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Resumo

Trypanosoma cruzi € um parasita protozoario intracelular causador da doenca de Chagas.
A doenca de Chagas é endémica da América latina e infeta 0 homem e outros mamiferos.
Esta é uma doenca tropical negligenciada segundo a Organizacdo Mundial da Saude. O
crescimento populacional e o aumento dos fluxos migratorios fizeram com que a doenca
se alastrasse para regides do mundo ndo endémicas, representando atualmente um
problema de satde publica global emergente. A doenca de Chagas € transmitida por um
inseto hematdfago, o triatomineo que habita nas regiGes geogréaficas endémicas para a
doenca. A infecdo ocorre quando o inseto apoés realizar a sua refeicdo sanguinea, defeca
perto do local da picada. O hospedeiro vertebrado fica infetado quando as fezes
contaminadas com a forma infeciosa do parasita T. cruzi (tripomastigotas) entram no local
da ferida pelo ato de cogar ou por contacto com a conjuntiva, narinas ou mucosa bocal.
Em regides onde a doencga ndo é endémica, as principais formas de transmissao da doenca
sdo por transfusdo sanguinea, via oral, via congénita, transplante de sangue ou 6rgéos
infetados e acidentes de laboratdrio.

A fase inicial da doenca, que muitas vezes é assintomatica, podera evoluir para a fase
crénica que perdura toda a vida e onde as duas principais formas da doenca sdo a forma
cardiaca e a forma digestiva. Os sinais mais frequentes sdo a destruicdo do musculo
cardiaco a distensdo macica do trato intestinal.

Atualmente, apenas estdo disponiveis dois medicamentos para a doenca de Chagas, 0
Benznidazole e o Nifurtimox que apresentam eficécia elevada se forem administrados no
inicio da infecdo ou fase aguda que muitas vezes € assintomatica o que dificulta o
diagndstico precoce da doenca. Estes farmacos apresentam diversas limitaces por serem
toxicos, levando a ocorréncia frequente de efeitos adversos e por apresentarem variacao
de taxas de cura consoante a estirpe do parasita. Por isso a procura de novas terapias e de
profilaticos é de elevada relevancia para a doenca.

Para compreender melhor a resposta imunitaria inata inicial do hospedeiro a infecdo por
T. cruzi, neste estudo foi avaliada a ativacdo de macréfagos de murganho expostos a
forma infetante (tripomastigotas) do parasita em comparacdo com a forma néo infetante
(epimastigotas), e antigénios parasitarios. Os resultados obtidos sugerem o
reconhecimento do parasita pelo macréfago que conduziu a alteragcdes morfolégicas com
emissdo de pseuddpodes e uma ativacdo imunologica pro-inflamatdria decorrente da
producéo de interleucina (IL)-6, IL-12\IL-23p40 e do fator de necrose tumoral (TNF)-a
privilegiando a apresentacdo antigénica aos linfocitos T helper através das moléculas de
classe 1l do complexo major de histocompatibilidade. Para além de promoverem um
ambiente pré-inflamatoério, a forma infetante de T. cruzi induz a producdo de Oxido
nitrico, assim como os antigénios e a forma nédo infetante, que é benéfico no combate a
infecdo, conduzindo a morte do parasita.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, T. cruzi, macréfagos, epimastigotas,
tripomastigotas.



Abstract

Trypanosoma cruzi is an intracellular protozoan parasite that causes Chagas disease. This
disease is endemic in Latin America and infects humans and other mammals. The World
Health Organization considers this parasitic disease a neglected tropical disease. The
growth of population and increased migration flows have spread this disease to non-
endemic regions. Currently, it represents an emerging global public health problem. The
Chagas disease transmits by a hematophagous insect, the triatomine bug. This bug lives
in the endemic regions and infection occurs when the insect, after taking a blood meal,
defecates near the site of the bite. T. cruzi infection is transmitted to vertebrated hosts
when feces contaminated with T. cruzi infective forms (trypomastigotes) gain access
through scratching or contact with conjunctiva, nostrils, mouth mucosa or bite wounds.
In non-endemic regions, the main forms of transmission of the disease are blood
transfusion, oral route, congenital route, transplantation of infected blood or organs, and
laboratory accidents.

The initial phase of the disease, often asymptomatic, may evolve into a chronic phase.
This phase lasts a lifetime, and the two main forms of the disease are cardiac form and
digestive form. The most frequent signs are the destruction of the heart muscle and
massive distension of the intestinal tract.

Currently, only two drugs are available for Chagas disease, Benznidazole and Nifurtimox.
These only show high efficacy if administered at the beginning of the infection or in the
acute phase. Since clinical initial phase usually is asymptomatic, it makes early diagnosis
of the disease difficult. These drugs have several limitations as they are toxic. This leads
to frequent adverse effects and varying cure rates according to the strain of the parasite.
Thus, the search for new therapies and prophylactics is of high relevance for the control
of the disease.

To better understand the initial innate immune response of the host against T. cruzi
infection, the activation of mouse macrophages was examined after exposure to the
infecting form (trypomastigote) of the parasite in comparison with the non-infecting form
(epimastigote), and epimastigote and trypomastigote parasite antigens. The results
obtained suggest the recognition of the parasite by macrophages, which leads to
morphological changes that include pseudopod emission and a proinflammatory immune
activation, favoring the production of interleukin (IL)-6, IL-12\IL-23p40 and tumor
necrosis factor (TNF)-a. Moreover activated macrophages also can present parasite
antigens to T helper lymphocytes through major histocompatibility complex class Il
molecules. In addition to a pro-inflammatory environment, the T. cruzi infecting forms as
well as antigens and the non-infecting form induce nitric oxide production, which is
beneficial to fight the infection, thereby causing parasite death.

Key-words: Chagas disease, T. cruzi, macrophages, epimastigotes, trypomastigotes.
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1. Introducdo

1. Introducéo

1.1 O Parasita Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas ou Tripanossomose Americana, que tem como agente etioldgico o
protozoario Trypanosoma cruzi, foi descoberta pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas, em 1909 [1]. Atualmente, a doenca de Chagas afeta cerca de 7
milhGes de pessoas no mundo, sendo que a propagacdo deste protozoario ocorre
maioritariamente na América do Sul, América Central e México, onde representa um
problema de saude publica [1,2]. Porém, o crescimento populacional e o aumento dos
fluxos migratorios, fez com que esta doenca se alastrasse para outras regides do mundo,
representando um problema de salde publica global emergente [2,3]. T. cruzi € um
parasita de importancia médica e veterinaria, parasitando o homem, animais silvestres e

domésticos.

A classificacdo taxonomica de T. cruzi, definida por Levine e colaboradores em 1980 é a
seguinte: Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe
Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Subordem Trypanosomatina, Familia

Trypanosomatidae, Género Trypanosoma e Espécie Trypanosoma cruzi [4].

E possivel dividir as diversas espécies descritas de Trypanosoma em dois grupos, de
acordo com o local de desenvolvimento no intestino do invertebrado e a forma de
transmissdo aos hospedeiros vertebrados. T. cruzi inclui-se na subdivisdo Stercoraria,
com desenvolvimento no intestino posterior de triatomineos hematéfagos e transmissédo

por contaminacgdo de membranas mucosas ou pele escarificada, com as fezes do vetor [4].

Este parasita apresenta uma elevada diversidade genética [5]. A determinagdo dos genes
de algumas estirpes de T. cruzi tem permitido a caracterizacao da variabilidade genética.
Isto proporciona o progresso no conhecimento da estrutura das populagdes deste parasita,
permitindo compreender a evolugdo, a epidemiologia, as relagdes que estabelece com os
hospedeiros e vetores, a viruléncia e resisténcia a drogas terapéuticas [2]. Relativamente
a variabilidade genética, T. cruzi € dividido em sete unidades de tipagem discreta (DTUSs):
Tcl-TcVI e Tchat [6-8]. A classificagdo em DTUs tem como objetivo criar uma

nomenclatura para uniformizar a comunicagdo na comunidade cientifica.



1. Introducdo

1.1.1. Distribuic&o e transmissao

A doenca de Chagas € considerada uma doenca tropical negligenciada, segundo a
Organizacdo Mundial da Salde (OMS). E endémica da América Latina, onde a
transmissdo ocorre principalmente atraves do contacto com fezes e urina de triatomineos
infetados [1,4].

A medida que o homem foi procurando zonas mais rurais para construir casas, 0CuUpou 0s
territérios com triatomineos, 0 que proporcionou a sua adaptacdo a novos ambientes e
espécies. Por consequéncia, formou-se um ciclo doméstico e peridoméstico, onde o
triatomineo passa a alimentar-se em animais domésticos e humanos [4]. A doenca era
restrita a areas rurais, sobretudo devido as condi¢des habitacionais nessas areas, onde 0s
materiais de construcdo permitiam que o triatomineo vivesse nas fendas das paredes das
casas [9]. Contudo, devido a mobilizacdo da populacgdo para as areas urbanas, e a melhoria
das condicGes das habitacBes, nas Ultimas duas décadas, verifica-se que a maioria das
pessoas infetadas vive em ambientes urbanos. Devido ao aumento dos fluxos migratorios
e a globalizacdo, tem-se detetado a doenga um pouco por todo o mundo [1,4,10]. Sendo

que em areas nao endémicas o parasita é transmitido por vias independentes de vetor [9].

Os principais modos de transmissdo do parasita sao:

e Pelo vetor triatomineo. E um inseto hematdfago que apos realizar a sua refeicdo
sanguinea defeca perto do local da picada. O hospedeiro fica infetado quando as
fezes contaminadas entram no local da ferida pelo ato de cogar ou por contacto
com a conjuntiva, narinas ou mucosa bocal [11];

e Por transfusdo sanguinea, que constitui o segundo mecanismo de transmissdo de
importancia epidemiolégica [4];

e Por via congénita, o parasita pode ser transmitido pela placenta, em fase crénica
ou aguda da infecdo. Pode ocorrer baixo peso a nascenga, morte do feto, e mais
raramente miocardite e alteraces neuroldgicas do recém-nascido [12];

e Por via oral, por ingestdo de alimentos contaminados com fezes e urina de
triatomineo infetados [3];

e Por transplante, através do 6rgdo transplantado infetado, levado a uma infecéo
aguda grave no recetor que faz terapia imunossupressora [4];

e Por acidentes de laboratorio.
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Contudo a situacao epidemiolégica mudou e nos Ultimos anos os casos de doenca aguda,
devem-se principalmente a transmissdo oral, através da ingestdo de alimentos e bebidas
contaminadas, transplante de 6rgdos e acidentes laboratoriais [2]. Sendo a transmissédo
oral a forma que representa o cenario epidemioldgico emergente para a doenca de Chagas.
Os sumos de frutas, como é o caso de sumos de cana de agucar ou de acai, contaminados
com fezes de triatomineos infetados ou secre¢cdes de mamiferos infetados, constituem a
maior fonte de infecdo [2,3,10]. Verificou-se casos de infecbes com estirpes silvaticas,
em centros urbanos, onde o controlo de triatomineos domesticos e peridomésticos foi
eficaz. Indicando que a transmissao oral € um cenario epidemioldgico relevante que deve

ser vigiado para aplicacdo de medidas de controlo [2,3].

1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. cruzi é indireto, com transmissao vetorial e heteroxénico, em que o
parasita vive alternadamente em hospedeiros vertebrados (homem e outros mamiferos) e
no inseto vetor (triatomineo) [4]. A figura 1 ilustra as etapas do ciclo de vida do parasita

T. cruzi.

o

Figura 1: Esquema ilustrativo do ciclo de vida de T. cruzi.

1- Um triatomineo infetado realiza uma refeicdo sanguinea no ser humano e liberta tripomastigotas pelas fezes, perto
do local da picada. Os tripomastigotas libertados entram no hospedeiro pela ferida da picada ou através de membranas
mucosas intactas. 2- No hospedeiro, os tripomastigotas invadem as células e diferenciam-se em amastigotas
intracelulares. 3- Os amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria, e 4- diferenciam-se em tripomastigotas que sdo
libertados para a corrente sanguinea, podendo infetar diversos tecidos. 5- O triatomineo infeta-se ao realizar uma
refei¢do sanguinea de um hospedeiro com tripomastigotas circulantes. 6- Os tripomastigotas ingeridos transforma-se
em epimastigotas no intestino médio do inseto e 7- multiplicam-se por fissao binaria. 8- No intestino posterior do inseto,
0s epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos infetantes. (Adaptado CDC [13]).
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O hospedeiro vertebrado fica infetado quando os tripomastigotas metaciclicos infetantes,
eliminados pelas fezes e urina do triatomineo, durante ou logo apds a refei¢do sanguinea,
penetram o local da picada ou as mucosas. Na infecdo por ingestdo oral de sumos e fruta
contaminada com insetos infetados a invasao ocorre através do epitélio do estbmago. Os
tripomastigotas podem invadir células epiteliais junto ao local da infecdo ou atingir a
corrente sanguinea e ser fagocitados por macrofagos ou células dendriticas. Na célula, os
tripomastigotas ficam alojados em vacuolos parasitarios, posteriormente invadem o
citoplasma e diferenciam-se em amastigotas, processo chamado de amastigogénese. Esta
transformacdo é ativada, em parte pelo baixo pH do contetdo lisossomal durante a
fagocitose. Os amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria formando uma massa de
crescimento conhecida como pseudoquisto. A maior parte dos amastigotas transformam-
se em tripomastigotas, que se libertam para a corrente sanguinea, quando ocorre a rutura
do pseudoquisto. Estes tripomastigotas, a partir da corrente sanguinea, invadem outras
células mononucleadas ou tecidos para os quais tém tropismo elevado, como é o caso do
coracdo, estfago, colon, tecido adiposo e tecido nervoso. Assim, da-se a continuidade a
um novo ciclo de multiplicacdo, caso os parasitas ndo sejam destruidos por mecanismos
imunolégicos do hospedeiro. A progressdo da infecdo nos tecidos estd diretamente
relacionada com as manifestacdes clinicas da doenca de Chagas [4,12-17].

Os tripomastigotas que se encontram na corrente sanguinea, podem ser ingeridos por
outro triatomineo durante a realizacdo da sua refeicdo sanguinea, dando continuidade ao
ciclo biol6gico no vetor. No intestino médio do inseto, o parasita replica-se e diferencia-
se em epimastigotas. Os epimastigotas multiplicam-se por fissdo binaria, sendo
responsaveis por manutencao da infecdo no inseto. No intestino posterior, devido ao stress
nutricional, transformam-se em tripomastigotas (metaciclogénese), a forma infeciosa de
T. cruzi, sendo depois excretados pelas fezes. A metaciclogénese envolve multiplas
mudancas no parasita como modificagdes no nucleo, localizagdo do cinetoplasto,
aumento da heterocromatina, alongamento do citoplasma, aumento da bolsa do flagelo
no citoplasma e aumento das expressdes de proteinas principalmente associadas a
viruléncia. O ciclo do parasita no inseto pode levar 10-15 dias e uma vez infetado assim

permanece toda a vida [12-15].

Os tripanossomatideos, nos seus ciclos biolégicos apresentam um pleomorfismo que

decorre da adaptacdo fisioldgica ao ambiente especifico ou resulta da preparacéo para a
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préxima etapa do ciclo. A denominacao dessas formas é determinada pelo formato geral
da célula, ponto de exteriorizacdo do flagelo, posicao do cinetoplasto relativa ao nucleo
e as porcdes anteriores e posteriores da célula, a existéncia e extensdo de membrana
ondulante. A direcdo do movimento do flagelo ¢ para a frente (anterior), por isso, 0 ponto
de exteriorizagdo do flagelo foi determinado como a extremidade anterior da célula. A
nomenclatura das formas, usando o sufixo de origem grega “mastigota” indica flagelo,
que se torna livre na porcgéo anterior da célula. O cinetoplasto, presente nas formas de T.
cruzi, € a regido da mitocondria onde ocorre grande concentracdo de cromatina. A
presenca desta regido dad nome a classe Kinetoplastida, onde se inserem 0s
tripanossomatideos [4].

Pode-se descrever a morfologia das formas do parasita da seguinte forma:

e Epimastigotas: forma alongada com cinetoplasto justanuclear, o flagelo exterioriza-
se na extremidade anterior, lateralmente, e atravessa 0 COrpo como uma pequena
membrana ondulante [12].

e Tripomastigotas: corpo em forma de C, nucleo central e um cinetoplasto situado
posteriormente de onde se origina o flagelo, que atravessa todo o corpo como
membrana ondulante e liberta-se na extremidade anterior como flagelo livre [12].

e Amastigotas: sdo formas arredondadas sem flagelo externo, encontradas em células
reticuloendoteliais e outros tecidos. E a forma multiplicativa do parasita no mamifero
[12].

1.1.3 Invaséo celular

A interacdo entre tripomastigotas e a célula hospedeira, ocorre em trés fases: adeséo
celular, interiorizacdo e formacdo do vacuolo parasitario e ocorréncia de fendmenos
intracelulares. Na primeira fase, a adesdo celular acontece quando ocorre 0 contacto
membrana a membrana e a célula reconhece os tripomastigotas. Na segunda fase, quando
0 parasita adere a superficie da célula, leva ao aumento de calcio no citoplasma e ao
recrutamento e fusdo de lisossomas que passam a fazer parte da membrana do vacutolo

parasitario [4].

Na terceira fase, no meio intracelular, os tripomastigotas sobrevivem resistindo as acoes
enzimaticas lisossomicas. Estes rompem a membrana do vacuolo parasitario e

desenvolvem-se no citoplasma da célula, onde se transformam em amastigotas.
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Os amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria durante nove geraces e diferenciam-se
em tripomastigotas. Posteriormente, ocorre a lise da célula hospedeira sendo os parasitas
libertados para o espaco intercelular. O tempo aproximado para T. cruzi cumprir este ciclo
em células fagociticas é de cerca de 48-72h e em células ndo fagociticas demora 4-5 dias

aproximadamente [4].

