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RESUMO

A doenca de Chagas € uma das principais doencas parasitarias na América
Latina, atingindo cerca de oito milhdes de pessoas. As manifestacbes da doenca
afetam o coracgdo, intestinos e sistema nervoso. Seu tratamento é considerado
ineficiente, ndo existindo medicamentos ou vacinas capazes de prevenir 0
desenvolvimento da patologia. Dessa forma, a maneira mais efetiva de se combater
a doenca de Chagas é realizando seu diagndstico precoce e atuando sobre suas
diversas vias de transmissao. Este estudo teve como objetivo avaliar a relagcéo entre
via de transmissao do Trypanosoma cruzi, 0 estabelecimento da carga parasitaria e
producdo de anticorpos especificos, parametros avaliados para se estabelecer o
diagnéstico da infeccdo. Camundongos BALB/c foram infectados com 10° formas
tripomastigotas de T. cruzi pelas vias intraperitoneal, oral e ocular. Infeccbes pelas
vias sexual e congénita ocorreram de maneira natural. As avaliacdes foram
realizadas durante a fase crbnica da infeccdo. A gPCR revelou uma maior carga
parasitaria em camundongos infectados pela via intraperitoneal, o que também foi
acompanhado por uma maior producdo de anticorpos. As vias oral e ocular
apresentaram minima carga parasitaria e nao obtiveram titulos de anticorpos
reagentes. O aumento da concentracdo de T. cruzi inoculada por essas duas vias
promoveu um aumento da carga parasitaria com consequente producdo de
anticorpos especificos. As vias sexual e congénita mostraram baixa, porém
relevante, carga parasitaria, o que as tornou reagentes nos testes soroldgicos.
Destaca-se que 54,6% dos camundongos infectados pela via congénita
apresentaram diagndéstico molecular positivo com testes sorolégicos negativos. O
desafio desses animais com formas tripomastigotas de T. cruzi resultou em
soroconversao em apenas 41,6% dos animais, sugerindo que os demais podem ter
sido tolerizados aos antigenos parasitarios. A demonstracdo de que a rota de
aquisicdo do T. cruzi influencia na determinacdo da carga parasitaria de
camundongos na fase cronica da doenca, bem como no perfil de producédo de
anticorpos, auxiliara na compreensdo da epidemiologia da doenca de Chagas em

diferentes ecossistemas, onde predominam diferentes vias de transmissao.

Palavras Chaves: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Carga parasitaria, Titulos

de anticorpos.



ABSTRACT

Chagas disease is a major parasitic disease in Latin America, affecting about
eight million people. The clinical manifestations affect the heart, intestines and
nervous system. The treatment is considered ineffective, with no drugs or vaccines
able to prevent disease development. The most effective way to fight Chagas
disease is thus conducting early diagnosis and acting on its various routes of
transmission. This study aimed to evaluate the relationship between T. cruzi
transmission route, the establishment of parasite load and specific antibodies
production, parameters evaluated to establish the diagnosis of the infection. BALB /c
mice were infected with 10% T. cruzi trypomastigotes by intraperitoneal, oral and
ocular routes. Sexual and congenital transmissions occurred naturally. Analyses
were conducted during Chagas disease chronic phase. gPCR revealed a higher
parasite load in mice infected by intraperitoneal route, which was also accompanied
by an increased production of antibodies. Oral and ocular pathways had minimal
parasite burden and did not obtain positive antibodies titers. A higher concentration
of T. cruzi inoculums in these two pathways promoted an increase in parasite load
and antibodies production. Sexual and congenital routes showed low but significant
parasite load, which made them positive in serological tests. It is noteworthy that
54.6% of congenital infected mice tested positive in gPCR and negative in serological
tests. The challenge of these animals with T. cruzi trypomastigotes resulted in serum
conversion in only 41.6% animals, suggesting tolerization to parasite antigens. The
demonstration T. cruzi acquisition route influences in parasite load of mice in the
chronic phase of the disease and antibody production profile will assist in the

understanding of Chagas disease epidemiology in different ecosystems.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Parasitic load, Antibody titles.
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INTRODUCAO

