase mais tardia da infeccdo quando comparamos 0s animais tratados com
os controles correspondentes, que ha um aumento de linfécitos B em todos os
grupos tratados. SULLIVAN et al. (2015) demostraram o papel importante das
células B na imunidade sistémica. Os camundongos que nao tinham células B ndo
conseguiram controlar a parasitemia nem evitar a morte. CARDILLO et al. (2007)
demonstraram que os linfocitos B participam da ativacdo de Células T durante a fase
aguda da infeccao pelo T.cruzi , onde os camundongo KO para MuMT tinham menos
célula T de memoaria central , menos citocinas e linfopenia de células T CD8 + em

relacdo aos camundongos selvagens.

Assim, podemos inferir que a acdo do BZ pode estar envolvida na ativacdo e
expansdo dessas células, e que os linfécitos B podem estar relacionados com a

ativacdo e manutencéo das células TC8 na fase tardia da infecgéo.
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O aumento da resposta inflamatéria pode resultar no aumento da leséo tecidual,
entdo as células Treg podem atuar modulando a a¢do destas células e evitando o
aumento de lesdes SAKAGUCHI et al. (1995). A quantificacéo das células de perfil
TCD4+CD25+FOXP3+, foi mais elevada nos grupos de animais tratados (Figura 6),
onde os mesmos apresentaram rapida negativacédo da parasitemia e baixas taxas de
mortalidade, assim como reducdo das lesdes inflamatérias no tecido cardiaco e
manutencao dos altos indices de cura nos clones da cepa susceptivel (Y) (Tabela 4).
Entdo no presente estudo supomos que as células Treg podem estar
imunorregulando o sistema imunologico de forma positiva e que o tratamento com
Bz pode estar colaborando para o aumento destas células. MARIANO et al. (2008),
avaliaram a influéncia das células T regulatérias (CD4 + CD25 + Foxp 3 ), na
infeccdo pelo T.cruzi, os seus resultados demostraram que essa célula tém um
importante papel na reducdo das leses necrotico inflamatorias e consequentemente
na elevacao da sobrevida dos camundongos em relacéo ao grupo tratado com anti-
CD25 e anti- GITR. Individuos na forma inderminada da doenca apresentam maior
frequéncia de Tregs, quando comparados aos individuos na forma cardiaca,
sugerindo entdo que essas células podem ter papel benefico, limitanto a toxicidade e
previnindo as lesbes cardiaca (VITELLI-AVELAR et al., 2005; DE ARAUJO et al.,
2011).

As células dendriticas sdo populacfes celulares que podem ser subdivididas em
dois subgrupos: plasmocitoides CD11c" CD45RA"™ MHC 11I° CD4" and CD4~ , CD8"
e mieloides CD205~ CD11b* CD4 CD8~ (SHORTMAN e LIU, 2002; SHORTMAN e
NAIK, 2007). Essas células sdo as principais células apresentadoras de antigenos
para os linfécitos T CD4+ e CD8+, e por isso sdo capazes de estimular respostas
imunes ou desencadear tolerancia (TARBELL et al., 2006). Na falta de estimulo
antigénico as células dendriticas podem reduzir a expressdo das moléculas co-
estimuladoras CD40, CD80 e CD86 (KELLER, 2001). Em contrapartida, 0 aumento
da capacidade de processamento e apresentacdo antigénica esta relacionada ao
aumento da expressdo de MHC | e Il e das moléculas co-estimulatorias como:
CD80/B7.1 e CD86/B7.2 (KELLER, 2001; CIRRINCIONE et al., 2002).

ALBA SOTO et al. (2003), avaliaram a influencia da infeccéo por cepas do T.cruzi,

de diferentes graus de viruléncia, em células apresentadoras de antigeno. Os seus
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resultados demostraram que: houve uma maior restricdo da expressdo do MHC de
classe Il em células dendriticas do bago e estas células apresentaram um estado de
baixa maturacdo durante a fase aguda da infeccdo de animais infectados com a
cepa mais virulenta, quando comparados com a infeccdo por uma cepa menos
virulenta. Observamos nos nossos resultados que h&d uma maior expressao dos
marcadores celulares das APCs e das moléculas co-estimuladoras (CD11cCD80,
CD11cCD86, CD11bCD80 e CD11bCD86) nos grupos infectados com os Clones
clones da cepa Colombiana em comparacdo com o0s clones da cepa Y,
independente do tratamento, nos pontos iniciais. Nos pontos mais tardios ha uma
expressdo desses marcadores de forma semelhante (Figuras 7 e 8). Podemos desta
forma inferir, que o tratamento pode néo ter influenciado na ativacdo desta células
porém o grau de viruléncia das cepas do T.cruzi esta diretamente relacionado a

estimulacao das APCs.