T. cruzi apresenta um denso revestimento de fatores de viruléncia em ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Os tripomastigotas metaciclicos apresentam uma
glicoproteina de superficie GP82 que € o principal fator de viruléncia envolvido na adesdo
e invasdo da célula hospedeira [18]. A ligacdo de GP82 a células de mamifero,
desencadeia respostas, necessarias para a entrada do parasita na célula, como sinalizacédo
de célcio e mobilizacao de lisossomas. Os estudos demonstraram que GP82 é necessaria
para a ligacdo de tripomastigotas metaciclicos & mucina gastrica, em casos de infe¢do
oral. Foi ainda possivel verificar que a imunizacdo de camundongos com a proteina

recombinante funcional GP82 confere protecao contra infe¢do aguda [18].

Para sucesso do parasita, a invasdo celular deve ser eficaz. Como parasita intracelular
obrigatoério, houve uma evolucdo juntamente com os humanos, na complexidade de
interacdes moleculares entre o parasita e a célula hospedeira. Essas interacBes foram
necessarias para invadir as células do hospedeiro e assim migrar para varios tecidos,
escapando do sistema imunoldgico e permitindo replicacdes intracelulares. A migracéo e
invasdo sdo cruciais para a conclusdo do ciclo de vida do parasita [13]. T. cruzi é capaz
de invadir e multiplicar-se em células ndo fagociticas. A invasdo de células fagociticas e
ndo fagociticas ocorre em simultaneo [13]. O processo de invasdo é complexo e dindmico,

envolvendo interagdes de multiplos fatores do parasita e do hospedeiro.

Invasédo de células ndo fagociticas

A infegdo inicia-se com a interacdo do parasita com a membrana da superficie da célula,
através de varios ligantes de proteina na superficie da membrana do parasita. Sao varios
0s membros da superfamilia GP85/trans-sialidase que estdo envolvidos no inicio da
infecdo. GP82 e GP30 sdo proteinas de superficie dos tripomastigotas metaciclicos, que
medeiam a libertacdo de calcio no parasita e na célula. A trans-sialidase da membrana de
superficie do parasita promove a invasdo. A ligacdo do parasita a proteinas da matriz

extracelular e proteoglicanos também esta implicada na invasdo. A ligacéo e invasdo de
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células hospedeiras por parasitas, desencadeia varias vias de entrada diferentes e
sobrepostas. Isto demonstra como T. cruzi é bem-sucedido em infetar varios tipos de
células [13].

Invasdo de células fagociticas

As células fagociticas sdo alvo da infegdo parasitéria, principalmente no inico da infegéo,
quando os tripomastigotas sdo depositados no tecido pelo inseto. Os amastigotas
libertados por células infetadas sdo também internalizados por macréfagos (M®), através
da fagocitose. Inicialmente, os parasitas ficam alojados em vacuolos parasitarios, onde
podem ser eliminados pela geracdo de 6xido nitrico (NO) e do anido peroxinitrito
(ONOO"). A maturagdo dos vactolos em fagolisossomas é essencial para a sobrevivéncia
do parasita e para promover a passagem dos parasitas para o citoplasma da célula, onde

se diferenciam e replicam [13].

1.1.4 O Hospedeiro invertebrado - vetor

T. cruzi é transmitido por inUmeras espécies de triatomineos e sustentada por mais de 70
géneros de hospedeiros maniferos [2]. Os triatomineos sdo insetos hematdfagos,
conhecidos popularmente como “barbeiros” ou “chupdes” por realizarem a sua refeicdo
sanguinea na face do hospedeiro [19]. Estes insetos vivem nas fendas das paredes ou do
telhado de casas com condic¢des de construcdo mais rudimentares, assim como areas peri-
domiciliares, areas rurais e suburbanas. Tém atividade noturna e geralmente alimentam-
se quando os seres humanos estdo a dormir [11,20]. Estes insetos vivem em contacto
direto com o hospedeiro humano, assim como com animais domésticos e silvestres. A
transmissdo do ciclo silvatico envolve a interacdo entre os triatomineos e os mamiferos
reservatorios, que incluem gambas, tatus e roedores. A transmissdo no ciclo domeéstico
ocorre pelo contacto proximo entre seres humanos e o vetor, que coloniza areas

domeésticas e peri-domésticas [2].

A Classificacdo Taxondémica dos triatomineos vetores de T. cruzi é a seguinte: Filo
Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Hemiptera, Familia Reduviidae, Género Triatoma,
Panstrongylus ou Rhodnius [14].

Existem mais de 130 espécies de triatomineos que sdo potenciais vetores de T. cruzi, onde
se destacam as seguintes espécies, pela sua adaptacdo ao Homem e ao ambiente

domeéstico: Triatoma brasiliensis, T. infestans, T. pseudomaculata, T. dimidiata, T.
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sordida, T. maculata, T. phylosoma, Panstrongylus megistus, P. lutzi, Rhodnius
palescense e R. prolixus [21].

1.1.5 O Hospedeiro vertebrado
Nos hospedeiros vertebrados, o parasita € encontrado na forma de amastigotas
intracelulares, e na forma de tripomastigota na corrente sanguinea. Estas formas séo

também infetantes para células in vitro [4].

Para além do Homem, o parasita infeta animais domésticos e silvestres, que sdo
considerados reservatorios do parasita [11,19]. Os ciclos de transmissdo envolvem
habitats silvestres, domésticos e peri-domésticos. Onde se consideram como principais
reservatorios silvestres gambas, tatus e roedores, e domésticos e peri-domésticos os caes,

gatos e roedores sinantrépicos comensais [22].

1.1.6 A doenca de Chagas
A infecdo causada por T. cruzi € uma antropozoonose, que nos humanos é causadora da

doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana [5,19].

No vertebrado, a fase aguda da doenca corresponde a fase inicial, onde a parasitémia é
mais elevada. Pode ser assintomatica, que é a forma mais frequente, ou sintomatica. Este
facto esta relacionado com a competéncia imunoldgica do hospedeiro. Se o hospedeiro é
capaz de desenvolver uma resposta imune eficaz contra o parasita, a parasitémia diminui

e a infecdo tende a evoluir para fase crénica [4].

Na fase aguda, se ocorrer manifestacdo de sintomas estes surgem alguns dias apds a
entrada do parasita no organismo. O periodo de incubacdo é de 7-15 dias para a
transmisséo vetorial, para a transmissao oral o tempo de incubagéo pode ainda ser inferior
que a transmiss&o vetorial, e 30-40 dias para a transmissdo por transfusdo sanguinea [9].
Os parasitas multiplicam-se exponencialmente até haver o estabelecimento da resposta
humoral. Esta libertacdo de anticorpos, faz com que o nimero de parasitas comece a
diminuir [23].

Quando ocorre transmisséo por vetor, a fase aguda tem inicio quando o parasita libertado
pelas fezes do vetor, na forma tripomastigota, penetra na conjuntiva (originando o sinal
de Romana), ou na pele (originando o chagoma de inoculagéo). Estas lesdes ocorrem em

apenas 50% dos casos em fase aguda. O sinal de Romana caracteriza-se por edema
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palpebra, congestdo conjuntival, linfadenite dos linfonodos pré-auriculares,
submandibulares e outros. O chagoma, ¢ um nddulo subcuténeo eritematoso, resultante
da inflamacdo aguda no local da derme e hipoderme onde o parasita foi inoculado
[4,12,17,19].

As manifestaces clinicas nesta fase da doenga sdo essencialmente febre, inflamacgéo no
local de inoculacdo, linfadenopatia generalizada, edema dos membros inferiores e
hepatoesplenomegalia. Pode ocorrer sintomas como miocardite aguda e sinais
neurolégicos (como meningoencefalite), sendo estes mais frequentes em criangas, jovens
ou em individuos imunossuprimidos. A meningoencefalite e mais raramente a faléncia
cardiaca, devido miocardite aguda, pode provocar a morte a cerca de 10% das criancas,

na primeira infancia [4,12,19].

A infecéo por via oral pode provocar uma sintomatologia mais severa, relacionado com
a quantidade de parasitas ingeridos, que geralmente € superior comparando com a
transmissdo vetorial. E as manifestacBes sdo principalmente digestivas, devido a

penetracdo e multiplicacdo dos parasitas na mucosa gastrica [10,23].

A partir do local de inoculacdo, T. cruzi, pode parasitar qualquer célula, sendo as mais
frequentes os macrofagos, células de Schwann, microglia, fibroblastos, células
musculares lisas e estriadas. A reacdo inflamatoria aguda focal favorece o
estabelecimento da resposta imunitaria mediada por anticorpos, ja na segunda semana de
infecdo. Contudo, os parasitas integros ndo sdo detidos pelo sistema imunitario e

parasitam outros érgdos, como o corac¢do, provocando a miocardite [4].

A evolugdo natural conduz a cura aparente, em cerca de 4-8 semanas, com supressdo dos
sintomas, passando a fase indeterminada ou de laténcia (sem sintomas ou sinais). Nesta
fase, o individuo infetado pode permanecer assintomatico 10-20 anos, ou toda a vida. Os
individuos infetados na fase aguda inicial assintomatica, que representam cerca de 95%,
progridem também para cronicidade, usualmente para a forma indeterminada que dura
toda a vida [9,12,19].

O desenvolvimento das diversas fases clinicas da doenca ocorre lentamente, durante anos
ou décadas apds a infecdo inicial. Depois de varios anos assintomaticos, cerca de 30%

dos doentes infetados progride para a fase crénica apresentando sintomatologia devido a
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multiplicagdo dos parasitas, causando danos em um ou mais 6rgéo. Os locais anatomicos
mais afetados sdo o musculo esquelético, musculo cardiaco, trato gastrointestinal e
sistema nervoso. A sintomatologia comeca quando ocorre reativacdo intensa do processo

inflamatdrio, causando alteragdes nestes érgdos [4,9,12].

Na fase cronica as duas principais formas da doenga de Chagas sdo a forma cardiaca,
relacionada com o sistema cardiovascular, e a forma digestiva relacionada com o sistema
digestivo. Os sinais mais frequentes relacionados com a severidade e progressao sao a
distensdo macica do trato intestinal (es6fago e célon) e destruicdo do musculo cardiaco
[20].

A forma cardiaca é caracterizada pela cardiomiopatia chagasica crénica sintomatica, em
que o quadro clinico principal é a insuficiéncia cardiaca congestiva. A persisténcia de
amastigotas no miocardio causa disturbios que podem levar a faléncia cardiaca,
fendmenos tromboemboliticos e a morte subita. A forma cardiaca estd associada a
embolia sistémica, originando enfartes em varios 6rgdos, especialmente eventos
cerebrovasculares, que podem levar a morte subita. Quando os mecanismos de
compensacao cardiacos ja ndo sdo suficientes para superar as deficiéncias relacionadas
com a falta de forca de contracdo (insuficiéncia cardiaca congestiva) tem por
consequéncia a dispneia de esforco, insonia, congestdo visceral e edema dos membros
inferiores que evolui para dispneia continua, anasarca e morte. A causa habitual de morte,
na forma cardiaca da doenga, € insuficiéncia cardiaca irredutivel ou morte subita por

embolia ou fibrilacdo [4,9,19].

A forma digestiva € menos frequente que a cardiaca. Nesta forma, ocorre
comprometimento intestinal, caracteristico da forma digestiva da doenca. As alteracdes
digestivas sdo causadas pela desnervacdo dos plexos autbnomos do trato digestivo, que
levam a disturbios na absorcéo, motilidade e secre¢do, acompanhado de descoordenagao
motora e dilatacdo. Estas alteracbes morfologicas e funcionais ddo origem ao
megaesofago e megacolon caracteristicos desta forma da doenca. As megavisceras levam

a disfagia, em casos de megaesdfago e a obstipacdo, em casos de megacédlon [4,9,19].

A coinfecdo de T. cruzi com HIV ou terapéuticas imunossupressoras, pode despoletar a

reativacdo da fase aguda, dando origem a manifestacdes clinicas ndo usuais como lesfes
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cuténeas, envolvimento do sistema nervoso (meningoencefalite) ou lesdes cardiacas

graves [5,12].

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) € raro e tem mau prognostico. Pode
resultar em disfuncéo cognitiva, incluindo deméncia ou neurite. Este envolvimento do
SNC esta principalmente relacionado com a reativacdo da doenca, especialmente em
pacientes imunossuprimidos. As manifestacdes clinicas variam em funcdo do tamanho,
localizacdo e nimero de lesbes, sendo febre, cefaleia, défice focal, convulsdes e perda

sensorial as mais frequentes [9].

Sdo diversos os fatores que atuam direta ou indiretamente no aparecimento de sintomas
e lesdes causadas por T. cruzi. Alguns devem-se ao parasita (como a viruléncia da estirpe,
tropismos celulares, reinfecdo, infe¢cbes mistas, entre outros) e outros sdo inerentes ao
proprio hospedeiro (como a genética, idade, género, nutricdo, tipos de células que
interagem com o parasita, entre outros). Isto demonstra que 0s mecanismos pelos quais
T. cruzi causa as lesBes sdo multifatoriais, onde se inclui ainda fatores culturais e

geograficos [4,5].

1.1.7 Diagnostico

Diagnostico clinico

A presenca do sinal de Romana ou chagoma de inoculagéo, febre irregular, adenopatia,
hepatoesplenomegalia, taquicardia, edema dos membros inferiores ou generalizado, sao
sinais da fase aguda da doenca. Alteracdes cardiacas, sinais de insuficiéncia cardiaca (por
ECG- eletrocardiograma) e alteracdes digestivas, do esdfago e do colon (detetaveis por
raio X) podem fazer suspeitar de um paciente em fase crénica da doenca, tendo de ser
confirmando por métodos laboratoriais. Em alguns pacientes, apesar da diminuicdo da
parasitémia, do edema e das les6es, ndo volta a ter um ECG normal, ou seja, continuam
com sintomatologia cardiaca. Sinais tipicos da doenga de Chagas sdo o bloqueio do ramo
direito do feixe de Hiss, verificado no ECG, (consequéncia do comprometimento do
sistema autdbnomo regulador das contracdes cardiacas) e a presenca de megaeséfago e
megacolon (apesar de sé aparecer em menos de 20% dos infetados). Contudo, na maior
parte dos casos os individuos sdo assintomaticos e podem ter exames clinicos (como ECG
e raio X ao tdérax) normais. Nesses casos a suspeita pode surgir do historico

epidemioldgico do paciente, como residéncia em areas endémicas do parasita, familiares
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com doenga de Chagas e trabalho com o parasita em laboratério. Sendo sempre
necessarios exames laboratoriais para exclusdo ou confirmacéo da doenca [4,23].
Diagnostico laboratorial na fase aguda

Na fase aguda, onde a parasitémia é elevada, podem ser detetados tripomastigotas no
sangue periférico. Neste caso, recorre-se a métodos parasitologicos diretos ou métodos
de concentracdo para pesquisa de parasitas vivos. Nos métodos parasitolégicos diretos,
observa-se a0 microscopio oOtico sangue fresco entre lamina e lamela ou um esfregaco
sanguineo corado com Giemsa ou hematoxilina-eosina. Os métodos parasitologicos de
concentracdo sdo a gota espessa (que por concentrar maior quantidade de sangue
apresenta maior probabilidade de encontrar o parasita, porém é de dificil visualiza¢éo), o
método de Strout e microhematocrito. Nestes métodos o diagndstico também é feito
através do microscépio 6tico, onde se observa o produto bioldgico concentrado [2,23].
Os métodos diretos sdo os mais utilizados por serem baratos e faceis de executar, contudo
s80 necessarios recursos humanos experientes na pesquisa e diagnostico de T. cruzi. Se o
resultado for positivo ndo é necessario contra-analise e o diagndstico pode ser enviado ao
médico [23].

A resposta de anticorpos, na fase aguda, é possivel ap6s 1-2 semanas, principalmente
anticorpos IgM. Contudo, nesta fase o diagnoéstico € feito por métodos parasitoldgicos.
Os testes seroldgicos de pesquisa de anticorpos podem ser realizados, caso 0 exame
parasitolégico seja negativo e ainda persistam dividas no diagndstico. Os anticorpos
podem ser detetados por vérias técnicas, sendo as mais comuns a imunofluorescéncia
indireta (I1IF) e aglutinacdo direta. Apés resposta IgM, as 1gG serdo detetadas em
titulacBes pequenas, que irdo aumentar progressivamente. A partir do segundo més apos
sintomas, a maioria dos individuos apresenta IgG detetaveis, que irdo permanecer até ao

fim da vida a menos que haja intervencéo terapéutica [23].

Para complementar o diagnostico, podem ser utilizadas técnicas moleculares como PCR.
Os metodos parasitolégicos indiretos, como hemoculturas e xenodiagnostico, também
podem ser utilizados, mas a sua sensibilidade é variavel alem de serem testes demorados

o0 que dificulta a rapida aplicacdo da terapéutica [2].
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Diagnostico laboratorial na fase cronica

Os exames parasitologicos ndo devem ser utilizados na fase cronica da doenca, pois a
maioria ira apresentar resultado negativo. Os parasitas apenas sdo facilmente detetaveis
na fase aguda ou durante reativacao na fase cronica, devido a imunossupressao. Na fase
cronica, os testes de eleicdo sdo seroldgicos. A partir das 4 semanas, anticorpos 1gG sao
detetaveis, com maior afinidade a medida que o tempo passa, permanecendo o resto da
vida [23].

Na fase cronica, com parasitémia intermitente ou muito baixa e presenca de anticorpos
IgG especificos, recomenda-se a utilizacdo de métodos seroldgicos (como: IIF, ELISA,
hemaglutinacdo indireta ou fixacdo do complemento) ou métodos de parasitologicos
indiretos (como: xenodiagnostico, hemocultura ou inocula¢do em animais de laboratério).
Estes ultimos sdo utilizados quando os testes seroldgicos sdao duvidosos ou quando se

pretende verificar a eficacia do tratamento [2,4].

O diagndstico, na fase cronica, baseia-se na detecdo seroldgica que evidencia a presenca
de anticorpos especificos no soro do paciente. Os testes seroldgicos incluem testes
convencionais que usam o antigénio completo do parasita ou os testes ndo convencionais
baseados em antigénios recombinantes. Nos testes convencionais podem ocorrer falsos
positivos devido a reacdes cruzadas com anticorpos de outros parasitas (como Leishmania
spp. e Trypanosoma rangeli) que estdo presentes em areas geograficas endémicas de T.
cruzi [2,23].