1. Doencade Chagas

1.1 Breve histérico

A doenca de Chagas (DC), cuja terminologia adotada pela Nomenclatura
Internacional de Doencas (NID) é Tripanossomiase americana é uma doenca
tropical transmissivel entre as mais prevalente na América Latina (OPAS/OMS,
2014a). Dados da paleoparasitologia sugerem que a DC tenha alcancado a
populacdo humana, na Regido Andina, ha mais de 9.000 anos. A mais antiga
deteccdo do Trypanosoma cruzi em humanos se deu em mumias do povo
Chinchorro, fundadores dos primeiros assentamentos na regiao litoranea do deserto
de Atacama. Infeccbes de T. cruzi foram também relatadas em mumias de povos
subsequentes aos Chinchorros que viviam nha mesma area até a época da conquista
espanhola no século XVI. Igualmente, detectou-se o0 DNA do T. cruzi em mamias do
Vale do Peruacu (MG, Brasil) e no Deserto de Chihuahua (Texas, EUA) (Steverding,

2014).

O primeiro relato da DC foi feito em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano da
Chagas, médico, cientista, pesquisador e sanitarista brasileiro que se dedicou ao
estudo das doencas tropicais (Moncayo, 2010). Na cidade de Lassance (MG, Brasil),
enquanto coordenava as atividades de combate a malaria, Carlos Chagas coletou e
examinou diversas espécies da fauna brasileira, Em um sagui, identificou uma nova
espécie de Trypanosoma, que batizou de T. minasense. Moradores locais relataram
que um inseto, popularmente conhecido como “barbeiro” (pelo fato de picar suas
vitimas preferencialmente no rosto enquanto dormiam), era frequentemente
encontrado nas precarias residéncias daquela regido. Sabendo da importancia de
insetos hematéfagos como transmissores de doencas, Chagas examinou alguns
barbeiros, onde verificou, em seu intestino, tripanossomatideos. Posteriormente,

concluiu que o protozodrio se tratava de uma nova espécie, a qual nomeou de
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Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu orientador e amigo, 0 sanitarista Dr.

Oswaldo Gongalves Cruz.

Aprofundando a descoberta, Carlos Chagas encontrou 0 protozodrio em um
gato, evidenciando um reservatdrio doméstico. Para averiguar se este era um
parasito patogénico para o homem, realizou exames de sangue nos moradores da
regido de Lassance, identificando o T. cruzi no sangue periférico de uma menina
febril de 2 anos (Chagas, 1909). Berenice foi o primeiro caso da nova doenca
humana, da qual Carlos Chagas identificou o agente etioldgico, seu ciclo evolutivo
nos hospedeiros invertebrados (Hemiptera: Triatominae) e vertebrados (mamiferos
de vérias classes), a clinica e a sintomatologia inerente a fase aguda da doenca e o
primeiro teste de diagnostico (gota espessa) (Neves e cols., 2005; Cimerman e
Cimerman, 2008). Ainda estudou a patologia, a epidemiologia, mecanismos de
transmissdo e formas de tratamento da mesma. Além disso, conseguiu que as
autoridades dessem notoriedade a doenca, uma vez que Carlos Chagas acreditava
gue a nova moléstia tropical expressava a identidade nacional em varios sentidos
além do geografico (Gilber, 2007; Kropf, 2009).

A DC esta associada a varios fatores sociais e ambientais que expdem milhdes
de pessoas a infeccdo. Até meados da década de 1970, o risco de transmissao do
T. cruzi estava diretamente ligado a pobreza e as mas condicbes de moradia da
populacdo em areas endémicas. Entretanto, o crescente éxodo rural nas décadas de
1970 e 1980 deu inicio a uma mudanca dos padrdes tradicionais de epidemiologia
da doenca para uma infec¢do também urbana (OMS, 2008; OPAS / OMS, 2010).

1.2 Epidemiologia

A DC é considerada uma antropozoonose decorrente do deslocamento dos
vetores de seus habitats silvestres, devido a acdo do homem no meio ambiente
(Westphalen e cols., 2012). Embora o vetor do T. cruzi esteja bem distribuido pelo
continente americano, abrangendo uma area, desde o sul dos Estados Unidos até a
provincia de Chubut na Argentina (Silveira, 2000), € especificamente a América
Latina que se encontra endémica. Sao 21 paises com aproximadamente 12 milhées

de portadores da doenca crénica - cerca de 2 a 3 milhdes no Brasil — e, a cada ano,
19
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h& 28.000 novos casos e mais de 10.000 mortes. Atualmente, cerca de 65 milhdes
de pessoas na América vivem em &reas de exposi¢do e correm o risco de contrair a
infeccdo (OPAS / OMS, 2014b).