Como avaliagdo da resposta imunoldgica, também fizemos a dosagem soroldgica
das citocinas (IL-2, IL-10, TNF-a e IFN-Y) . De fato, a infecgdo pelo T.cruzi ativa
diversas células imunoldgicas, assim como também estimula a producao de diversas
citocinas proé-inflamatdrias e anti-inflamatorias. Tem sido demostrado que a resposta
de perfil Thl possui maior efetividade no controle da infecgcdo por parasitas
intracelulares, sendo o IFN-Y a principal citocina envolvida na resisténcia a infeccéo
(CARDILLO et al., 1996). ROMANHA et al. (2002), estudando o papel do IFN-Y sob
tratamento com BZ, constataram que animais IFN-y KO tem menores taxas de cura
gue animais selvagens. Observamos maiores taxas de IFN-Y nos pontos tardios,
nos grupos infectados com os clones da cepa Y e tratados (cepa susceptivel), os
animais deste grupo demostraram melhores taxas de cura parasitolégica quando
comparados com 0s grupos COLC2T e COLCS5T (Figura 11/ Tabela 4). Desta forma,
compreendemos que o INF-Y durante o tratamento pode auxiliar no efeito
tripanomicida do BZ, e o resisténcia/susceptibilidade da cepa ao tratamento pode
estar envolvido neste mecanismo. Por outro lado, o efeito tripanomicida do IFN-Y
pode estar associado a producdo de TNF-a pelos macrofagos e assim ambas atuam
na ativacéo de diversos mecanismos para eliminagéo do parasita (DRAPIER et al.,
1988; ALIBERTI et al., 1999; MACHADO et al., 2000). Observamos maiores niveis
sorologicos de TNF-a nos 5, 20 e 30 doses (picos bem variados entre os grupos)

(Figura 12). Os pontos iniciais sao 0s que ainda existe uma maior replicacao
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parasitaria, e desta forma carecem de uma maior producdo de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, podemos destacar o grupo YC5T que apresentou altos
niveis de TNF-a durante a analise. A cepa Y tem um comportamento
macrofagotropico e esta producéo elevada de TNF-a pelo clone desta cepa podera
ser associado ao seu comportamento biolégico (GUTIERREZ et al., 2009;
HOVSEPIAN et al., 2013)

A citocina IL-2 esta envolvida na ativacao e diferenciacdo das células T CD4, TCD8
e no aumento da proliferacéo de células Treg (LIAO et al., 2013; KOSMACZEWSKA,
2014). Contudo a funcdo na via reguladora (Células T reg) e na via imunologica
efetora (TCD4, TCD8) tem relacdo com o microambiente disponivel. Onde baixas
quantidades de IL-2 podem favorecer a via reguladora e quantidades mais elevadas
estdo associadas a via imunolégica efetora (KOSMACZEWSKA, 2014).0Observamos
nos nossos resultados a producdo em baixas doses de IL-2 sérica pelos grupos
estudados com excecado dos grupos YC5 T nos pontos estudados e YC7T no ponto
de 30 doses (Figura 9). A baixa producao de IL-2 poderia estar favorecendo a via
reguladora, porém poderia estar prejudicando a ativacdo de células T efetivas.
Diante do que foi analisado nas histopatologias, observamos a reducédo da lesdo nos
grupos tratados em relacdo aos grupos ndo tratados. Para poder associar essa
reducdo da producdo de IL-2, com aumento ou persisténcia das lesdes, seriam
necessarios maiores analises, como marcadores de senescéncia e exaustdo
imunoldgicas nestas células. O que anteriormente ja foi relacionado com a maior
gravidade da doenca de Chagas (ALBAREDA et al., 2009; ALBAREDA e
LAUCELLA, 2015). Outra citocina que podera estar sendo efetiva na reducéo das
lesbes inflamatérias é a IL-10. Estudos demostram que na DC a IL-10 esta a
associada & uma resposta nao patogénica, sendo que esta pode futuramente ser
utilizada no controle da miocardite chagéasica (OFT, 2014; POVEDA et al., 2014). Os
grupos tratados foram os grupos que demostraram menores lesdes necréticos
inflamatorias, além disso, apresentaram altos indices de IL-10 ou na fase inicial
(COLC2T e YCTT) ou na fase tardia (YC5T e COLCS5T) e baixa mortalidade em
relacdo ao grupo néo tratado (Figura 10). Desta forma, acreditamos que a IL-10
juntamente com o BZ tem atuado com papel protetor. ROFFE et al. (2012),
avaliando a funcdo moduladora da IL-10 na DC, em animais susceptiveis a infec¢ao