A OMS, recomenda gue o diagndstico seroldgico seja realizado utilizando sempre dois
testes seroldgicos diferentes. Se os dois métodos apresentarem resultados contraditérios
deve realizar-se um terceiro método. Se permanecer a duvida, realizar um quarto método
de imunodiagndstico e se ainda permanecer a duvida deve-se realizar um método de

diagnostico ndo imunoldgico [24].

A forma indeterminada, com infecéo latente, é caracterizada por positividade em exames
serologicos e/ou parasitolégicos, auséncias de sintomas, eletrocardiograma normal, e

exame de radiologia com coracdo, esofago e estbmago normais [4].

Os testes serologicos podem ser divididos em convencionais e ndo convencionais. Os
testes convencionais sdo: fixacdo do complemento (CF) (encontra-se em desuso),

hemaglutinacéo indireta (IH), aglutinagéo direta, imunofluorescéncia indireta (I11F) e teste
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imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Os testes ndo
convencionais sdo: ensaio de radio-imunoprecipitacdo (RIPA), Western blot, ensaios

liticos, citometria de fluxo e quimiluminescéncia [23].

As caracteristicas, vantagens e desvantagens dos testes de diagnostico laboratorial,
divididos em trés categorias (Testes parasitologicos indiretos, Testes seroldgicos

convencionais e Testes seroldgicos ndo convencionais) estao listados nas figuras 2, 3 e 4.
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Testes de diagnostico parasitolégicos indiretos

Testes Caracteristicas Vantagens Desvantagens
= Hoje em dia da-se Pode ser Teste demorado;
§ preferéncia pelo realizada em Necessita de um grande
(= xenodiagndstico artificial, | campo. nimero de insetos que
g ° alimentado os insetos com tém de ser alimentados e
S sangue do paciente atraves mantidos em condicdes
x de uma membrana. 6timas.
Requer a culturaem meio | Requer Teste demorado;
LIT do conteudo celular apenas uma Necessita de técnicos
< do sangue (sem plasma) colheita de experientes;
% durante um maximo de 5 | sangue do Necessita de processar 0
= meses com observagoes paciente. sangue em varios passos e
£ mensais para isolamento em condicdes de
T dos parasitas esterilidade;
Os reagentes necessarios
ndo sdo comercializados.
E raramente utilizado. NA Necessidade de
S Pode ser utilizada em manutencgéo de animais de
= conjunto com o laboratdrio para realizar a
E o xenodiagnostico com infecéo.
T 5 inoculacéo das fezes do
= g vetor para posterior
S 2 isolamento e
&= caracterizacdo do parasita.
§ O animais de laboratdrio
< mais utilizadas sao
murganhos BALB.
Amplificacdo in vitro de Elevada N&o é um teste
fragmentos de DNA de T. | sensibilidade. comercializado;
cruzi presentes em E dispendioso;
amostras de sangue, soro Necessita de recursos
ou tecidos do paciente humanos qualificados;
infetado. Tem sensibilidade
g variavel consoante as
o caracteristicas da
populagéo, do teste e da
fase da doenca (na fase
cronica a parasitémia é
baixa e ndo permite
atingir 100%
sensibilidade).

Figura 2: Testes de laboratoriais de diagnostico, parasitolégicos indiretos, que podem ser utilizados no diagnéstico
laboratorial da fase cronica da Doenga de Chagas [23].
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Testes de diagnostico seroldgicos convencionais

Testes Caracteristicas Vantagens Desvantagens
o Muito utilizada na fase Facil A sensibilidade e
'§« aguda e cronica. Utiliza execucéo; especificidade varia
£ £ hemécias sensibilizadas Baixo custo; entre os Kits
g’ = com antigénios de _T. cruzi, Resultados comerciais.
= £ na presenca de anticorpos rapidos.
ke no soro do paciente ha
aglutinacéo.
Baseia-se na aglutinagéo Simples; Leitura dificil devido
ke de apticorpqs contraT. Possibilidade a cor clara dos
& < | Cruzi, se estiverem de pesquisar epimastigotas.
S © | presentes. IgM (se
% = Resultado positivo para processado
< titulos superiores a 1/32. com e sem 2-
ME).
Reacéo de soro do doente O mesmo A elevada
com formas epimastigotas conjugado sensibilidade pode
do parasita incubado com pode ser também levar a
um conjugado (segundo utilizado no reacOes cruzadas;

Imunofluorescéncia indireta

anticorpo conjugado com
molécula fluorescente).

diagnostico de
varias

A execucdo é
complexa;

Leitura em microscdpio de doencas; Requer técnicos
fluorescéncia. Elevada experientes;
sensibilidade. A presenca de fator
reumatoide pode
levar a um falso
positivo.
Possibilita a identificagdo Elevada Execugdo morosa
de antigenos ou anticorpos sensibilidade; com muitos passos;
é especificos no plasma/soro Possibilidade Requer técnicos
= do doente. de ser experientes;

automatizada.

Tem especificidade
limitada.

Figura 3: Testes de laboratoriais de diagnostico, serolégicos convencionais, que podem ser utilizados no diagnostico
laboratorial da fase crénica da Doenga de Chagas [23].
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Testes de diagnostico seroldgicos ndo convencionais

avaliagdo do sucesso do
tratamento.

Testes Caracteristicas Vantagens Desvantagens
9 Imunoprecipitagdo Gold standard Dispendioso;
o | efetuada com antigénio ou | da serologia. Nao esta amplamente
4 & | anticorpo marcados com disponivel;
5 g | radioisotopo. Execugdo morosa;
GG Utiliza radioisotopos;
é Raramente utilizado.
Técnica que permite e Excelente Dispendioso;
visualizar a ligacdo entre especificid Execucdo morosa.
= 0s anticorpos dos doentes adee
E e as fragdes antigénicas sensibilida
= individualizadas do de;
2 parasita. e Esta
= disponivel
comercial
mente.
9 Identifica anticorpos com | Bons Ndo estd disponivel
o capacidade de lisar os resultados comercialmente;
= parasitas. quando E dificil de ser adaptado
2 adaptado a na rotina laboratorial.
=z citometria de
L fluxo.
Consiste na combinacao Elevada Né&o esta disponivel no
o da amostra do doente com | sensibilidade e mercado;
§ uma molécula especificidade. E dificil de ser adaptado
§ quimi_oluminescer)te. A na rotina laboratorial;
£ quantidade de anticorpos Podem ocorrer falsos
£ presentes na amostra é positivos.
= proporcional a emissao de
= luz. E aplicado na
o

Figura 4: Testes de laboratoriais de diagndstico, serolégicos ndo convencionais, que podem ser utilizados no
diagndstico laboratorial da fase crénica da Doencga de Chagas [23].

Os testes rapidos para detecdo do parasita também estdo disponiveis. Estes, néo

necessitam de técnicos experientes para a sua realizacdo e podem ser realizados em meios

rurais ou em locais sem acesso a equipamento laboratorial, mas que seja necessario

realizar um diagnostico de infecdo. Estes testes baseiam-se na pesquisa de anticorpos no

sangue [23].
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1.1.8 Profilaxia

O controlo do vetor tem mostrado ser o método mais eficaz no controlo da doenca, na
América Latina. E importante também prevenir a infecdo através de transfusdes
sanguineas e transplante de 6rgdos, melhorando a detecdo e tratamento das pessoas
afetadas. Devemos ainda incluir na prevencdo a transmissdo oral, responsavel por
diversos surtos da doenca na Ultima década. Este modo de transmisséo € evitavel desde
que se tomem medidas preventivas. E importante instruir a populacéo, principalmente de
areas endémicas, para adotar medidas de higiene e boas préticas na preparacdo e
armazenamento de alimentos. Assim como a educacdo do viajante, de modo a garantir
um consumo alimentar responsavel e de qualidade, que envolve o conhecimento da cadeia

produtiva, da fonte ao consumo [10].

A OMS recomenda as seguintes abordagens para prevencao e controlo da doenga. Em
areas geograficas onde o vetor estd presente deve-se: utilizar inseticidas em areas
residenciais, incrementar as condicdes habitacionais e de limpeza de modo a impedir
infestacOes do inseto vetor, educar as comunidades para adotar medidas de prevencao,
alertar para adocao de boas praticas de higiene na preparacdo, transporte, armazenamento
e consumo de alimentos. Mesmo em locais ndo endémicos deve haver maior vigilancia
dos dadores de sangue e dos dadores e recetores de Orgdos; acesso a diagndstico e
tratamento antiparasitario; monitorizacdo dos filhos de mulheres infetadas e sem
tratamento antiparasitario prévio, efetuar diagndstico precoce e administrar, se

necessario, o tratamento [1].

Em 2005 a OMS reconheceu a doenca de Chagas como sendo uma doenca tropical
negligenciada. Em 2020, o roteiro para as doencas tropicais negligenciadas, 2021-2030,
incluiu cinco objetivos para a doenga de Chagas, sendo eles: a verificagdo da interrupgéo
da transmissdo vetorial domiciliaria, a verificacdo da interrupcdo da transmissdao por
transfusdo sanguinea, a verificacdo da interrupcdo da transmissdo por transplantes de
orgdos, a eliminacao da doenga de Chagas congénita e a cobertura de 75% da populagéo

elegivel para tratamento antiparasitario [1].

1.1.9 Tratamento
O tratamento atual para a doenca de Chagas esta reduzido a dois farmacos, Benznidazole

e Nifurtimox. Sendo bastante eficazes se forem administrados no inicio da fase aguda da
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doenca, mas a sua eficacia diminui com o evoluir da infe¢do. Contudo, o tratamento é
também indicado para casos de reativacdo da infecdo e para pacientes em fase crénica
inicial, como em casos de mulheres, antes ou apds a gravidez, para prevenir infecoes
congénitas. Adultos infetados, especialmente 0s que ndo apresentam sintomas, devem
receber tratamento pois pode prevenir ou conter a progressdo da infe¢do [1]. Estudos
clinicos comprovaram que ambos os farmacos sao eficazes em recém-nascidos (até 99%
de cura) e na fase aguda da doenca (até 80% de cura). Em criancas até 14 anos, 0
Benznidazole curou até 60-70% dos individuos. Contudo, em adultos em fase cronica da
doencga, tem sido debatido se devem ser tratados ou ndo. Isto porque com base nos
critérios de cura, confirmando por métodos PCR, cerca de 80% dos doentes ndo ficam

curados [2].

O Benznidazole apenas tem acdo contra as formas sanguineas e o Nifurtimox age contra
as formas sanguineas e parcialmente com as formas teciduais. As limitacbes destes
medicamentos sdo a ocorréncia frequente de efeitos adversos e a variacdo das taxas de
cura nas diferentes fases da doenca e em regides geograficas diversas, devido as
caracteristicas das estirpes infetantes [2]. Existe ainda uma resisténcia natural ao
Benznidazole e ao Nifurtinox, verificada in vivo e in vitro, que ndo esta relacionada com
nenhuma DTUs [2].

Os medicamentos utlizados séo toxicos, mas atualmente ndo existem outras alternativas
terapéuticas. H& cada vez mais estudos a serem feitos para a procura de alternativas
terapéuticas para esta doenca. Inibidores da cruzipaina, e sobretudo protéase de cisteina
de T. cruzi, sdo candidatos promissores a novos farmacos, ja que esta protéase é essencial
para a viabilidade de todas as formas bioldgicas de T. cruzi e tem um papel importante
nas varias etapas cruciais do ciclo de vida, como é o caso da invasao celular, replicacéo e

diferenciacéo [14].

Critérios de cura

Os critérios clinicos sdo limitados, especialmente na fase cronica quando o paciente €
assintomatico ou possui lesdes irreversiveis. Neste caso, sao 0s métodos laboratoriais que
permitem 0 seguimento de doentes em tratamento, através de teste seroldgicos e

parasitologicos. A cura € atingida quando os anticorpos IgG especificos para T. cruzi
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deixam de ser detetados. Exames parasitologicos positivos indicam falha no tratamento
[23].

Considera-se curado 0 paciente que apresente: parasitémia negativa (hemocultura,
xenodiagnostico e PCR), testes de serologia convencional negativos (ELISA, reacdo de
hemaglutinagdo indireta e reagGes de imunofluorescéncia indireta) e ainda testes
negativos de serologia ndo convencional (lise mediada por complemento e pesquisa de
anticorpos anti-tripomastigotas vivos por citometria de fluxo). Existe uma categoria de
doentes denominados “dissociados”, com exames parasitoldgicos negativos, serologia
convencional positiva e serologia ndo convencional negativa. O acompanhamento destes
doentes mostrou que apesar de apresentarem serologia convencional positiva, podem
também ser considerados curados, pois um resultado negativo em testes de serologia

convencional ocorre tardiamente [4].

1.2. Resposta imunitaria

Dentro da complexidade do sistema imunitario podem ser distinguidas duas atividades
fulcrais, o reconhecimento de substéncias estranhas ao corpo e a remocdo dessas
substancias, através de um conjunto de células e moléculas. Os componentes do sistema
imunitario inato sdo ativados quando se detetam padrdes moleculares associados aos
agentes patogénicos (PAMP) e padrées moleculares associados a perigo (DAMP),
quando por exemplo hé lesdo dos tecidos. As células ativadas libertam quimiocinas, que
recrutam mais células imunitarias para o local de inflamacéo/infecdo e citocinas que
estimulam a atividade imunitaria dessas células. As citocinas sdo proteinas que possuem
um efeito pleiotropico, permite ativar outras ceélulas, induzir a diferenciacdo e
potencializar a atividade microbicida. As quimiocinas sdo citocinas que funcionam como
fatores quimiotaticos que orientam outras células do sistema imune para o foco de infecéo

ou para tecidos lesados [18].

Quando o sistema imunitario inato deteta PAMP ataca de imediato a estrutura que contem
essas moléculas. Os principais intervenientes na resposta imunitaria inata s&o:
macrofagos, neutréfilos e proteinas soltveis como os fatores do complemento, lisozima
e enzimas proteoliticas. Embora eficaz, a resposta inata muitas vezes nao é suficiente para
eliminar o agente infecioso. A resposta imune adaptativa, mediada pelos linfocitos T e B,

leva mais tempo para ser totalmente funcional, mas é adaptada especificamente ao agente
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infecioso. As moléculas reconhecidas pelos linfdcitos T e B s@o os antigénios dos agentes
patogénicos, que estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo, aumentando a quantidade de
linfécitos capazes de identificar os antigenios. Este reconhecimento especifico dos
agentes patogénicos induz a diferenciacdo de linfocitos efetores e de linfdcitos de
memoria. O sistema imune inato e o sistema imune adaptativo atuam em conjunto para
identificar e destruir os agentes infeciosos. O sistema inato, sendo mais rapido permite
controlar as fases iniciais da infecdo até que o sistema adaptativo fique apto a dar uma

resposta mais especifica [18].

Os neutréfilos e macréfagos sdo componentes cruciais do sistema imunitario inato,
constituindo a primeira linha de defesa contra agentes infeciosos. Os macréfagos,
juntamente com as células dendriticas desempenham um papel fundamental na ativacao

da resposta adaptativa atraves da apresentacdo de antigénios aos linfdcitos [25,26].

Uma das formas que o sistema imunitario tem para lidar com intrusos é o sistema do
complemento. E um mecanismo constituido por um conjunto de proteinas séricas que se
formam progressivamente, constituindo uma cascata e que tém diferentes modos de
atuacdo, promovendo reacGes inflamatérias. Este sistema pode ser ativado por
mecanismos diferentes, dependendo da via de ativacdo (via classica, via alternativa e via
da lectina). A via classica é ativada por anticorpos, enquanto a via alternativa é ativada
por proteinas, como lipopolissacarideos, encontradas na superficie do agente patogénico.
A via da lectina é ativada pela ligacdo da proteina MBL (lectina ligante de manose) a

manose existente nas superficies dos agentes patogénicos [18].

1.2.1. Macrofagos

A palavra macrofago deriva do grego Makros que significa grande e Phago que significa
aquele que come (referindo-se a fagocitose) [27]. Sdo células sanguineas, grandes, com
formato irregular, citoplasma abundante, nucleo grande e central e com grande

capacidade fagocitica.

Podemos separar 0s Macrofagos (M®) em duas categorias, relativamente a sua formacao
de origem. Os que se formam a partir da diferenciagdo de monaocitos, que derivam de um
percursor mieloide na medula 0ssea e os M® residentes (especificos de determinados
tecidos e com capacidade de proliferacdo independente de mondcitos) [25,28,29]. O

primeiro grupo, sdo leucdcitos que derivam de mondcitos sanguineos, que quando
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migram da corrente sanguinea para os VArios tecidos, diferenciam-se em M®. Em
condicBes de infecdo e inflamacgdo do tecido, sdo libertadas quimiocinas que levam a
ativacdo e atracdo dos mondcitos sanguineos para o local onde ocorre a
infecdo/inflamac&o. E no tecido que o mondcito se diferencia, passando a ser designado
de M® atuando na defesa imune inata do organismo e estando envolvido na remodelagéo
e reparacdo dos tecidos [26,29].

Apods ativacdo, os M@ especializam-se e adaptam-se de acordo com o tecido em que se
localizam. Os M® residentes, apresentam caracteristicas fenotipicas e funcionais como é
o caso de: microglia (no sistema nervoso central), osteoclastos (no 0sso), macréfagos
alveolares (no pulméo), histidcitos (no baco e tecido conjuntivo intersticial) e células de
Kupffer (no figado) [25,30].

Sendo células com grande plasticidade, o fen6tipo e as fungdes exercidas pelos M® sdo
regulados pelo meio envolvente através de estimulos e sinais emanados pelos
tecidos/orgaos onde se encontram [30]. De acordo com o tipo de ativacdo, estas células
podem apresentar polarizacdo: os M® ativados pela via classica ou M1, e os M® ativados
pela via alternativa ou M2 [31]. Os M1 sdo pré-inflamatorios e polarizados por antigénios
bacterianos, como é o caso do lipopolissacarido (LPS) e citocinas pré-inflamatorias,
nomeadamente IFN-y e TNF-a [25]. Macréfagos M1 produzem citocinas pro-
inflamatorias ( 1L-6, IL-12, IL-23 e TNF-a) assim como 0Oxido nitrico (NO) [30]. Os
macréfagos M2 sdo anti-inflamatdrios, imunorreguladores e polarizados por citocinas
anti-inflamatorias, como é o caso de IL-4 e IL-13, produzindo citocinas também anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF-B) [25,30]. A existéncia dos dois fendtipos, M1 e M2, é
referido como a polarizacdo dos macréfagos, no entanto estadios intermédios podem
existir [30].