Até a década de 1970, as areas com risco de transmissdo da doenca, pela
presenca de vetores infectados, incluia 18 Estados brasileiros e mais de 2.200
municipios. Desses, 711 com presenca do Triatoma infestans, principal espécie
responsavel pela transmissdo da DC. Paises do Cone Sul deram inicio a um
programa para controlar e eliminar esta espécie vetora (Dias, 2000). Acdes
sistematizadas de controle quimico foram instituidas, o que levou a uma expressiva
reducéo da presenca de T. infestans e, simultaneamente, da transmisséo do T. cruzi
as pessoas. Em reconhecimento, o Brasil recebeu, em 2006, a -certificacdo
internacional de interrupg¢do da transmissao da DC pelo T. infestans, concedida pela
Organizacdo Pan Americana da Saude e Organizacdo Mundial da Saude (OPAS /
OMS) (Vinhaes e Dias, 2000).

O perfil epidemioldgico da doenca no Brasil apresenta um novo cenario devido
a ocorréncia de casos e surtos de doenca de Chagas aguda (DCA) relacionados a
ingestao de alimentos contaminados (caldo de cana, acai, bacaba, entre outros), os
guais vém ocorrendo especialmente na Amazoénia Legal. No periodo de 2000 a
2011, foram registrados mais de 1.200 casos: 70% por transmissao oral, 7% por
transmissao vetorial e 22% sem identificacdo do modo de transmissdo (Fiocruz,
2013).

O coeficiente de mortalidade especifico para DC no Brasil caiu de
5,2/100.000 habitantes em 1980 para 3,5/100.000 em 1997 e 2,7 3,5/100.000 em
2008 (Melo, 2011). Essa diminuicdo também é verificada nas estimativas mundiais,
onde o numero de pessoas infectadas pelo T. cruzi em todo o mundo era de 16 a 18
milhdes em 2007 e atualmente afeta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas (OMS,
2007; 2015). Medidas de enfrentamento da doenca adotadas em paises da América
Latina, uso de testes de diagndstico mais sensiveis para doadores de érgdos e
sangue (Castro, 2009) e maior acesso da populacdo a informacdo podem explicar

esse decréscimo.
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Nas ultimas décadas, foram registrados casos em paises ndo endémicos por
outros mecanismos de transmissdo ou pela migracéo intensa de latino-americanos
para outros continentes (Fiocruz, 2013). A doenca tem sido cada vez mais detectada
nos Estados Unidos, Canada, paises europeus e em alguns paises do Pacifico
Ocidental (OMS, 2015). A Figura 1 mostra a distribuicao global dos casos de DC em

paises endémicos e nao endémicos.

Paises Ndo Endémicos

Il > 300000
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Figura 1. Distribuicdo global da doenca de Chagas. Tonalidades apresentadas de acordo
com a quantidade de casos de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi. Paises endémicos
apresentados em tons de vermelho. Mapa baseado em estimativas oficiais, 2006 - 2010.
(Fonte: Autor, dados retirados da OMS, 2013; Steverding, 2014).

1.3 Agente Etiolégico: Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozodario hemoflagelado digenético pertencente
a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae (Chagas, 1909). E um
organismo altamente diversificado e especializado, apresentando diversas
peculiaridades de grande interesse filogenético e evolutivo (Marcili, 2008; Carballero,
2014). Uma das principais caracteristicas do T. cruzi é a existéncia do cinetoplasto,

organela localizada na uUnica mitocondria. O DNA do cinetoplasto (KDNA para
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kinetoplast DNA) representa cerca de 20 — 25% do total de DNA da célula, e é
formado por uma rede fibrosa constituida por moléculas organizadas em minicirculos

e maxicirculos (Fidalgo e Gille, 2011; Teixeira e cols., 2011).

O T. cruzi apresenta trés principais formas em seu ciclo biolégico (Figura 2), as
guais sao identificadas morfologicamente pela posi¢cédo do cinetoplasto com relacao
ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo. A forma tripomastigota € encontrada
na porcao final do intestino do inseto vetor (tripomastigota metaciclica), no sangue e
espaco intercelular do hospedeiro vertebrado. E uma forma alongada e levemente
achatada, com o cinetoplasto bem afastado e anterior ao nudcleo, o qual é
centralizado e ovalado. O flagelo emerge da bolsa flagelar, percorre toda a extenséo
lateral do parasito formando uma membrana ondulante, e tornando-se livre na
porcéo anterior. As amastigotas sao as formas multiplicativas (divisao binaria), sendo
encontradas no interior das diversas células nucleadas dos mamiferos. S&o ovoides,
com nucleo centralizado e arredondado, e da bolsa flagelar emerge um reduzido
flagelo; entre o nucleo e o flagelo encontra-se o cinetoplasto. Epimastigota € a forma
multiplicativa do intestino do vetor. E alongada, tem forma fusiforme e, proximo a
saida do flagelo, encontra-se o cinetoplasto em forma de bastéo, localizado posterior
e préximo ao ndcleo. Também existe a peculiar forma esferomastigota, organismo

arredondado com flagelo circundando o corpo (Teixeira e cols., 2012).