e nao susceptiveis, ambos infectados com a cepa Colombiana. Constataram que 0s
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animais resistentes a infecgéo tiveram alta producdo de IL-10 no coragdo e maior
frequéncia de células T CD8 produtoras de IL-10 e de linfécitos TCD4 e TCD8
produtoras de IFN-y e IL-10. Além disso, avaliaram a infeccdo nos animais
resistentes KO para IL-10 e este grupo apresentou os mesmos padrées de infeccao
da linhagem susceptivel a infec¢cdo. Diante disso, concluiram que a producéo de IL-
10 por células T promove o controle de da infeccéo pelo T. cruzi e a protecdo contra

a miocardite aguda fatal.

Animais tratados podem apresentar a parasitemia negativa por longos periodos, e
estes podem estar curados ou desenvolvendo uma fase cronica, que geralmente
apresenta a parasitemia negativa. Desta forma, os exames parasitologicos e
sorologicos séo correlacionados a fim de estabelecer critérios de cura (ANDRADE et
al., 1985; BRENER, 2000).

De acordo com os critérios de cura, pode-se observar que 0s animais tratados com
BZ e infectados com os clone C2 e C5 da cepa Colombiana obtiveram o indice de
cura de 30 e 27,27 respectivamente, confirmando trabalhos anteriores que
demostram um baixo indice de cura e resisténcia da cepa Colombiana (Tabela 4)
(ANDRADE e FIGUEIRA 1977; ANDRADE et al., 1985; CAMANDAROBA et al.,
2003; PORTELLA e ANDRADE, 2009).

Os animais que foram infectados com os clones C5 e C7 da cepa Y e tratados com o
BZ apresentam o0s maiores indices de cura (77,78 e 71,43 respectivamente)
comparando com os demais grupos (Tabela 4). Diante disso, os clones da cepa Y
ainda podem ser considerados com sensiveis ao tratamento, de acordo com o
critério estabelecido por (ANDRADE et al., 1985).
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6 CONCLUSAO GERAL

1-

Os animais tratados com BZ e infectados com os Clones da cepa Colombiana
e com os Clones da cepa Y apresentaram menores taxas de parasitemia e
mortalidade, bem como, reducdo das lesdes necrotico-inflamatoérias quando

comparados com animais néo tratados.

Os indices de cura dos clones da cepa Y, susceptivel ao tratamento
mantiveram-se dentro da faixa para cepas susceptiveis, por outro lado os
indices de cura dos grupos dos clones da cepa Colombiana demostram que

estes clones mantiveram a resisténcia da cepa.

Os animais infectados com os clones das duas cepas estudadas e tratados,
apresentaram maior expansao das células TCD8+ na fase tardia da infeccéao,
além disso, os animais tratados apresentaram maior frequéncia dessas

células quando comparados com os nédo tratados na fase mais tardia.

Os linfécitos B sdo mais frequentes na fase aguda da infeccdo quando

comparamos com fase mais tardia.

As células de perfil TCD4+CD25+FOXP3+, foram mais elevada nos grupos de
animais tratados quando comparamos com 0S animais nao tratados.

Os animais infectados com os clones da cepa Y demostraram menor
expressdo dos marcadores: CD11cCD80, CD11cCD86, CD11bCD80 e
CD11bCD86, na fase inicial da infeccdo quando comparados com 0s animais

infectados com os clones da cepa Colombiana.

Os niveis de IFN-Y foram mais elevados nos grupos infectados com a cepa
Y, quando comparados com 0s grupos infectados com a cepa Colombiana, na

fase tardia da infeccao.

A TNF-a circulante € maior nos pontos de 5, 20 e 30 doses, periodo de maior

replicacdo parasitaria.
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