Os M® conseguem destruir agentes patogénicos, reparar o dano tecidual decorrente da
inflamacdo ou do agente patogénico, mantendo a homeostasia que depende do equilibrio
entre M1 e M2 [31].

Os Md M2 podem ainda ser divididos em subclasses: M2a, M2b, M2c, M2d. IL-4 e IL-
13 induzem a ativagdo de Md M2a que expressam niveis elevados de CD206 (recetor de
manose). Tem acgdo anti-inflamatoria e reparadora de tecido. M® M2b pode ser induzido

por complexos imunes e agonistas de recetores Toll-like (TLR) ou recetores de IL-1. Esta
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subclasse produz citocinas anti e pré-inflamatorias (1L-10, IL-1p, IL-6 e TNF-a). Sendo
as suas funcdes a ativacdo de células Th2 e imunorregulagdo. M® M2c sdo induzidos por
glicocorticoides, 1L-10 e TGF- B, fagocitando células apoptoticas, M® M2d é induzido
por agonistas de TRL através do recetor de adenosina. A ativacdo do recetor de adenosina
leva a supressdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias, induz a produgdo de
citocinas anti-inflamatorias e ainda fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que
no caso de macrofagos associados ao tumor (TAMS) promove a angiogenese e a

progressao tumoral [30].

A ativacdo dos M® é um processo de grande relevancia em doencas infeciosas e doencas
cronicas. As funcbes dos M@ incluem: fagocitose de agentes patogénicos, detritos e
células mortas; apresentacdo antigénica associada ao complexo major de

histocompatibilidade (MHC); producdo de citocinas e de radicais oxidativos [26,30].

Os monacitos e 0s M® migram para os locais de inflamacédo, processo iniciado pelos
PAMPs libertados pelos agentes patogénicos, e pelos DAMPs libertados pelas células
danificadas e mortas, com o intuito de eliminar os sinais inflamatérios e conduzir a
reparacdo do tecido. Também as células T ativadas, incitam o recrutamento de M®

através das quimiocinas e ativacao através das citocinas [30].

As células dendriticas e macrofagos atuam como células apresentadoras de antigénio
(APCs) e estdo no centro da iniciacdo e desenvolvimento da imunidade. Células
dendriticas, monocitos/macrofagos estdo implicados ativamente na modulacdo da
resposta imunitaria adaptativa ao parasita T. cruzi [32]. As APCs, principalmente 0s M®,
iniciam e regulam a resposta imune. Os M® residem em 6rgéos periféricos onde podem
monitorizar o tecido e protegé-lo contra agentes patogénicos, processa 0s antigénios dos
agentes infeciosos fagocitados e apresenta-os na superficie celular em fragmentos
peptidicos complexados com as moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(MHCI e MHCII) que nos humanos ¢ designado antigénio leucocitario humano (HLA),
alertando a imunidade adaptativa. Uma vez ativados, os M® também expressam a
superficie elevados niveis de moléculas co-estimuladoras (como CD80, CD86) que

ajudam a estabilizar a ligacéo aos linfocitos T durante a apresentacdo antigénica [30].

Parasitas obrigatdrios como € o caso do protozoario T. cruzi, induzem a polarizagédo de

M1 dos M®, que restringem o parasita e controlam a doenca. Posteriormente, ocorre
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mudanga parcial de M1 para M2, o que limita os danos no tecido, mas suporta a
inflamacAo cronica. E o equilibrio entre M1 e M2 que controla os resultados da doenca
[30].

1.2.2 Resposta imunitéria a infecdo por T. cruzi

A infecdo por T. cruzi desencadeia diversos mecanismos da resposta imunitaria inata e
adaptativa do hospedeiro, mas usualmente ndo elimina por completo o parasita,
persistindo o parasitismo tecidual. Quando atinge a corrente sanguinea, o parasita torna-
se alvo do sistema do complemento. O sistema do complemento é composto por proteinas
sollveis que interagem com 0 agente patogénico, ativando a cascata de proteases que
podem eliminar microrganismos invasores. As trés vias do complemento convergem para
produzir C3 convertase e C5 convertase, que levam a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) e a lise de agentes infeciosos. Nos mamiferos, os tripomastigotas de
T. cruzi conseguem bloguear a via do complemento, evitando a eliminacéo e promovendo

a sua sobrevivéncia e a continuacao do ciclo de vida [4,9].

O M® ¢ importante na iniciacdo da resposta imune, atuando como sentinela para agentes
infeciosos, através de um conjunto de recetores de reconhecimento padrdo (PRR) de
agentes patogénicos. Apos o reconhecimento de antigénios de agentes patogénicos, 0
macrofago torna-se ativo e consegue fagocitar e destruir oS microrganismos.
Seguidamente, 0 M® comega a segregar citocinas e quimiocinas que ao atuar nas células
endoteliais adjacentes, dos capilares sanguineos, torna-os mais permeaveis, permitindo

que os neutrofilos participem na resposta imunitaria [18].

A ativacdo classica dos M® é induzida pelo interferdo-y (IFN-y) seguida de estimulacao
com um ligante de Toll Like Receptor (TLR), como lipopolissacarideo (LPS). Isto induz
uma resposta inflamatdria robusta, caracterizada por elevados niveis de segregacéo de
citocinas proé-inflamatorias, ativacdo de alteracBes metabdlicas e transcricionais,
envolvidas na defesa do hospedeiro. Ocorre a producdo principalmente de interleucina 12
(IL-12) e fator de necrose tumoral- a. (TNF-a), que induzem a sintese de IFN-y por outras
células do sistema imunitério e a consequente producdo de NO e espécies reativas de
oxigénio necessarias a destruicdo dos microrganismos fagocitados [25]. A inducdo da
producdo de IL-12 por células dendriticas também podera conduzir ao desenvolvimento

de uma resposta de perfil Thl e producdo de IFN-y, propiciando o estabelecimento da
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imunidade mediada por células, bem como a producédo de anticorpos, eventos geralmente
necessarios para o estabelecimento de uma imunidade protetora. Os imunomediadores,
IL-12, TNF-a assim como o NO estimulados pelo DNA do parasita e moléculas GPI
(Glicosilfosfatidilinositol) através do seu reconhecimento por PRR, contribuem para o
controlo da infegcdo. Estudos indicam que respostas imunes do tipo Thl, que envolvem
IL-12, TNF-a ¢ NO, sdo protetoras na tripanossomiase [33].

A imunidade humoral e celular estdo envolvidas na luta contra o parasita [12]. Em todas
as formas clinicas da infe¢do por T. cruzi, a imunidade mediada por células tem grande
importancia. Producdo de anticorpos especificos e ativacdo de células fagocitarias pelo
IFN-y sdo os principais elementos da resposta imune do hospedeiro infetado. Durante a
fase aguda precoce ha um aumento na producao de IL-12 e atividade das células natural
killer (NK). Na fase aguda, a ativacéo policlonal de células B e T € inibida por processos
de imunossupressdo, mediados pela infecdo parasitaria. A diminuicdo da resposta das
ceélulas T com concomitante diminui¢do de IL-2 e IFN-y, permite aos parasitas escapar a
vigilancia imunolégica. O controlo precoce da carga parasitaria deve-se a resposta Thl e
0s niveis aumentados de IL-2 e IFN-y estdo relacionados com o inicio do dano tecidual
na fase cronica [9,17]. A imunidade humoral tem também um papel fundamental no
controlo da infecdo. O parasita promove a ativacao inespecifica de M® e células NK
acompanhada de ativacao de linfocitos T (imunidade celular) e B, resultando na producéo

de imunoglobulinas (imunidade humoral) [4,9,17].
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2. Objetivos
Este trabalho teve como objetivo geral o estudo da atividade dos M® na infecéo por T.

cruzi. Para alcangar esse objetivo foram delineados os seguintes objetivos especificos:

1) Manutencéo de culturas de macréfagos de murganho (linha celular P388D1), de
culturas de epimastigotas e tripomastigota (através de um processo de
diferenciacéo dos epimastigotas) de T. cruzi;

2) Preparacdo de antigénio das duas formas morfologicas do parasita T. cruzi,
epimastigotas e tripomastigota;

3) Expor (in vitro) M® de murganho (linha celular P388D1) as formas morfoldgicas
de T. cruzi e aos antigénios das formas morfologicas, e assim avaliar o estado de
ativacdo dos M® através da analise:

a. da morfologia de M@ expostos aos parasitas através de microscopia
eletronica de varrimento;

b. daexpressdo do MHC | e MHCII e das citocinas, IL-6, IL-12\IL-23 p40 e
TNF-a por citometria de fluxo;

c. daproducédo de 6xido nitrico e ureia por métodos colorimétricos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Desenho Experimental

Este estudo experimental foi realizado em trés etapas, tal como ilustrado na figura 5.

Na primeira etapa, foi efetuada a diferenciacdo in vitro de tripomastigotas
(metaciclogénese), a partir da cultura de epimastigotas de T. cruzi. E a partir das culturas
foram preparados os antigénios solUveis de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi.
Os parasitas e os antigénios foram utilizados na segunda etapa deste estudo.

Na segunda etapa, macrofagos da linha celular P388D1, foram expostos as duas formas
do parasita (epimastigotas e tripomastigotas), e estimulados com os respetivos antigénios.
A partir desta interacdo, foi analisada a expressdo de MHC | e MHC 1, e das citocinas
IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNF-o através da citometria de fluxo multiparamétrica. Foi ainda
avaliada a via de ativacdo dos macrofagos (via classica ou via alternativa) pela detecao
do 6xido nitrico e ureia, recorrendo a testes colorimétricos. Todos os ensaios foram

realizados trés vezes de forma independente e com amostras em triplicado.

A terceira etapa correspondeu a preparacao de laminas de microscopia, com macrofagos
e as formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, para analise por microscopia

eletronica de varrimento da interacdo parasita - macrofago.
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Desenho experimental
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Figura 5: Esquema ilustrativo do estudo experimental realizado.

A etapa 1 descreve o processo de metaciclogénese e a preparacdo de antigénio solvel de epimastigotas e de
tripomastigotas de T. cruzi, a partir das culturas. A etapa 2 descreve o estudo da ativacdo dos macréfagos por citometria
de fluxo e ensaios colorimétricos, ap6s exposi¢do aos epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e com 0s seus
respetivos antigénios. Na etapa 3 foram preparadas laminas com macréfagos expostos as duas formas morfoldgicas do
parasita T. cruzi (tripomastigotas e epimastigotas) para microscopia eletronica de varrimento.

3.1.1 Normas de seguranca no laboratério

A seguranca no laboratoério € um elemento vital. Quando se manuseia agentes patogénicos
como T. cruzi, devem ser tomadas medidas de seguranga para evitar infeg0es acidentais
no laboratério. A forma infetante de T. cruzi, os tripomastigotas, causam infecdo por
contacto com membranas mucosas e feridas. Por isso, 0 seu manuseamento, torna

necessario o cumprimento de regras de segurancga no laboratério [34].

Os principios béasicos que se deve aplicar num laboratério de biosseguranca nivel 3 séo:
limitar o acesso a areas de trabalho; utilizacdo de equipamento de protecdo individual
como bata, luvas e protecdo facial enquanto se manuseia os produtos biologicos; lavar as

maos sempre apds 0 manuseio dos produtos bioldgicos; evitar o uso de material cortante
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ou perfurante, como por exemplo agulhas; descontaminar as superficies e os materiais de

trabalho, antes e ap0s a utilizacéo, com solucdes de limpeza [35].

Todo o material utilizado para manusear o agente biolégico tem de ser descartado para o
contentor de residuos de risco bioldgico grupo Il1. Neste grupo estdo incluidos residuos
contaminados ou suspeitos de contaminagdo, que sdo suscetiveis a incineragdo ou outro

pré-tratamento que permita posterior eliminacdo como residuo urbano [36].

Durante a realizacdo deste trabalho laboratorial, foram cumpridas todas as normas de

seguranca e higiene.

3.2. Linha celular de macrdéfagos P388D1
Foram mantidos em cultura, macréfagos (M®) de murganho da linha celular P388D1.
Esta linha celular macréfagos-like foi isolada de linfoma de murganho DBA/2,

demonstrando possuir caracteristicas tipicas de macrofago [37].

As células foram mantidas em suspensdo de meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute Culture Medium) com 2 mM L-glutamina, (solugdo comercial da
Biowest®) suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovin Serum) inativado pelo calor
(FBS foi previamente inativado por incubacdo a 56°C durante 30 minutos) e com 100
U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich®). A linha celular foi
cultivada em frascos de cultura ventilados, mantidos a 37°C em atmosfera humida de 5%
COa.

Foi adicionado meio fresco a cada dois a trés dias, de modo a manter uma concentracao

celular de cerca de 2x10° células/mL.

3.3. Culturas de T. cruzi
Para a realizacdo dos ensaios do presente estudo manteve-se em cultura epimastigotas de

T. cruzi estirpe Y e foram diferenciados em tripomastigotas.

3.3.1. Manutencéo de epimastigotas de T. cruzi em cultura

Os epimastigotas de T. cruzi foram mantidos em suspensdo em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose) com 10% FBS inativado, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina e
incubados em frascos de cultura ndo ventilados a 24°C, em estufa refrigerada. Apesar do
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frasco de cultura ndo ser ventilado é necessario a presenca de ar, idealmente na proporgao
5:1. O Protocolo da preparacdo do meio LIT encontra-se no anexo 1.

Foram também mantidos epimastigotas de T. cruzi em meio de cultura Schneider’s
Drosophila (Biowest®) suplementado com 10% de FBS inativado, 100 U/mL penicilina
e 100 pg/mL estreptomicina.

Para qualquer um dos meios usados, de modo a manter a cultura de parasitas em
replicacdo ativa, os epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram diluidos em

meio novo, semanalmente.

3.3.2. Diferenciacdo in vitro de tripomastigotas de T. cruzi — Metaciclogénese
Em meio de cultura axénico, T. cruzi apresenta um ciclo de vida idéntico ao descrito no
vetor, apresentando formas epimastigotas que se multiplicam por fissdo binaria e

posteriormente se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos [4].

O processo de metaciclogénese, em que 0s epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicos, ocorre por stress nutricional, que advém das condicdes
fisico-quimicas do trato digestivo do inseto [38]. Este processo pode ser simulado in vitro
recorrendo a meios de cultura indicados para o efeito. Isto possibilita a obtencéo in vitro
de tripomastigotas metaciclicos com caracteristicas bioldgicas semelhantes as formas
derivadas do inseto vetor, facilitando desde modo o estudo do parasita e evitado o uso de

animais de laboratério [39,40].

Durante a metaciclogénese o parasita adquire formas que séo resultado das mudangas na
expressdao génica, que leva a alteracbes fenotipicas, nomeadamente mudancas
morfoldgicas, ulta-estruturais, metabdlicas e fisicas. As principais mudancas fenotipicas
que ocorrem sdo: remodelacdo da cromatina, aumento do cinetoplasto, de corpos lipidicos
e rearranjo do DNA mitocondrial [38]. Adicionalmente, a metaciclogénese implica
renovacao de proteinas e estruturas celulares que irdo desempenhar um papel importante

na infecdo do hospedeiro por parte dos tripomastigotas [41].

Metaciclogénese de parasitas em meio LIT suplementado com Tc100
De modo a induzir a metaciclogénese, os epimastigotas em cultura de meio LIT
suplementado com 10% FBS inativado, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL

estreptomicina, foram colocados num novo meio de cultura constituido por partes iguais
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de LIT com 10% FBS inativado, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, e
Tc100. Os frascos de cultura permaneceram a 28°C durante 3 semanas (protocolo
adaptado de Rossi e colaboradores) [42].

Tc100 € um meio rico em aminoacidos e contém triptose como fonte adicional de agucar
[43]. E composto: pelos aminoacidos glicina, L-alanina, L-arginina, L-asparagina, acido
aspartico, L- cisteina, L-glutamina, acido glutdmico, L-histidina, L-isoleucina, L- leucina,
cloridrato de lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L- prolina, L-serina, L-treonina, L-
triptofano, L- tirosina e L- valina; pelas vitaminas biotina, pantotenato de calcio, acido
félico, niacina, &cido para-aminobenzoico, cloridrato de piridoxina, riboflavina,
cloridrato de tiamina, B-12 e i-inositol ; pelos sais inorganicos cloreto de célcio, cloreto
de magnésio, sulfato de magnésio, cloreto de potassio, bicarbonato de sddio e fosfato de

sodio dibasico; e pelas fontes de agucar de D-glucose (dextrose) e triptose [43].

A mudanga dos epimastigotas para um novo meio e a sua permanéncia nesse meio teve
por objetivo provocar stress nutricional nos parasitas, de modo a induzir, a
metaciclogénese. Para verificar se a metaciclogénese tinha ocorrido, isto é, se tinha
ocorrido a diferenciacdo de formas tripomastigotas, foi efetuada a observacéo direta da
morfologia das formas parasitarias da cultura. Findo o tempo de incubagdo, os parasitas
foram colocados em lamina de microscopia, fixados com metanol, corados com Giemsa
(protocolo de coloracédo presente no anexo 2), e a morfologia dos parasitas foi analisada

por microscopia Gtica.

A distincdo entre epimastigotas e tripomastigotas € baseada nas caracteristicas
morfoldgicas, principalmente pela posicdo do cinetoplasto. Os epimastigotas possuem
formas alongadas com o comprimento de 20-40um, com flagelo livre e anterior ao ndcleo,
o nucleo é esférico e o cinetoplasto (em forma de barra) tem localizacéo anterior ao ndcleo
[39,44]. Os tripomastigotas sdo também formas alongadas, com cerca de 25 um de
comprimento, mas com cinetoplasto (grande e esférico) posterior ao nucleo. Nestas
formas o flagelo atravessa toda a extensdo da célula aderindo a membrana celular e
constituindo a membrana ondulante. O flagelo liberta-se na regido anterior do parasita
[39,44] (Fig. 6).
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Figura 6: Esquema representativo das principais caracteristicas morfolégicas de epimastigotas e tripomastigotas de T.
cruzi.
As setas amarelas indicam a localizacdo do nucleo, do cinetoplasto e da membrana ondulante (Adaptado CDC [1]).