A B
Q i

e

M

Figura 2. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. (A) Epimastigota

extracelular, replicativa no intestino médio do inseto-vetor; (B)
Tripomastigota; (C) Amastigota intracelular, replicativa no hospedeiro
vertebrado (CDC, 2013).
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A populacédo de T. cruzi ndo é homogénea, sendo constituida por diferentes
linhagens. Essas populagbes possuem comportamento diverso no que se refere a
curvas de parasitemia, interacdo com células hospedeiras e resposta imune do
hospedeiro (Macedo e cols., 2002). Estudos sobre o comportamento biolégico de
cepas do T. cruzi e seus perfis histopatolégicos em animais experimentais agrupam
os isolados em biodemas: I, Il e Il (Devera e cols., 2002), que por sua vez
correspondem a zimodemas (grupos de cepas que apresentam perfis eletroforéticos
isoenzimaticos semelhantes) especificos (Zingales, 2011).

As populacdes de T. cruzi sdo também heterogénicas geneticamente, um
consenso foi estabelecido, onde o T. cruzi foi dividido em seis grupos (DTU- do
inglés Discrete Typing Unit), que levam a nomenclatura Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e
TcVI. DTU é definido como um conjunto de isolados que s&o geneticamente
semelhantes e que podem ser identificados por marcadores moleculares e

imunologicos comuns. (Zingales e cols., 2012).

1.3.1Ciclo de Vida

Em condicdes naturais, o ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Figura 3) tem
inicio quando o triatomineo ingere formas tripomastigotas sanguineas de um
hospedeiro vertebrado infectado. Essas formas sdo conduzidas a por¢céao anterior do
estbmago do hospedeiro invertebrado, onde se transformam em epimastigotas e
algumas formas esferomastigotas. As formas epimastigotas sobreviventes a
digestdo alcancam o intestino médio, onde se multiplicam e se aderem as
membranas perimicrovilares pelo flagelo. Em seguida, se soltam e migram para o
intestino posterior, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas (formas
infectantes para o hospedeiro vertebrado), ficando aderidas a cuticula que reveste o
epitélio do reto e do saco retal do inseto. No momento do repasto sanguineo, estas
formas sdo eliminadas junto com as fezes e urina do triatomineo, sobre a pele ou
mucosas de um novo hospedeiro vertebrado. A penetracdo do parasito pode se dar
diretamente pela mucosa, por feridas na pele ou ocasionada por coceiras no local da
picada. As formas tripomastigotas metaciclicas sdo fagocitadas pelas células do

sistema mononuclear fagocitario (SMF), seguindo-se a formag¢do do vacuolo
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parasitéforo, onde assumem uma forma amastigota, provocam a lise da membrana
do vacuolo e, entdo, se multiplicam no citoplasma da célula. ApGs replicacéo,
transformam-se em tripomastigotas que séo liberadas no meio extracelular, onde
podem migrar pela corrente sanguinea e procurar outras células para nova
multiplicacdo. A lise da célula hospedeira pode ocorrer antes da total diferenciacéo
de amastigota para tripomastigota, o que gera o aparecimento das duas formas no
meio externo, e assim, ambas as formas podem invadir novas células. Durante o
hematofagismo do vetor, ocorre a ingestdo das formas tripomastigotas do parasito,
presentes na circulacdo do hospedeiro mamifero, recomecando o ciclo (Teixeira e
cols., 2012).
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Fases no inseto vetor

Fases no mamifero hospedeiro

Figura 3. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi no interior do inseto vetor e do
mamifero hospedeiro. (1) O vetor ingere formas tripomastigotas do T. cruzi presentes no
sangue periférico de mamiferos infectados. (2) Tripomastigotas (3) No intestino médio do
inseto, se diferenciam em epimastigotas e algumas esferomastigotas. (4) Epimastigotas se
multiplicam. (5) No intestino posterior se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas. (6) O
inseto vetor libera em suas fezes formas tripomastigotas, perto do local do repasto
sanguineo. (7) Forma tripomastigota metaciclica. (8) Infectam macréfagos. (9)
Tripomastigotas se diferenciam em amastigotas. (10) Amastigotas evadem o vacuolo
parasitoforo. (11) Multiplicacdo das amastigotas no citoplasma. (12) Amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas. (13) Tripomastigotas rompem as células e sao liberadas no
meio extracelular. (14) Formas amastigotas e tripomastigotas. (15) A. Tripomastigotas e B.