Os tripomastigotas obtidos através deste método de diferenciacdo foram utilizados para
preparar antigénio, que foi usado na estimulagdo dos macréfagos.

Metaciclogénese em meio TAU

O meio TAU (Triatomine Artificial Urine) procura mimetizar a composicao e pH da urina
do vetor triatomineo [38]. Quando este meio € suplementado com aminoacidos (prolina,
aspartato e glutamato), designado de meio TAU3AAG, induz a diferenciacdo dos
epimastigotas de T. cruzi em tripomastigotas metaciclicos.

Contreras e colaboradores estudaram o papel individual de varios aminoécidos na
metaciclogénese, com o objetivo de determinar a composi¢cdo minima necessaria do meio
de cultura. Foi demonstrado em meio TAU, que apenas a prolina permite a diferenciacdo
de T. cruzi, sem que haja dano celular [40]. Assim, a prolina revelou ser um aminoacido

essencial no processo de metaciclogénese [45].

No triatomineo os parasitas sdo expostos a stress osmético, pois as condi¢cdes osmaticas
no intestino e no reto, onde ocorre a diferenciacdo dos tripomastigotas metaciclicos, sdo
diferentes das condi¢fes osméticas do estdmago, onde a osmolaridade € menor [38]. Este
aumento de osmolaridade ao longo do trato digestivo do triatomineo, designado por stress
osmotico, também se verifica in vitro quando os parasitas sao transferidos para o meio
TAU, sugerindo que o stress hiperosmético também faz parte do processo de

diferenciacéo [38].

Para induzir a metaciclogénese em meio TAU, epimastigotas de T. cruzi numa
concentragdo de 5 x 108 parasitas/ml em meio de cultura Schneider’s Drosophila
suplementado com 10% de FBS inativado, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL
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estreptomicina, foram centrifugados a 2000 xg durante 15 minutos. O sedimento foi
ressuspendido, em 10 ml de meio TAU (composicdo do meio TAU presente em anexo 3)
e incubado 2 horas a 28°C. De seguida, apos centrifugacdo a 2000 xg durante 15 minutos,
os parasitas foram colocados em 10ml de meio TAU3AAG (composi¢cdo do meio
TAU3AAG presente em anexo 3) em frascos de cultura. Os frascos permaneceram na
posicao horizontal a 28°C e sem agitacdo por quatro dias. Ao quarto dia de incubagao, 0s
frascos sdo lenta e cuidadosamente colocados na posicdo vertical e os parasitas que se
encontram na camada inferior do meio foram recolhidos. Os parasitas recolhidos sdo
centrifugados a 11200 xg a 5°C, durante 15 minutos e o sedimento, que contém o0s
parasitas, é ressuspendido em meio de cultura. O protocolo descrito foi adaptado de
Contreras et al. [39].

Os tripomastigotas obtidos, utilizando o meio TAU e TAU3AAG, foram usados para
estimular macréfagos, para estudo da sua atividade relativamente a expressdo de MHCI,
MHCII, IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNF-q.

3.3.3 Manutencéo de tripomastigotas de T. cruzi em cultura — infegédo de células Vero
De modo a propagar tripomastigotas de T. cruzi in vitro foi efetuado a infegéo de células

Vero.

As células Vero sdo uma linha celular, usada amplamente em estudos laboratoriais, como
é o0 caso de estudos de propagacdo de parasitas intracelulares. Estas células derivam do

rim do macaco verde africano e sdo uma linhagem de células aderentes [46].

As células Vero crescerem em meio RPMI 1640 com 2 mM L-glutamina, (solucdo
comercial da Biowest®) suplementado com 10% de FBS inativado e com 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, em frascos de cultura ventilados, mantidos a 37°C
em atmosfera humida de 5% CO». O meio da cultura foi substituido a cada 3-4 dias.
Quando a cultura atinge a confluéncia em monocamada celular superior a 90%, €
necessario realizar subculturas, de modo a manter a cultura saudavel e em crescimento
[46].

Numa cultura de células Vero em monocamada, foi colocada uma suspensdo de
tripomastigotas de T. cruzi. A cultura infetada permaneceu a 37°C em atmosfera himida

de 5% CO,. Apbs 24 horas o0 meio de cultura foi substituido por meio fresco. Quatro a
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cinco dias apds a infecdo, o meio de cultura com tripomastigotas extracelulares, foi
centrifugado a 800 xg durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e incubado a
37°C durante 1 hora. Terminada a incubagdo, os parasitas foram recolhidos e
concentrados por centrifugacdo a 2000 xg durante 10 minutos. O sedimento foi

ressuspendido em novo meio de cultura RPMI 1640.

Estes tripomastigotas propagados em cultura de células Vero foram utilizados para

preparar laminas para microscopia eletronica de varrimento.

3.4. Preparacdo de Antigénio solGvel de epimastigotas e tripomastigotas
Foram preparadas duas solucBes de antigénios sollveis de T. cruzi, uma a partir das

culturas de epimastigotas e outra a partir das culturas de tripomastigotas.

A cultura de epimastigotas em fase logaritmica foi centrifugada a 5000 xg durante 15
minutos a temperatura ambiente. O pellet de parasitas foi lavado trés vezes com PBS 1x
sendo depois ressuspendido em tampéo lise com inibidores de protease. Para lise celular
foram efetuados trés ciclos de congelamento e descongelamento. De seguida, 0s parasitas
lisados foram centrifugados a 105000 xg durante uma hora a 4°C e o sobrenadante,
contendo os antigénios sollveis de T. cruzi, foi transferido para um novo tubo. Foi medida
a quantidade de proteina total na amostra de antigénio solGvel de T. cruzi, por
espetrofotometria no equipamento NanoDrop 1000® (Thermo Scientific) a 280nm. Foram
realizadas trés leituras de cada amostra e calculado o valor da média. Os antigénios

soliiveis foram armazenados a -80°C.

O procedimento para a preparacdo de antigénio (Ag) de tripomastigotas foi igual ao

descrito para o antigénio de epimastigotas.

3.5. Interagdes macrofagos — T. cruzi

Os macréfagos (M®) foram expostos a epimastigotas e tripomastigotas e estimulados com
antigénios soltveis de epimastigotas e tripomastigotas do parasita T. cruzi, em placas de
96 pogos (VWR®).

Primeiramente foi analisada a viabilidade de M® da linhagem P388D1 utilizando a
coloracédo de azul tripano (1:10) e realizada a contagem na camara de Neubauer, por
observacao ao microscopio otico. Apenas as celulas viaveis (células ndo coradas) foram

contabilizadas. O azul tripano é um corante vital e permite verificar a viabilidade celular.
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As células viaveis apresentam a sua membrana celular integra, pelo que sdo capazes de
excluir o corante, enquanto que as células ndo viaveis permitem a entrada do corante,
ficando coradas de azul. Para a realizacdo do ensaio foram utilizados macréfagos na

concentragéo 1 x 108 células/mL.

A contagem de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi realizou-se sem coloracao,
também na camara de Neubauer. Apenas os parasitas viaveis (aqueles que apresentavam
mobilidade) foram contabilizados. Para a realizacdo do ensaio usou-se epimastigotas e
tripomastigotas na concentragdo trés vezes superior ao nimero de macréfagos (3 x 108

parasitas/mL).

O antigénio de epimastigotas e 0 antigénio de tripomastigotas de T. cruzi foram usados

na concentragdo de 40 pg/mL.

Como controlo positivo foi utilizado 0.2 pg/mL de PMA (acetato de forbol miristato),
para estimulacdo imunitaria dos macréfagos. E como controlo negativo foram utilizados
macréfagos em RPMI suplementado com 10% FBS (macr6fagos em repouso ou nédo

estimulados).

Na placa de 96 pocos, foram incubados os macr6fagos com as diferentes condi¢bes do
ensaio, em triplicados (tabela 1), a 37°C e em atmosfera himida com 5% CO,. Apds 24h
de incubacdo, as células foram recolhidas e lavadas com 200uL de PBS 1x a 600 xg
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 100 pL
de tampdo PBS com 2% FBS.

As amostras que iriam ser marcadas com as citocinas intracelulares, 1L-6, IL-12\IL-23
p40 e TNF-o, foram adicionados 100 pL de tampédo PBS 2% BSA e 0,5% tween para

induzir a permeabilizagdo da membrana celular.

De seguida as amostras foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-murganho
diretamente conjugadas com fluorocromos. Os anticorpos utilizados e as suas respetivas

caracteristicas encontram-se descritos na tabela 2.

As amostras foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-MHCI e MHCII anti-
murganho. E as mesmas amostras foram também marcadas, com anticorpos monoclonais
anti- IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNF-a anti-murganho. Os ensaios foram realizados trés

vezes de forma independente, com amostras em triplicado. Ap6s a marcacao, as amostras
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ficaram em gelo e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Apds essa incubacdo foram
lavadas com PBS 1x a 600 xg durante 5 minutos para remover 0s anticorpos que nao se
ligaram. O sobrenadante foi descartado e foi efetuada a fixacdo das células com 2%
paraformaldeido em gelo e ao abrigo da luz. Apds 20 minutos de incubacao, as amostras
foram centrifugadas a 400 xg durante 10 minutos e o sedimento foi ressuspendido em
250 uL de PBS 2%FBS. As amostras foram mantidas a 4°C ao abrigo da luz até realizagdo
da citometria de fluxo multiparamétrica.

Tabe!g 1 Descricdo da placa de 96 pogos com macréfagos expostos ao parasita T. cruzi e estimulados por antigénios
%asr?rs]Iati:(lﬁcllZQos foram expostos a epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e estimulados com antigénio soltvel de
epimastigotas e de tripomastigotas. Em paralelo foram também plagqueados macré6fagos em repouso (ndo estimulados)
(controlo negativo) e macrofagos estimulados com PMA (controlo positivo). Os macrdfagos foram utilizados para o

estudo da expressdo de MHCI e MHCII na superficie celular e da producdo intracelular de 1L-6, IL-12\IL-23 p40 e
TNF-o.

1 2 3 4 5 6
Controlo positivo Controlo positivo Controlo positivo M® + epimastigotas M® + epimastigotas M® + epimastigotas
A
(MHC1ell) (MHC e ) (MHC1ell) (MHC e ) (MHC e ) (MHC1el)
Controlo positivo Controlo positivo Controlo positivo M® + epimastigotas M® + epimastigotas M® + epimastigotas
B
(IL-6, IL-12 e TNF-a) (IL-6, IL-12 e TNF-ar) (IL-6, IL-12 e TNF-a) (IL-6, IL-12 e TNF-ot)  (IL-6, IL-12e TNF-ar)  (IL-6, IL-12 e TNF-ar)
Controlo negativo Controlo negativo Controlo negativo M® + tripomastigotas M + tripomastigotas M® + tripomastigotas
C
(MHC1ell) (MHC e 1) (MHC 1 ell) (MHC e ) (MHC1e ) (MHC1el)
Controlo negativo Controlo negativo Controlo negativo M® + tripomastigotas M + tripomastigotas M® + tripomastigotas
D
(IL-6, IL-12 e TNF-a) (IL-6, IL-12 e TNF-ar) (IL-6, IL-12 e TNF-a) (IL-6, IL-12 e TNF-or)  (IL-6, IL-12e TNF-ar)  (IL-6, IL-12 e TNF-ar)
M® + Ag epimastigotas M® + Ag epimastigotas M® + Ag epimastigotas
E
(MHC 1 ell) (MHC e ) (MHC 1 ell)
M® + Ag epimastigotas M® + Ag epimastigotas M® + Ag epimastigotas
F
(IL-6, IL-12 e TNF-a) (IL-6, IL-12 e TNF-at) (IL-6, IL-12 e TNF-a)
M® + Ag tripomastigotas M@ + Ag tripomastigotasM® + Ag tripomastigotas
G

(MHCIell) (MHCIe 1) (MHCIell)
Md + Ag tripomastigota: M@ + Ag tripomastigotas Md + Ag tripomastigotas

(I-6,I-12e TNF-a)  (Il-6,Il-12e TNF-a)  (IL-6,IL-12 @ TNF-a)
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Tabela 2: Anticorpos monoclonais especificos de murganho utilizados e os respetivos fluorocromos.

Anticorpos monoclonais anti-murganho conjugados com moléculas fluorescentes

MHCI MHCII IL-6 IL-12\IL-23 p40 TNF-a
Fluorocromo APC
Fluorescéncia Verde Amarelo-laranja Verde Amarelo-laranja Vermelho
Diluicio 0.5 mg/mL 0.2 mg/mL 0.125pg\mL 0.125pug\mL 0.2 mg/mL
Laser 488 nm 488 nm 488 nm 488 nm 640 nm
Filtros de emissao 525/40 585/42 525/40 585/42 660/20
Clone 34-1-28 M5/114.15.2 MP5-20F3 C17.8 MP6-XT22
Referéncia 11-5998-82 12-5321-82 11-7061-41 12-7123-41 17-7321-82
Lote 2312016 2213777 2197082 2284207 2114124
Casa comercial Thermo Fisher Thermo Fisher Thermo Fisher Thermo Fisher Thermo Fisher

3.5.1. Citometria de fluxo multiparamétrica

A citometria de fluxo é uma tecnologia que permite analisar células ou particulas expostas
a um laser com um determinado comprimento de onda. Quando € utilizada luz visivel
pode ser analisado o tamanho das particulas (do inglés Forward Scatter ou FSC) ou a
complexidade ou granularidade da célula (do inglés Side Scatter ou SSC) [47]. Esta
tecnologia permite ainda estimar a proporcao de células fluorescentes e quantificar o nivel
de fluorescéncia (do inglés Side Fluorescence ou SFL) emitida pelas células, em amostras
marcadas com anticorpos conjugados com fluorocromos [47]. E assim, uma tecnologia

versatil que permite a caracterizacdo de amostras com varias populagdes celulares [47].

As amostras marcadas e fixadas foram analisadas no citometro CytoFlex Beckman
Coulter. O gate FSC-H vs SSC-H foi utilizado para remover detritos e células picnoticas
do quadrante inferior esquerdo, bem como os grandes detritos (fora de escala)
encontrados no quadrante superior direito. Foi estabelecido um gate FSC-H vs FSC-A
de células livres, eliminando os doublets. Cada ensaio decorreu na presenca de um
controlo negativo e de um controlo positivo. Os resultados so serdo validos se ambos 0s
controlos apresentarem os valores expectaveis, indicando que o ensaio decorreu conforme

esperado.

A analise por citometria de fluxo multiparamétrica estimou a frequéncia de macréfagos
de murganho que expressavam MHC | e MHC |1 na superficie celular e expressavam
intracelularmente IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNF-a.
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Os resultados obtidos foram analisados com o programa Flowjo V10 (Tree Star Inc.,
USA).

3.5.2. Producéo de ureia por macréfagos

A arginina € um aminoéacido que modula a resposta imune celular do macréfago durante
a infecdo. A conversao deste aminoécido em ornitina e ureia, pela via da arginase, suporta
o0 crescimento do parasita [48]. Assim, a producdo de ureia indica a atividade da arginase

e o tipo de ativacdo dos macrofagos.

Para determinar a producdo de ureia nos sobrenadantes de culturas de macréfagos, foi
utilizado o kit da BioChain, Urea Assay Kit (Z5030016) [49]. Neste kit a medicdo da ureia

realiza-se através de um método colorimétrico quantitativo.

Foram utilizados os sobrenadantes das culturas de macrofagos incubados com
epimastigotas, tripomastigotas e antigénios de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi,
durante 24 horas. Como controlo positivo foi usado sobrenadante de culturas de
macrdfagos estimulados com PMA e como controlo negativo sobrenadante de culturas de

macrofagos em repouso.

Neste método colorimétrico, a intensidade da cor, que se forma através do reagente
cromogeénico que origina um complexo colorido quando ligado a ureia, € medida a 430
nm. Sendo que, a intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade de ureia

presente na amostra [49].

Numa placa de 96 pocos, foram transferidos, em triplicado, 50 pL de amostra
(sobrenadante das culturas de macréfagos), 50 uL da solucdo padrdo (5mg de ureia/dL)
e 50 uL de &gua destilada, utilizada como branco. Posteriormente é adicionado 200 pL
do regente de trabalho, constituido por partes iguais do reagente A (contém <0.4% o-
ftalaldeido, e 10% &cido sulfurico) e do reagente B (contém <0.8% acido borico e 22%
acido sulfurico), as amostras, ao padrdo e ao branco. Apés homogeneizagédo a placa foi
incubada durante 50 minutos a temperatura ambiente e de seguida foi efetuada a leitura
da densidade otica (DO) a 430 nm, no espetrofotdmetro de placas (TRIADTM 1065,
DYNEX Technologies, EUA).

A concentracdo de ureia presente nas amostras foi calculada utilizando a seguinte

férmula;
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DO amostra — DO branco

[Ureia] (mg/dL) = X n X padrdo

DO padrio — DO branco

Onde n corresponde ao fator de diluicio. Como neste caso as amostras ndo foram
diluidas foi utilizado n=1. De acordo com o recomendado para a medicdo de

amostras com baixa concentracdo de ureia, foi considerado o padrao=>5 mg/dL.

3.5.3. Producéo de éxido nitrico por macrofagos

A conversdo da arginina, através da sintetase induzida de 6xido nitrico (iNOS), em 6xido
nitrico e citrulina, permite uma resposta imune eficiente capaz de eliminar o agente
patogénico invasor [48]. A producdo de oxido nitrico (NO) indica a atividade da iNOS,
na conversdo da arginina. Contrariamente a producdo de ureia, 0 NO é prejudicial a
sobrevivéncia dos parasitas. NO é uma espécie reativa do azoto e a sua produgdo conduz
a resolucéo da infecdo, pois contribui para a eliminacdo do parasita [48]. Deste modo, a
avaliacdo da producdo de NO pelos macréfagos, indica-nos o tipo de ativacdo dos

mesmaos.

A producdo de oxido nitrico em sobrenadante de cultura de macréfagos foi medida
recorrendo ao kit de ensaio colorimétrico da Cayman Chemical - Nitrate/Nitrite
Colorimetric Assay Kit (780001) [50]. Este kit permite a medicdo do Oxido nitrico

(nitratos + nitritos) através de um método colorimétrico quantitativo.

Tal como na medi¢do de ureia, foram utilizados os sobrenadantes das culturas de
macréfagos (P388D1) incubados com epimastigotas, tripomastigotas, antigénios de
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, durante 24 horas. Como controlo positivo
foram utilizados sobrenadantes de culturas de macréfagos estimulados com PMA e como

controlo negativo culturas de macr6fagos em repouso.

De acordo com as instrucdes do fabricante foi efetuada uma curva padrdo com
concentracdes de NOgz™ entre 0 e 35 pM. Na mesma placa de 96 pogos foram adicionadas
as amostras. Foi adicionado em cada poco, 200 pL de tampéo fornecido pelo kit e 80 pL
da amostra (sobrenadante da cultura). De seguida foi adicionado a cada poco 10 pL de
cofator e 10 pL de nitrato redutase. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante
2 horas. Ap0s esta incubacéo, foi adicionado 50 pL de reagente de Griess R1 e 50 pL de
reagente de Griess R2, seguido por uma nova incubacdo de 10 minutos a temperatura
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ambiente. No fim desta incubacéo foi lida a absorvancia a 550 nm no espetrofotometro

de placas.

A partir das leituras obtidas, foi construida a curva padréo e aplicando a seguinte formula,

foi possivel calcular a concentracdo de NO em cada amostra:

[Nitrato + Nitrito] (UM) :(Absorvénciaa 550nm—a) ( 200uL

- ) X diluicao

volume da amostra pL
Onde a é o ponto de intercecdo com o eixo y (coeficiente linear) e b é a inclinagdo da reta
(coeficiente angular). O volume da amostra utilizado foi de 80 L. E o fator de diluicdo=1,

pois as amostras nao foram diluidas.

3.5.4. Microscopia eletrénica de varrimento

O microscépio eletronico de varrimento (MEV) é uma ferramenta Gtil que nos possibilita
a visualizacdo com alta resolucdo de imagens da topografia das células [51]. Neste
microscopio, em vez de um feixe de luz como é utilizado no microscépio 6tico, é aplicado
um feixe de eletrbes [52]. A qualidade e a resolu¢do da imagem variam consoante a
voltagem da fonte de eletrdes, o didmetro do feixe, o tamanho da abertura usada, a altura
entre a amostra e as lentes de focagem e a velocidade de “varredura” [52]. As imagens

obtidas permite observar e desenvolver teorias acerca de relagdes entre células [51].

Através da MEV foram analisadas amostras de macrofagos expostos a epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi. As amostras foram dispostas em lamelas redondas de 22 mm,
colocadas em pocos de placas de 24 pocos. Como os macréfagos ndo sdo células
aderentes, as lamelas foram previamente tratadas com Poli-D-lisina, um quimico que
facilita a adesdo celular a superficies de vidro, como € o caso das lamelas. Para isso, as
lamelas foram emersas em cerca de 300 pL de Poli-D-lisina, quantidade suficiente para
cobrir toda a lamela, durante 30 minutos a temperatura ambiente. De seguida, as lamelas

foram retiradas e deixadas a secar.

As amostras a analisar foram colocadas nas lamelas tratadas com Poli-D-lisina:
macrofagos em repouso, macr6fagos com epimastigotas e macr6fagos com
tripomastigotas, na proporgao de 3:1. As amostras incubaram 4 horas a 37°C. De seguida
foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,4),
durante 2 horas a 4°C. Foi efetuada a lavagem das lamelas com tampéo cacodilato de
sodio 0,1M (pH 7,4), de forma a remover o glutaraldeido. Foram realizadas duas
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lavagens, de 15 minutos imersas no tampdao cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,4). As
amostras foram desidratadas a temperatura ambiente, em concentracdes crescentes de
etanol: 15 minutos em etanol 70%, 15 minutos em etanol a 90%, 15 minutos em etanol a

95% e 3 passagens em etanol a 100% com duracdo de 15 minutos cada.

Os passos seguintes, ponto critico de secagem e metalizacdo, até a visualizacdo das
lamelas ao microscopio eletronico de varrimento, foram gentilmente realizados pela
Professora Doutora Graca Alexandra Pires na Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade de Lisboa.

3.6. Analise estatistica

Os ensaios foram realizados com amostras em triplicado e foram efetuadas trés
experiéncias independentes. Assim, foram obtidos nove resultados para cada condigéo
analisada. Os resultados foram apresentados graficamente com recurso a estatistica
descritiva (médias e desvios padrdo nos graficos de barras e mediana, quartis e limites

inferiores e superiores nos diagramas de caixa).

Em todos os ensaios (a expressdo de MHCI, MHCII, IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNFa, e a
producdo de ureia e NO) foram analisadas as diferencas entre o controlo positivo (CP) e

o controlo negativo (CN) e ainda as diferengas entre as amostras e o controlo negativo.

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon signed-
rank para amostras dependentes. Diferencas com os valores de p inferiores a 0,05
(p<0,05) foram consideradas estatisticamente significativas.

Para a analise estatistica e para as representacdes gréaficas, foi utilizado o programa
GraphPad Prism (San Diego, CA, USA).
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4.1. T. cruzi altera a topografia dos macréfagos de murganho
Foram preparadas amostras de M® em repouso, M® expostos a epimastigotas ¢ M®D
expostos a tripomastigotas, para obtencdo de imagens de microscopia eletronica de

varrimento. Os macrofagos estiveram em contacto com os parasitas durante 4 horas.

Os epimastigotas de cultura evidenciam uma foma alongada com flagelo livre e citostomo
(Fig. 7B). Para além disso, é também observado uma evaginacéo na zona mais larga de
corpo do parasita (Fig. 7A e B). Os tripomastigotas diferenciados in vitro apresentam
forma delgada e comprida (slender) com flagelo livre na regido anterior. Na zona

posterior terminal observa-se uma invaginagéo (Fig. 7C e D).

Apbs contacto com as formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, 0s M® de
murganho apresentam alteracdo morfoldgicas quando comparado com 0s M® em
repouso (Fig. 8A). A emissao de pseudopodes pelos M® (Fig. 8B e C) individualizados
e pelos agregados de M® (Fig. 8D) indicam que a exposi¢do aos parasitas conduziu a
ativacdo destas células que possuem grande capacidade fagocitica. Contudo, a exposi¢édo
aos parasitas também parece induzir a degradacdo dos M®d. M® provavelmente
parasitado evidencia alteracbes importantes na membrana celular que possivelmente

colocam em risco a integridade da membrana (Fig. 8E).
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Figura 7: Imagens representativas de topografia de T. cruzi.

Epimastigotas de cultura (A e B) e tripomastigotas diferenciados in vitro (C e D) foram observados por microscopia
eletronica de varrimento. Nas imagens B e D visualiza-se em detalhe a invaginagdo membranar. A seta branca (A)
indica o flagelo e a seta azul (B) indica o citostomo.
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Figura 8: Imagens representativas de topografia de M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.

Imagens adquiridas por microscopia eletrdnica de varrimento. M® de murganho expostos a epimastigotas ou
tripomastigotas foram observados individualizados (B, C, E e F) ou em aglomerados (D). Em paralelo, a topografia de
M® em repouso foi também analisada (A). As setas azuis (B, C e D) indicam a emissdo de pseudopodes pelos M®D
ativados e as setas vermelhas (E) apontam a degradagdo da membrana celular de M® provavelmente infetados.
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4.2. As amostras de antigénio soltvel de T. cruzi revelaram consideravel

concentracao proteica
A quantificacdo por espetrofotometria das proteinas de amostras de antigénio preparadas
a partir de tripomastigotas e epimastigotas de cultura revelaram leituras consistentes, com

variacdo diminuta, e concentragdo proteica superior a 1mg/ml (tabela 3).

Tabela 3: Valores da quantificacdo proteica de antigénios sollveis de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi.
Medido por espetrofotometria a 280 nm.

Quantificacdo proteica da Quantificacdo proteica da

amostra de antigénio solivel  amostra de antigénio soltvel de

de epimastigotas de T. cruzi tripomastigotas de T. cruzi
1° leitura 1,59 mg/ml 1,30 mg/ml
2° leitura 1,63 mg/ml 1,45 mg/ml
3° leitura 1,61 mg/ml 1,43 mg/ml
Média 1,61 mg/ml 1,39 mg/ml

4.3. Os tripomastigotas de T. cruzi favorecem a apresentacdo antigénica e
producdo de imunomediadores pro-inflamatorios

De forma a analisar o efeito de epimastigotas (Epi) e tripomastigotas (Trip) de T. cruzi,
antigénios sollveis de epimastigotas (AgEpi) e antigénios sollveis de tripomastigotas
(AgTrip) na ativacdo de macréfagos (M®) foi analisada a expressdo de MHC | e MHC
I1 na membrana celular, assim como a expressao intracelular das citocinas IL-6, IL-12\IL-
23 p40 e TNF-o em amostras marcadas com anticorpos monoclonais conjugados com
moléculas fluorescentes. As amostras marcadas foram analisadas por citometria de fluxo
multiparamétrica. Em paralelo foram ainda analisados macrofagos em repouso e
macrofagos estimulados com PMA, como controlo negativo (CN) e controlo positivo

(CP), respetivamente.

A incubacdo com as formas tripomastigotas do parasita permitiu mimetizar a infecdo
natural, enquanto a incubagdo com epimastigotas e antigénios sollveis do parasita serviu

como controlo imunogénico.

45



4. Resultados

4.3.1. As formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi favorecem a expressao
de MHC Il nos M® de murganho

O controlo positivo (CP) de inflamacdo (M® + PMA) levou a um aumento significativo
da frequéncia de M® MHCI® (p=0,0078), Md® MHCII* (p=0,0039) ¢ M®
MHCI*MHCII* (M® duplos positivos) (p= 0,0391) (Fig. 9) quando comparado com o
controlo negativo (CN). Estes resultados indicam que os M® estavam viaveis e

imunologicamente funcionais.

A expressdo MHCI néo apresentou diferengas significativas nos M® estimulados com
AQEpi e AgTrip ou expostos a epimastigotas e tripomastigotas, quando comparado com
0 controlo negativo. Porém, a expressdo do MHCII (Fig. 10) apresentou aumento
significativos nos M® expostos a epimastigotas e tripomastigotas (p=0,0039). Quanto
aos macréfagos duplos positivos (MHCI*TMHCIIY), apenas M® estimulados com AgEpi
(Fig. 10) evidenciaram aumento significativo na frequéncia de M® MHCI"MHCII*
(p=0,0078).

No conjunto, estes resultados indicam que a forma morfolégica de T. cruzi responsavel
pela fase aguda da doencga de Chagas (tripomastigota) induz os M® de murganho a
expressarem MHCII. Curiosamente, a forma morfologica de T. cruzi presente no intestino
do vetor e que naturalmente ndo estabelece contacto com o mamifero também estimula
0s M® a expressar MHCII. Ao contrario do AgTrip que ndo parece causar alteragdo na
frequéncia de M® MHCI* e M® MHCII*, o AgEpi promove a dupla expressdo de
MHCI*MHCII* nos M®.

46



4. Resultados

w0° Jan a2
5 | 252 i - 11,2
10" ] MHC I+
MHC II+ 3

. HC IT+ 1
i - m
o a
I 10 i
g -
LA 4
£ 10 E
s : g
S ¥ - I ©

|DI: % MHCI 1o 7

o 3 Q4 ' . Q3 o 4 Q4 R . Q3

82,3 . 4,01 16,3 . 3,87
LR IR AL | LI B e B | L I I AL I I B
o 102 0 10° 10° o 10° 10* 10° 10
Comp-FL1-H :: FITC-H Comp-FL1-H = FITC-H
C MHCI+ D MHCII+

N —|

I I I I 1 I I I I 1
0 20 40 60 30 100 0 20 40 60 30 100

o ol T 1
|

% de Md» MHCI+ % de Md» MHCII+

E MHCI+MHCII+

cp '| .| *

oN |— _l

I I I I 1
0 20 40 60 80 100

% de Md> MHCI+ MHCIT+

Figura 9: Expressdo do MHC por M® de murganho em repouso e estimulados com PMA.

Nos Dotplots representativos da expressdo das moléculas de MHC em M® de murganho em repouso (A) e estimulados
com PMA (B), o fluordforo FITC marca macréfagos MHCI* e o fluoréforo PE marca macr6fagos MHCII* analisados
por citometria de fluxo multiparamétrica.

Resultados de trés experiéncias independentes e trés replicas por amostra estdo representados por diagramas de caixa
com indicacdo da mediana, 1° e 3° quartil, limites minimos e maximos. M® em repouso/nao estimulados (CN) e
estimulados com PMA (CP) marcados com anticorpos monoclonais anti-MHCI (C) e anti-MHCII (D). A frequéncia
de M® MHCI*MHCII* esta representado no grafico E.

O teste Wilcoxon foi utilizado na analise dos resultados, (* ou **) indica diferenca significativa entre M® em repouso
(CN) e M® estimulados por PMA (CP), (*) p<0,05 e (**) p<0,01.
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Figura 10:Expressdo de MHC por M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.

Dotplots representativos de M® estimulados com AgEpi (A) e AgTrip (B) expostos a epimastigotas (Epi) (C) e
tripomastigotas (Trip) (D) marcados com anticorpos monoclonais anti-MHCI e anti-MHCII analisados por citometria
de fluxo multiparamétrica. Em paralelo M® em repouso (CN) foram também avaliados. Resultados de trés experiéncias
independentes e trés replicas por amostra de M® MHCI* (E), M® MHCII* (F) e M® MHCI*MHCII* (G) estdo
representados por diagramas de caixa com indicagdo da mediana, 1° e 3° quartil, limites minimos e maximos. O teste
Wilcoxon foi utilizado na analise dos resultados (**) indica diferenca significativa entre as amostras e o CN, p<0,01.
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4.3.2. Os tripomastigotas de T. cruzi induzem a expressao I1L-12\IL-23 p40 e TNF-a
pelos M®
As citocinas sdo um grande grupo de proteinas produzidas por células do sistema

imunitario, sendo capazes de modular a resposta imunitaria [18].

IL-12 é uma citocina imunorreguladora produzida por macréfagos e células dendriticas,
em resposta por exemplo a LPS, IFN-y e antigénios parasitarios. A IL-12 é uma proteina
composta por duas subunidades a p35 (35 kDa) e a p40 (40 kDa). Enquanto que a
subunidade p35 € expressa constitutivamente, a subunidade p40 s6 é produzida apés
ativacdo do macrofago [53]. Neste estudo foi analisado a expresséo da subunidade p40.

Esta subunidade é comum a IL-12 e a IL-23 p40.
Para o efeito do presente estudo a mencéo a IL-12 refere-se a IL-12\IL-23 p40.

IL-6 é uma citocina multifuncional que atua tanto como pro-inflamatéria, como anti-
inflamat6ria em humanos. Provoca reacGes de fase aguda mas também leva ao
desenvolvimento de respostas imunes celulares e humorais [54]. IL-6 participa
ativamente na inflamacdo, é libertada em reacdes de fase aguda e desempenha um papel
importante na defesa do hospedeiro. Em infecdes ou lesBes teciduais, a IL-6 € produzida
por mondcitos e macrdfagos e contribui para a remocdo dos agentes infeciosos e

reparacao de tecidos danificados [55].

TNF-a é uma citocina com atividade de necrose tumoral. E produzida por diversas células
incluindo os macréfagos. Para além de ter diversas fungdes esta citocina possui atividade
imunomoduladora da resposta inflamatoria. Desempenha um papel importante na

resposta inflamatoria pois medeia varias atividades imunolégicas [18,56].

O controlo positivo (CP) de inflamagdo (M® + PMA) (Fig. 11) levou a um aumento
significativo da frequéncia de M® IL-6" (p=0,0273), M® IL-12* (p=0,0391) e M® TNF-
a" (p=0,0273) (Fig. 12A, B e C), quando comparado com o controlo negativo (CN), o
que mais uma vez indica que os M® estavam viaveis e funcionais, capazes de promover
resposta pro-inflamatdria. Na marcacdo dupla positiva IL-61L-12 (p=0,0039), IL-6TNF-
a (p=0,0039) e IL-12TNF-a (p=0,039) tambem houve um aumento significativo da

frequéncia de M® que produziram ambas as citocinas (Fig. 12D, E e F).
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Os Dotplots representativos da expressédo IL-12IL-6, IL-6TNF-a e IL-12TNF-o por M®
de murganho expostos ao parasita T. cruzi estdo representados nas figuras 13, 14 e 15.

Quando comparado com o controlo negativo a estimulacdo de M® com AgEpi causou
alteragOes significativas na frequéncia de M® TNF-a" (p=0,0273). No entanto, a
estimulagdo dos M® com AgTrip ndo evidenciou alteragdes importantes na frequéncia
de M® IL-6", M® IL-12* ou M® TNF-o*. Em contraste a exposicdo dos M® a
epimastigotas ou tripomastigotas causou alteracdes significativas na expressdo de
citocinas pro-inflamatorias. Os epimastigotas de T. cruzi causaram aumento significativo
da frequéncia de M® IL-6" M® IL-12" e M®TNF-o" (p=0,0039) enquanto que a
exposicdo dos M® a tripomastigotas causou alteracdes significativas na frequéncia de
M® IL-12* (p=0,0195) e TNF-a* (p=0,0117). Dados apresentados nos graficos da Fig.
16A,BeC.

Relativamente a dupla marcacdo (Fig. 16D, E e F), a estimulacdo de M®d a ambas as
formas morfologicas de T. cruzi causou alteraces significativas na frequéncia de
macréfagos que expressavam duas citocinas. A frequéncia de M® duplos positivos para
IL-61L-12 (p=0,0039) e IL-6TNF-a (pagepi e AgTrip=0,0078) (Ptripomastigotas=0,0039)
aumentaram significativamente apds estimulacdo com os antigénios e exposicdo a
tripomastigotas. Na dupla marcacdo IL-12TNF-a, tanto os antigénios como o0s parasitas
causaram aumentos significativos na frequéncia de M® duplos positivos (pagepi AgTrip e

tripomastigotas=0,0039 € Pepimastigotas=0,0391).