Amastigotas, infectam macréfagos (Retirado de Teixeira e cols., 2012).
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1.4 Respostaimune do hospedeiro

Como mecanismos de evasédo da lise mediada pelo complemento o T. cruzi
tem a capacidade de invadir diversas células do hospedeiro, sendo o grau de
adesdo, variavel de acordo com a cepa do parasita, com a forma evolutiva e com o
tipo de célula (Neira e cols.,, 2002; Cestari, 2006). Mucinas, transialidases,
polissacarideos, glicoproteinas e lipidios, ancorados ao glicosil fosfatidil inositol
(GPI), estdo envolvidas no processo de invaséo e regulacdo do sistema imune do
hospedeiro pelo parasito (Santiliano e Almeida, 2012). As formas tripomastigotas
ndo sintetizam &cido sialico, mas utiliza glicoproteinas gp83, a qual interage com
receptor p74 presente na membrana da célula hospedeira, para a infeccdo de
células fagociticas e ndo-fagociticas (Villalta e cols., 2001). A gp160 liga-se a C3b e
C4b, blogueando a formacao da cascata por inibicdo da C3 convertase. Ja a forma
tripomastigota metaciclica, utiliza gp82 que se liga a célula do hospedeiro levando a
uma via de sinalizacéo, mediada por PTK. As glicoproteinas de superficie de T. cruzi
sdo importantes para mobilizacdo de calcio intracelular, o qual é essencial para
internalizacdo do parasito (Yoshida e cols., 2000). Outras proteinas, como cruzipaina
e gp90, também estdo envolvidas no processo de invasdo de células utilizado por
ambas as formas. As moléculas Tc85 presentes na superficie do T cruzi, ao se
ligarem a receptores especificos na membrana das células hospedeiras, promovem
alteracoes do citoesqueleto e facilitam a entrada do parasito (Magdesian e cols.,
2001). Diversos tipos de carboidratos também podem estar envolvidos no processo
de adesdo e invasdo da célula hospedeira pelo T. cruzi, lipopeptidiofosfoglicana
(LPPG), sialoglicolipidios, lipidios sulfatados  em epimastigotas e
glicoinositolfosfolipidios (GIPLs) em formas tripomastigotas, ja foram descritos
(Sarmento, 2008).

A invasdo do T. cruzi nas células ocorre com a formacdo do vacuolo
parasitéforo (na célula hospedeira). A membrana do vacuolo é derivada de
lisossomos e contém no seu interior, componentes acidos liticos potencialmente
destrutivos para o parasito. O parasito, entdo, sintetiza e secreta uma proteina
formadora de poros transmembranicos (Tc-Tox) (Santiliano e Almeida, 2012).

Seguindo para a metaciclogenese, o T. cruzi entdo inicia o estabelecimento do
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parasitismo. As formas tripomastigotas ao escaparem para a corrente sanguinea

podem infectar outras células do hospedeiro.

No inicio da infeccdo sdo desencadeados eventos pela imunidade inata do
hospedeiro. A ativagcdo de macréfagos por diferentes citocinas € o principal
mecanismo no controle da infec¢édo por este parasito. A invasdo do macréfago leva a
secrecdo de interleucina 12 (IL-12) que ativa células NK (do inglés, Natural Killer) a
produzirem interferon gama (IFN-y) promovendo o macréfago a atividade
tripanocida. O TNFa (do inglés, tumor necrosis factor alpha) produzido pelo
macréfago durante a infeccdo por T. cruzi, participa dessa interacdo de forma
sinérgica tanto com IL-12 como com IFN- y. Em associacdo ao TNF-a, o IFN- y induz
a producao de oxido nitrico. IFN-y ndo é efetivo na fase aguda tardia da infeccéo,
devido a producédo aumentada de IL-10 e TGF-B, as quais modulam a sintese de IL-
12 (Marcganeiro, 2008).