Estes resultados sugerem que tanto os antigénios como ambas as formas de T. cruzi sdo
percecionadas por M® de murganho, induzindo a producdo das citocinas pro-
inflamatdrias analisadas (Fig. 17). Curiosamente, 0s tripomastigotas parecem néo ter tido
um efeito acentuado na producdo de IL-6, restringindo a indugédo da producéo de citocinas

pro-inflamatorias pelos M® a IL-12 e ao TNF-a (Fig. 17).
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Figura 11: Dotplots representativos da expresséo de 1L-12, IL-6 e TNF-a. por M® de murganho em repouso e
estimulados com PMA

A expressdo das citocinas individualizadas e aos pares (duplos positivos) por M® em repouso (CN) (A, C e E) e M®
estimulados por PMA (CP) (B, D e F) foi analisado por citometria de fluxo multiparamétrica. O fluoréforo FITC marca
macréfagos IL-6%, o fluor6foro PE marca macréfagos IL-12* e o fluor6foro APC marca macréfagos TNF-a*.
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Figura 12: Expressdo intracelular de citocinas por M® de murganho em repouso e estimulados com PMA.

A expressdo de IL-6 (A), IL-12 (B) e TNF-a (C) e a expressdo conjunta de IL-6 e IL-12 (D), IL-6 e TNF-a (E) de IL-
12 e TNF-o (F) foi analisada por citometria de fluxo multiparamétrica. Resultados de trés experiéncias independes e
trés réplicas por amostra estdo representados por diagramas de caixa que incluem mediana, 1° e 3° quartis, limites
minimos e maximos.

O teste Wilcoxon foi utilizado na andlise dos resultados, (* ou **) indica diferenca significativa entre M® em repouso

(CN) e M® estimulados por PMA (CP), (*) p<0,05 e (**) p<0,01.
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Figura 13: Dotplots representativos da expressao IL-12 e IL-6 por M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.

A expressdo de cada citocina e das duas citocinas por M® estimulados com AgEpi (A) e AgTrip (B) expostos a
epimastigotas (Epi) (C) e tripomastigotas (Trip) (D) analisados por citometria de fluxo multiparamétrica.

O fluoréforo FITC marca macrofagos IL-6* e o fluor6foro PE marca macréfagos 1L-12*.
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Figura 14: Dotplots representativos da expressdo TNF-a e IL-6 por M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.
A expressdo de cada citocina e das duas citocinas por M® estimulados com AgEpi (A) e AgTrip (B) expostos a
epimastigotas (Epi) (C) e tripomastigotas (Trip) (D) analisados por citometria de fluxo multiparamétrica.

O fluoréforo FITC marca macréfagos IL-6* e o fluor6foro APC marca macréfagos TNF-ao™.

53



4. Resultados

A
5
10 JTHF+" THF+12+
0,35 . 89,3
4
10
- E
O
Eq |n3 |
T
w2
- 10”7
w 3
&
E
o 10
o 012 12+%
8,21 415
T T T T T T T
0 10 10 10°
Comn-FL2-H :: PE-H
C
5
10 3 TNF+* © TNF+12+
0,38 90,0
10
- o
&
% |n3 =
T
w
- 10”7
[ 3
&
E
o 10
o 012 12+%
6,27 333
T

Comp-FL2-H :: PE-H

Comp-FL5-H : APC-H

Comp-FL5-H :: APC-H

B
THF+* T TNF12e
0,68 . 853

Ja12 1244
11,3 2,69
T T v T v T
o 10 104 ma
Comp-FL2-H = PE-H
D
JTNFer
2,93
Q12 1244
8,61 2,60

Comp-FL2-H : PE-H

Figura 15: Dotplots representativos da expressdo TNF-a e IL-12 por M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.
A expressdo de cada citocina e das duas citocinas por M® estimulados com AgEpi (A) e AgTrip (B) expostos a
epimastigotas (Epi) (C) e tripomastigotas (Trip) (D) analisados por citometria de fluxo multiparamétrica.

O fluoréforo PE marca macréfagos IL-12* e o fluor6foro APC marca macrofagos TNF-a*.
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Figura 16: Expressdo intracelular de citocinas por M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.

A expressdo de IL-6 (A), IL-12 (B) e TNF-a (C) e a expressdo conjunta de IL-6 e IL-12 (D), IL-6 e TNF-a (E) de IL-
12 e TNF-a (F) foi analisada por citometria de fluxo multiparamétrica. Resultados de trés experiéncias independes e
trés réplicas por amostra estdo representados por diagramas de caixa que incluem a mediana, 1° e 3° quartis, limites
minimos e méaximos. O teste Wilcoxon foi utilizado na andlise dos resultados (* ou **) indica diferenga significativa
entre as amostras e o CN, (*) p<0,05 e (**) p<0,01.
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Figura 17: Heat map da expressdo MHCI, MHCII, MHCI e MCHII, de IL-6, IL-12, TNF-q, IL-6e IL-12, IL-6 e TNF-
ae IL-12 e TNF-a em M® de murganho expostos ao parasita T. cruzi.
A expressdo foi analisada por citometria de fluxo multiparamétrica. Estdo representados os resultados de trés

experiéncias independes e trés réplicas por amostra. O teste Wilcoxon foi utilizado na analise dos resultados (* ou **)
indica diferenca significativa entre as amostras e 0 CN, (*) p<0,05 e (**) p<0,01.

4.4. T. cruzi induz os macrofagos a produzirem ureia de novo

A producdo de ureia foi quantificada nos sobrenadantes das culturas de M® expostos a
epimastigotas e tripomastigotas, e incubados com antigénios de epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi. Como controlo positivo (CP) foi usado sobrenadante de
culturas de macréfagos estimulados com PMA e como controlo negativo (CN) culturas

de macréfagos em repouso.

A producdo de ureia, no controlo positivo (M® estimulados com PMA) foi
significativamente maior que o controlo negativo (p=0,0313) indicando que a via da

sintese da ureia a partir da arginina estava funcional nos M® (Fig. 18).

Nas amostras analisadas (M®+AgEpi, M®+AgTrip, MO+Epi e Md+Trip), quando se
subtraiu a ureia produzida no CN a ureia produzida nas amostras, verificou-se que ocorreu
producéo de ureia de novo pelos M® em todos os casos. Mas quando se compara a ureia
produzida pelas duas formas do parasita (epimastigotas e tripomastigotas) e pelos
antigénios das duas formas do parasita (AgEpi e AgTrip) ndo se verificaram diferencas
significativas (Fig. 19). Apesar da ureia ter um papel importante na sobrevivéncia do
parasita, 0s baixos niveis de ureia produzido de novo podem ndo ter efeito acentuado

durante a fase inicial da infegdo. Contudo, tendo em conta que este estudo foi efetuado in
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vitro, terd de se ter em consideracdo que € possivel que esta producdo reduzida tenha
algum efeito benéfico na multiplicagéo do parasita.

Ureia

mg/dL Ureia

Figura 18: Produgdo de ureia por M® de murganho.

Gréfico de barras representativo da ureia produzida por M® no controlo negativo e controlo positivo. A ureia foi
quantificada no sobrenadante de M® em repouso (CN) e M® estimulados com PMA (CP). A média e desvio padréo
dos resultados apresentados séo relativos a trés experiéncias independentes e trés réplicas por amostra. O teste Wilcoxon
foi utilizado na analise dos resultados, (*) indica diferenga significativa entre CP e CN, p<0,05.
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Figura 19: Producdo de novo de ureia por M® expostos ao parasita T. cruzi.

A ureia produzida foi quantificada no sobrenadante de M® estimulados com AgEpi e AgTrip e expostos a
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. A média e desvio padrdo dos resultados de trés experiéncias independentes
e trés réplicas por amostra estéo representadas no grafico de barras.

4.5. T. cruzi induz a producéo de oxido nitrico pelos macréfagos

A produgdo de oOxido nitrico foi quantificada nos sobrenadantes das culturas de
macrofagos incubados com epimastigotas, tripomastigotas e antigénios de epimastigotas
e tripomastigotas de T. cruzi, durante 24 horas. Como controlo positivo (CP) foi usado
sobrenadante de culturas de macréfagos estimulados com PMA e como controlo negativo

(CN) culturas de macréfagos em repouso.
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A producéo de dxido nitrico (NO), no controlo positivo (M® estimulados com PMA) foi
significativamente maior que o controlo negativo (p=0,0313) indicando que a via da

sintese do oxido nitrico a partir da arginina estava a funcionar nos M® (Fig. 20).

Os M® estimulados por AgEpi e AgTri e os M® expostos as duas formas de T. cruzi
(epimastigotas e tripomastigotas) revelaram aumentos significativos na concentracdo de
NO (PAngi, AgTrip, epimastigotas e tripomaStigOtas:0,0313), quando comparadas com o controlo
negativo (Fig. 20). Os macrdfagos expostos as formas epimastigotas de T. cruzi foram os
que mais produziram NO. Estes resultados sugerem que os macr6fagos de murganho
reconhecem ambas as formas evolutivas de T. cruzi, do parasita e 0s seus antigénios,
ficam ativados e produzem quantidades apreciaveis de 6xido nitrico que libertam para o
exterior. Curiosamente, os macréfagos produzem maior quantidade de oxido nitrico

contra a forma nao infetante.

NO

I I I 1
0 50 100 150

pM NO

Figura 20: Produgéo de 6xido nitrico por M® de murganho.

Gréfico de barras representativo do NO produzida por M® no controlo negativo e controlo positivo. O NO foi
quantificada no sobrenadante de M® em repouso (CN) e M® estimulados com PMA (CP). A média e desvio padrao
dos resultados apresentados séo relativos a trés experiéncias independentes e trés réplicas por amostra. O teste Wilcoxon
foi utilizado na analise dos resultados, (*) indica diferenca significativa entre CP e CN, p<0,05.
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Figura 21: Produgéo de 6xido nitrico por M® expostos ao parasita T. cruzi.

O NO foi quantificada no sobrenadante de M® estimulados com AgEpi e AgTrip, e expostos a epimastigotas (Epi) e
tripomastigotas (Trip) de T. cruzi. A média e desvio padrdo dos resultados de trés experiéncias independentes e trés
réplicas por amostra estdo representadas por grafico de barras. O teste Wilcoxon foi utilizado na analise dos resultados,
(*) indica diferencas significativas quando comparado com o CN, p<0,05.
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5. Discussao e Conclusodes

O protozoério Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doenca de Chagas. A doenca
de Chagas é uma doenca tropical negligenciada com importancia medica e veterinaria
que segundo a OMS constitui um problema de saude publica global emergente, pois o
crescimento populacional e 0 aumento dos fluxos migratérios, fez com que se alastrasse

para regides do mundo ndo endémicas.

T. cruzi é um parasita intracelular que infeta células fagocitarias e ndo fagocitarias. No
decorrer da infecdo, os parasitas migram para tecidos para o qual tém tropismo elevado
como o coragdo, 0 es6fago, o célon, o tecido adiposo e o tecido nervoso. As manifestacdes
clinicas da doenca estdo relacionadas com o tecido parasitado. Na fase aguda, os
principais sintomas, quando estes se manifestam, sdo a febre, a inflamacao no local de
inoculagdo, a linfadenopatia generalizada, o edema dos membros inferiores e a
hepatoesplenomegalia. Enquanto na fase cronica da doenca, que também poderéa ser
assintomatica, quando ocorrem 0s sintomas em um ou mais 0rgaos, estes sdo
consequentes da multiplicacdo do parasita nesse(s) 6rgao(s). As duas principais formas

clinicas, na fase cronica, sdo a forma cardiaca e a forma digestiva.

Atualmente, apenas estdo disponiveis dois farmacos, o Benznidazole e o Nifurtimox, para
o tratamento da doenca de Chagas. Contudo, estes apenas apresentam eficécia elevada se
forem administrados no inicio da infecdo. A fase inicial € muitas vezes assintomatica o
que dificulta o diagndstico precoce da doenca. Estes farmacos apresentam diversas
limitacBGes por serem tdxicos, levando a ocorréncia frequente de efeitos adversos, e por
apresentarem variacdo de taxas de cura consoante a estirpe do parasita. E entfo relevante
a procura de novos farmacos, mais seguros e eficazes contra o parasita. Por isso, 0 estudo
do comportamento do sistema imunitario e das vias metabolicas € importante a fim de

encontrar novos alvos terapéuticos [57].

Neste estudo, foi avaliada a ativacdo dos macrdéfagos apds exposicdo a epimastigotas,
tripomastigotas, antigénios de epimastigotas e antigénios de tripomastigotas de T. cruzi.
Quando brevemente expostos as formas morfolégicas de T. cruzi (24 horas), os
macrofagos de murganho parecem ter detetado a presenca do parasita, alterando a
morfologia e emitindo pseudopodes que sugerem a possibilidade de fagocitarem os

parasitas. Para compreender se o eventual processo de infecdo dos macrofagos de
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murganho por T. cruzi induzia a ativagdo imunitéria foi analisada a expressdéo MHCI e
MHCII e das citocinas IL-6, IL-12\IL-23 p40 e TNF-a por citometria de fluxo. Os
resultados do presente estudo sugerem uma ativagao imunologica dos M® induzindo uma
maior expressdo de MHCI, MHCII, IL-6, IL-12 e TNF-a, sendo que a expressdo varia

consoante a exposicao dos M® a AgEpi, AgTrip, epimastigotas e tripomastigotas.

O sistema imunoldgico inato é o primeiro a ser ativado, em resposta a um agente
patoldgico, seguido por uma cascata de componentes da resposta imunitaria adaptativa.
Os componentes que participam na imunidade inata sdo os glébulos brancos (mondcitos
que se diferenciam em M®, neutréfilos, eosindfilos, basofilos e células NK), os
mastocitos, o sistema do complemento e as citocinas. Os M® e os neutréfilos sdo as
células fagocitarias que fazem parte da primeira linha da resposta a agentes patogénicos.
As células dendriticas também realizam a fagocitose e atuam como células apresentadoras
de antigénios durante a resposta imunitaria adaptativa. Os basofilos e mastocitos sdo
responsaveis por iniciar uma resposta inflamatoria, devido a lesdo ou infecdo. Os
eosinofilos tém propriedades especificas para a remogdo de parasitas. E as células NK
sdo importantes para a destruicdo de células infetadas ou que apresentem dano [58]. A
inflamacdo aguda é caracterizada pela infiltracdo de neutréfilos e mondcitos, enquanto a
inflamacéo cronica é caracterizada pela presenca de células mononucleares como M® e
linfocitos, no local da inflamacéo [54]. As células dendriticas, M® ¢ células B sdo
capazes de apresentar antigénios as células T CD4" (linfécitos T helper) e as células T
CD8" (linfécitos T citotdxicos). As células T CD8" destroem diretamente as células
infetadas, e as células T CD4* amplificam a resposta imunitaria libertando citocinas. As
citocinas e quimiocinas segregadas sdo responsaveis pelo recrutamento celular,
comunicacdo célula a célula e facilitam a eliminacdo do patdgeno [58]. A resposta
imunitaria adaptativa inclui dois tipos de células, as células T e células B. As células T
estdo envolvidas na imunidade mediada por células enquanto as células B sdo

responsaveis pela imunidade humoral.

Os M® apresentam antigénios das duas classes do complexo major de
histocompatibilidade (MHC), importantes para a apresentacdo de antigénios a linfocitos
[59,60]. Os M® reconhecem 0s agentes patogénicos, fagocitando-os e degradando-o0s
para posterior apresentacdo antigénica aos linfocitos T. Estes antigénios sd@o expostos a

superficie conjugados com moléculas do MHCII, levando a interacdo com células T
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CD4*, ou com moléculas MHCI interagindo com células T CD8" [61]. A interacdo com
as células T leva a ativagdo e segregacdo de citocinas, que vdo modular a atividade dos
M®. O macrofago comporta-se como agente da resposta inata e também como efetor da
resposta adaptativa. Assim, a existéncia de populacdes heterogéneas de M® permite ao
sistema imune plasticidade na resposta imunitaria. A resposta das células T citotoxicas é
importante pois ajuda na destrui¢do de células infetadas, o que evita o desenvolvimento
da doenca [62].

No presente estudo, o contacto com o0s parasitas (epimastigotas e tripomastigotas)
conduziu ao aumento dos macréfagos MHCII™ indicando a possibilidade de apresentarem
antigénios parasitarios aos linfécitos T CD4*, conduzindo a ativacdo da resposta
imunitaria adaptativa. Por outro lado, praticamente ndo se detetou alteracGes na expressao
do MHCI o que sugere que dificilmente ocorre apresentacdo antigénica as células T
CD8". O aumento de macréfagos MHCI"MHCII* foi unicamente induzido pelo antigénio
soltvel das formas epimastigotas de T. cruzi, que ndo sdo infetantes. Estes macrofagos
duplamente positivos podem apresentar antigénios as células T CD4* e CD8* conduzindo

a estimulacéo de linfécitos T helper e linfécitos T citotoxicos.

No estudo efetuado por Camargo e colaboradores, em modelos murinos infetados por T.
cruzi, foi demonstrado que os linfocitos T CD8* desempenham um papel crucial no
controlo da parasitémia. Os linfécitos T CD8" protegem o hospedeiro contra o parasita
através da sua atividade toxica e da producdo de IFN-y e TNF-a, duas citocinas pro-
inflamatdrias envolvidas no controlo da infecdo e que sdo fundamentais para a ativacao
do macréfagos M1 [63]. As células T CD4* especificas do parasita auxiliam no controlo
da infecdo através da secrec¢do de citocinas Thl (IFN-y, IL-2), amplificacdo da atividade
fagocitica dos M®, estimulagdo da proliferagdo de células B, producdo de anticorpos e

amplificacdo da ativacdo de células T CD8" [58].

A nomenclatura de M® M1 e M® M2 deriva das citocinas Thl (linfécitos T helper 1) e
Th2 (linfocitos T helper 2). As células Thl e Th2 podem ser divididas com base em seus
respetivos perfis de producédo de citocinas. Os Thl produzem IFN-y, IL-2 e TNF-a e os
Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 [18].

Os estimulos do microambiente dos macrofagos definem a sua polarizagéo, sendo a via

de ativacdo classica (M1) ou alternativa (M2). Antigénios em combinacdo com IFN-y
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leva a ativacdo classica de M® (M® M1), o que melhora a atividade microbicida e a
secrecdo de mediadores pré-inflamatorios. E os M® M2, anti-inflamatdrios, sao
produzidos apds estimulacdo de antigénios e I1L-10. De acordo com o microambiente
hospedeiro-parasita, a ativacdo alternativa de macrofagos pode ser subdividida. A
diferenciacéo de M2a é promovida por IL-4 ou IL-13 e esta associada & resposta Th2, ao
processo alérgico, a internalizacdo de parasitas extracelulares e a morte do parasita. M2b
esta relacionado com presenca de recetores Fc e imunocomplexos estdo envolvidos na
ativacdo de células Th2 e na promocdo da imunorregulacdo, contribuindo para o
estabelecimento do microambiente que favorece a replicacdo de parasitas na fase aguda
da infecdo. A secrecdo de glicocorticdides e IL-10 leva a diferenciacdo em M2c, que
também induz imunorregulacao, remodelacdo e reparo tecidual. E o subtipo M2d resulta

da secrecdo de IL-6 o que induz a angiogénese [64—66].

M® M1 tem propriedades associadas com producdo de fatores pro-inflamatérios, como
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-23, e libertacdo de espécies reativas de oxigénio e azoto
(NO). Pelo contrério, a polarizacdo de M® em diregdo ao fenotipo alternativo M2 esta
envolvida na resolucdo da inflamacdo, restabelecimento da homeostasia, angiogénese e
cicatrizagdo tecidual [65]. Assim sendo, o perfil pré-inflamatério M1 é benéfico para a
eliminacdo de agentes patogénicos, mas € prejudicial para o processo de cicatrizacao.
Contrariamente, o perfil anti-inflamatério M2 conduz a melhoria de doencas
inflamatorias crdnicas e a regeneracdo dos tecidos [66]. O controlo das infe¢des por T.
cruzi é dependente da ativacdo de M® mediada por citocinas, levando a morte intracelular
do parasita. A polarizacdo M1 estd intimamente ligada com a eliminacdo de parasitas, e
a polarizacdo M2 pode ser eficaz na prevencdo da progressdo da patologia oxidativa e

inflamatdria na doenca de Chagas [65].

Os diferentes agentes patogénicos exploram respostas regulatérias para tentar escapar ao
sistema imunitario e aumentar sua sobrevivéncia no hospedeiro. A ativacdo celular é
fundamental para a inducdo de uma resposta imunitaria eficaz contra os agentes
patogénicos, pois a ativacdo/polarizacdo inadequada dos M®d pode levar a danos nos

tecidos, disfuncdo imunitéria e agravamento da doenca [65].
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As citocinas intracelulares avaliadas neste estudo, apds estimulagdo dos M® (IL-6, IL-
12\IL-23 p40 e TNF-a) sdo citocinas pro-inflamatdrias que estdo presentes na fase aguda

inicial da infe¢do e estdo associadas a ativagao classica dos M® (M1).

A interacdo de T. cruzi com mondcitos e M® pode ativa-los para adquirir fungdes pro-
inflamatorias importantes para o controlo da infecdo durante a fase aguda [65]. No
presente estudo, tanto as formas de T. cruzi (epimastigotas e tripomastigotas) como 0s
antigénios induziram os macrofagos a produzirem IL-6, IL-12 e TNF- a. De facto, a maior
parte dos macréfagos continha duas destas citocinas o que indica que nas 24 horas iniciais
da infecdo ou do contacto com os antigénios parasitarios, os M® contribuem para o
estabelecimento de microambientes inflamatdrios. Os M® sdo células versateis, com
plasticidade para reprogramar os seus fenotipos numa ampla gama de estados funcionais,
dependendo do estimulo ambiental e das func@es fisioldgicas. Durante os estadios iniciais
da infegdo, T. cruzi induz uma resposta inflamatoria, que desempenha um papel crucial
na patogénese da doenca [65]. Os M® estdo envolvidos no desenvolvimento da resposta
imunitaria protetiva contra a infecdo por T. cruzi. De acordo com os estudos de Medina-
Buelvas e colaboradores, 0s M® M1 aumentaram significativamente trés a cinco dias
apos infecdo, mas depois diminuiram ligeiramente. Enquanto 0s M® M2 mantiveram-Se
reduzidos no inicio da infecdo [64]. Atualmente, procuram-se estratégias para alterar a
relacdo M1/M2. Pois uma relacdo M1/M2 equilibrada permite combater eficazmente
diferentes doencas, desempenhando um papel critico no controlo e na gravidade da
infecdo por T. cruzi [66]. Na fase aguda, a polarizagdo M1 estd associada & secrecdo de
citocinas Thl e aumento da expressdo de iNOS, MHCII, de mediadores inflamatdrios
como TNF-a, IL-6, IL-12, IL-1B e de radicais oxidativos, como é o caso de NO e ROS
(espécies reativas de oxigenio), resultando em dano tecidual, morte dos parasitas e
segregacdo de IL-10 e TGF-p, que séo importantes para a imunorregulacédo e reducdo do
dano tecidual resultante de inflamagé&o excessiva [65]. Os M® M2 estéo relacionados com
remodelacdo tecidual e secrecdo de citocinas Th2 que aumenta a expressédo da IL-10 e
TGF-B [65].

No &mbito deste estudo, avaliamos a exposi¢do dos M® & forma infetante
(tripomastigotas), a forma ndo infetante (epimastigotas) de T. cruzi e aos antigénios
parasitarios de ambas as formas, apds 24 horas, por isso 0s resultados obtidos referem-se

a fase inicial da infecdo. Estes resultados corroboram estudos anteriores, onde ocorre uma
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resposta inflamat6ria, com aumento das citocinas IL-6, IL-12 e TNF-a, contribui para a
morte do parasita [33,65,67].

A IL-6 ¢é considerada uma citocina pro-inflamatdria. Quando o agente patoldgico é
removido do hospedeiro, a sintese de IL-6 termina. A producdo excessiva de IL-6
desempenha um papel patolégico no desenvolvimento de vérias doencas inflamatdrias.
Assim, a expressdo adequada de IL-6 € muito importante para a defesa do hospedeiro
[55]. A IL-12/1L-23p40 atrai M® e promove a migracdo de células dendriticas, estando
associada a respostas inflamatorias contra agentes patogénicos. A IL-12 é conhecida
como uma citocina que estimula a producdo de IFN-y por células NK e células T.
Parasitas intracelulares estimulam a sintese de IL-12 por M®. E esta citocina possui um
papel fundamental na imunidade inata, bem como no desenvolvimento da resposta imune
especifica. As citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12 tém grande importancia no controlo da
infecdo através da ativacao da imunidade inata e adquirida [68]. Aliberti e colaboradores,
demonstraram que os tripomastigotas de T. cruzi induzem a producdo de 1L-12p40 por

M®. A IL-12 medeia a resisténcia a infecdo por T. cruzi in vivo [67].

Ripoll e colaboradores demostraram em pacientes com doenca de Chagas crénica um
aumento de células T que expressam TNF-a ap6s estimulagdo antigénica. Durante a
infecdo por T. cruzi, a secrecdo de TNF-a € desencadeada pelos parasitas em M® e células
T. Em combinagdo com IFN-y, TNF-a contribuiu para o controlo de parasitas
intracelulares [69]. A neutralizacdo de 1L-12 em ratinhos infetados resulta no aumento da
parasitémia e consequente mortalidade. Sugerindo que IL-12 é uma das chaves para a

resisténcia do hospedeiro a infecdo por T. cruzi [33].

O controlo do parasita T. cruzi durante as primeiras semanas de infecao é dependente de
citocinas que medeiam a ativagdo microbicida do M®, favorecendo a morte intracelular
do parasita [68]. No entanto, T. cruzi interage de forma complexa com as defesas
imunologicas do hospedeiro sendo capaz de estabelecer uma infecdo persistente. As
glicoproteinas de superficie de T. cruzi e/ou glicofosfolipidios s&o reconhecidos por
células do sistema imunitario inato e estimulam a produgéo de multiplas citocinas, como
TNF-a e IL-6 por M®. Essas citocinas induzem a producdo de ido superdxido e NO por
M®, que contribuem para a morte direta do parasita. Contudo, estes radicais livres séo

produzidos em niveis baixos e ndo sdo suficientes para eliminar a infecao parasitaria [58].
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A persisténcia de respostas inflamatdrias associadas a fibrose tecidual e morte celular é
uma caracteristica marcante da fase cronica da doenca de Chagas. Zanluqui e
colaboradores demostraram que M® presentes num miocardio infetado com o parasita T.
cruzi, bem como M® expostos in vitro a soros de murganhos infetados sdo polarizados

para um fendtipo pré-inflamatdrio com extensa producéo de TNF-a [65].

A interacdo entre o hospedeiro e 0 agente patogénico regula as isoformas da arginase e
determina o resultado da infecdo. A conversao em ureia suporta o crescimento do parasita
enquanto que a conversdo em Oxido nitrico contribui para a eliminagdo do parasita [48].
No presente estudo, os M® exposto aos parasitas e aos antigénios levaram a producao de

novo de uma reduzida quantidade de ureia.

A infecdo por T. cruzi desencadeia uma producdo substancial de NO, que tem efeitos
protetores e tdxicos no sistema imunoldgico do hospedeiro. Células fagociticas quando
detetam tripomastigotas ativam a via induzivel de NO-sintetase que produz NO e é
amplamente responsavel pela morte do parasita. O NO também é responsavel por
modular muitas das etapas da imunidade inata e adaptativa podendo também causar stress
oxidativo, que € prejudicial para o hospedeiro, devido ao aumento do dano tecidual. As
citocinas IFN-y e TNF-q, sdo fortes indutores da via induzivel de NO-sintetase e sdo
produzidos em grandes quantidades durante a infecdo aguda. Por outro lado, TGF-f e IL-
10 regulam negativamente a producdo de NO. Segundo alguns autores, NO demonstrou
possuir um efeito protetor contra a infe¢do por T. cruzi [70].

Zanluqui e colaboradores demonstraram que M® recolhidos de murganhos, na fase aguda
da infecdo por T. cruzi liberam grandes quantidades de NO e acumulam niveis elevados
de mRNA de iNOS com secrecdo de TNF-a, IL-6 e IL-1-B. Essa resposta inflamatoria

inicial leva a polarizacdo M1 [65].

O NO induz a transcrigdo de IL-12 p40, em M® humanos e esta envolvido no controlo
da parasitémia induzida por T. cruzi, conduzindo a morte do parasita in vitro [70]. O NO
afeta o parasita modificando quimicamente as proteinas contendo cisteina e/ou ligando-
se a metaloproteinas que medeiam processos metabdlicos cruciais. A toxicidade do NO
difere de acordo com a estirpe do parasita e de acordo com o microambiente fisioldgico.
O NO demonstrou ser a principal molécula efetora envolvida na morte mediada por M®

de amastigotas de T. cruzi, sendo essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro durante a
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infecdo aguda. A sua producdo é rapidamente desencadeada em células do sistema
imunitéario inato, apds a detecdo do parasita, e posteriormente por células do sistema

imunitario adaptativo [33,70].

No entanto, esse amplo espectro de atividade do NO também pode ser responséavel por
extensos danos aos tecidos dos hospedeiros infetados e pela manifestagdo da doenga. As
funcbes exercidas pelo NO contra o parasita, faz com que se torne um possivel alvo
terapéutico, crucial para a imunoterapia desta doenca. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais para compreender os mdaltiplos papéis do NO e estabelecer os riscos e
beneficios de tais abordagens terapéuticas durante a infe¢do parasitaria [70].

No presente estudo, tanto os parasitas como os antigénios induziram a producao de NO,
indicando que no inicio da infe¢do T. cruzi dirige a ativacdo classica de M® (M1) e a
producdo de citocinas pro-inflamatorias que levam a morte do parasita. Sendo por isso, a
producdo de NO, benéfica no combate a infecdo. Pelo contrario baixos niveis de ureia
indica uma reduzida ativagdo da via alternativa de M® (M2) que suporta o crescimento
do parasita. Estes resultados corroboram estudos que demonstram a producao de NO na

infecdo aguda por T. cruzi [70,71].

As doengas causadas por parasitas protozoarios sdo as principais reesposaveis por doenca
e morte a nivel global. O problema é agravado por falta de vacinas e pela resisténcia dos
parasitas aos medicamentos disponiveis [2]. O Benznidazole e o Nifurtimox sdo as op¢des
de tratamento atualmente disponiveis para tratar a doenca de Chagas. Esses
medicamentos foram desenvolvidos had mais de 40 anos e o Benznidazole é o Unico
medicamento aprovado pela Food and Drug Administration dos EUA, para tratar a
infecdo por T. cruzi [13]. Esses medicamentos antiparasitarios sdo mais eficazes no
tratamento da doenca em criangas e adultos em fase aguda. No entanto, € comum 0s
pacientes apresentarem sintomas inespecificos, ou serem assintomaticos, levando a falta
de diagnostico e consequente privacdo do tratamento. A reativacdo da parasitémia aguda
em individuos cronicos, apos imunossupressdo ou transplante ou em doentes infetados
com HIV, leva a que parasitas persistam durante anos apds a infecdo inicial. A
persisténcia do parasita no hospedeiro providencia a producdo de antigénios que
continuam a desencadear respostas imunes e a causar lesdo tecidual patologica,

conduzindo a inflamacéo cardiaca, fibrose e posteriormente insuficiéncia cardiaca [58].
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E necessario encontrar uma imunoterapia que controle a transmissao de T. cruzi e a fase
cronica da doenca. Nas ultimas décadas, varios grupos de investigadores desenvolveram
varias vacinas experimentais que mostraram resultados promissores em pequenos
modelos animais de infecdo por T. cruzi. Contudo, sdo necessarios mais estudos para
testar as vacinas contra T. cruzi em modelos animais de grande porte para o
desenvolvimento da melhor terapia imunoldgica possivel de forma a prevenir a
cardiomiopatia chagasica humana assim como as outras formas da doenca [58]. Para
melhorar o0 conhecimento sobre topicos cruciais acerca da patogénese, diagndstico e
quimioterapia que envolvem complexas interacbes entre parasita-hospedeiro séo
necessarios diversos estudos laboratoriais e clinicos para definicdo de biomarcadores para

avaliacdo precoce das respostas terapéuticas e cura.

Embora ainda ndo se conhecam todos os mecanismos que medeiam o controlo dos
parasitas em humanos, ha evidencias de que a sobrevivéncia dos parasitas dependem da
atividade de células da imunidade inata, como células NK, neutréfilos e macrofagos [65].
Os macrofagos, células fagocitarias que participam ativamente na resposta a infecéo, por
possuirem um papel crucial na patogénese sdo potenciais alvos para aplicacBes

terapéuticas [26].

Neste estudo foi possivel demonstrar que os macréfagos, sendo células que atuam na fase
aguda da infecdo, sdo ativadas na presenca do parasita. A estimulacdo de macrofagos de
murganho com antigénios sollveis das formas do parasita assim como a exposi¢cdo as
duas formas do parasita T. cruzi Y (epimastigotas e tripomastigotas), leva a ativacdo dos
macrofagos pela via classica (M1). Apds ativacdo estes libertam citocinas pro-
inflamatdrias e induzem o aumento do NO, o que favorece a eliminacdo do parasita.
Também se verificou que a presenca das duas formas do parasita (epimastigotas e
tripomastigotas), levaram ao aumento MHCII, pelos M®. O que possibilita a interacéo

com células T CD4+, que auxiliam no controlo da infecéo.

A forma de ativacdo dos macrdfagos e outras células do sistema imunitario, quer na fase
aguda quer na fase cronica da doenca é importante para estabelecer possiveis alvos
terapéuticos. Como neste estudo se avaliou a forma de ativacdo dos macréfagos apos 24

horas de exposic¢do aos antigénios soltveis e as formas epimastigotas e tripomastigotas
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de T. cruzi, seria interessante também avaliar a ativacdo dos macréfagos em diferentes

tempos de exposi¢do aos antigenios e as formas do parasita.

Sabendo também que as estratégias de regulacdo da resposta imune, particularmente de
macrofagos, dependem da genética do hospedeiro, a interagdo entre a genética do parasita
e do hospedeiro deve ter um papel importante na definicdo da patogénese da doenca de
Chagas [65]. Por isso também devem ser avaliar as respostas dos macréfagos quando

expostos a outras estirpes de T. cruzi assim como diferentes linhas celulares.
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7. Anexos

7. ANexos

7.1 Anexo 1

Preparacdo de meio LIT

Juntar num erlenmeyer de 1500ml, 2,5¢g de extrato de figado, 5g de fosfato de triptose, 49
de cloreto de sddio, 3,159 de di-sddio hidrogénio-ortofosfato, 2g de glucose, 0,4g de
cloreto de potéssio e 1000ml de agua destilada. Esta solugdo é homogeneizada utilizando
um agitador magnético, até dissolver todas as substancias. De seguida a solugdo é

colocada numa garrafa de 1000ml e para esterilizacéo é filtrada num filtro de 0,22pm.

Na camara de fluxo laminar, junta-se 0,1g de hemin a 98%, penicilina e estreptomicina

na proporgdo 100 pg/mL. A solucdo pode ser mantida a 4°C durante 1 més.

O meio deve ser distribuido para garrafas estéreis onde se adiciona 10% de FBS inativado,

ficando assim pronto para utilizacao.

7.2 Anexo 2

Coloragéo de laminas com Giemsa

Colocar sobre a lamina uma gota do produto que se pretende analisar, neste caso foram
analisados os parasitas em meio de cultura, e deixar secar. Seguidamente procede-se a
fixacdo com metanol durante 30 segundos, colocando algumas gotas sobre a lamina. Apos
a fixacdo, coloca-se algumas gotas da solucdo de Giemsa a 5%, de modo a cobrir toda a

lamina, durante 20-30 minutos. Por fim a lamina € lavada com agua corrente.

7.3 Anexo 3

Composicgéo do meio TAU:

Componentes do meio TAU mM g/L de meio
NaCl 190 11,10
KCI 17 1,26
MgCl; 2 0,407
CaCl» 2 0,294
Tampao fosfato pH6,0 8 0,294
NaHCOs 0,6 0,005
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Para 0 meio TAU3AAG, para aléem dos componentes do meio TAU acrescenta-se 0s

seguintes componentes:

mM g/L de meio
Glicose 10 1,80
L-Prolina 10 1,17
Glutamato de sodio 50 8,45
Aspartato de sddio 2 0,31