As citocinas apresentam grande importancia no curso da infeccdo da doenca
de Chagas. O padréo da infeccéo pelo T. cruzi é determinado pela larga extensao de
citocinas produzidas em resposta ao parasito. O aumento dos niveis de citocinas
inibe a replicacdo do parasito em macréfagos e parece influenciar no resultado da
infeccdo (Sarmento, 2008). Em cada fase da doenca de Chagas, existe uma
resposta imune especifica. A infeccdo aguda causa uma intensa e diversificada
ativacdo de linfocitos B, com hiperproducdo de imunoglobulinas na presenca de
isotipo IgM e mais tarde como IgA e subclasses de IgG, ativam a via classica do
complemento, caracterizando uma resposta do tipo Thl mais precoce e de maior
amplitude, sendo que a evolucdo para a forma crbnica caracteriza-se por uma perda
na atividade Thl, com uma substituicdo para a atividade Th2 e ativacao de células
B (Kumar e Tarleton, 2001), a qual desenvolve uma resposta eficiente contra o
agente infeccioso. A fim de estabelecer uma infeccdo crénica de sucesso, deve-se
haver um equilibrio entre a multiplicacdo do parasita nos tecidos do hospedeiro e o
controle imunoldgico que ira manter o hospedeiro vivo. Nessa fase, ha aumento de
células T CD8" com uma proporcdo menor de células T CD4 +, células B, células do
plasma, macrofagos, eosinéfilos e mastocitos. Predominio de anticorpos com
atividade protetora (IgG) perpetuam durante a fase crénica, em camundongos, essa

atividade protetora est4 associada com anticorpos das subclasses IgG2a e IgG2b,
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0S quais sao responsaveis pela manutencdo de baixos niveis de parasitas

circulantes (Virgilio e cols., 2014).

Diferentes tipos de patdgenos encontram diversas barreiras a infec¢cdo do seu
hospedeiro. Nos seres humanos, as superficies de mucosas desenvolvem um
microambiente diferente do interior do organismo e caracteristicas imunolédgicas que
os tornam unicos frente ao sistema imune sistémico. Para o agente patogénico ter
sucesso, deve desenvolver mecanismos que permitem a sobrevivéncia nesses
microambientes. O patdgeno ao fissurar o epitélio das mucosas deve superar
deteccédo e eliminagado por resposta imune inata e adaptativa epitelial. Esta resposta
€ mediada por tecido linféide associado a mucosas (MALT), o qual € composto por
populacdes de células imunes intra-epiteliais e sub-epiteliais e dos ganglios linfaticos
locais. No adulto sadio o MALT contém 80% de todas as células imunes do corpo e
constitui 0 maior sistema de 6rgéo linféide dos mamiferos. Respostas imunes inatas
associada a MALT envolve o sistema do complemento, células fagociticas e células
NK. Os principais componentes do MALT sdo as ceélulas M, as quais capturam
antigeno e os liberam para células apresentadoras; as células T auxiliares e
citotoxicas que respondem as ceélulas infectadas por patdégenos e os linfocitos B
altamente diferenciados, existindo quase na totalidade como plasmadcitos secretores
de IgA. Outras formas de defesa sdo: barreiras mecanicas, como a integridade do
epitélio, peristaltismo e movimentos ciliares; barreiras quimicas (bile, lactoferrina,
lisozimas, lactoperoxidade) e barreira biolégica, como a flora bacteriana residente
(Schust e cols., 2012; Fauci e Langford, 2014).

1.5 Manifestacdes Clinicas

As manifestacbes clinicas associadas a DC sdo divididas em duas fases:
aguda e crbnica. Dois tercos dos individuos que adquirirem a infec¢do jamais terdo
gualquer manifestacdo clinica. Somente 5% dos individuos com a infeccdo aguda
apresentardo sintomas de doenca febril, com dores generalizadas nas articulacdes e
na musculatura, mal-estar, cefaléia e outros sintomas que podem ser confundidos
com um resfriado. A fase aguda é caracterizada pela alta parasitemia no sangue

periférico, inicia-se com a entrada do T. cruzi no corpo humano e pode resultar em
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lesdes na pele (chagoma de inoculag&o) ou na conjuntiva ocular (sinal de Romafa).
Apds um periodo de incubacdo de 72h o parasito passa por ciclos de multiplicacéo
na célula do hospedeiro ha liberacdo de formas infectantes nos espacos
intercelulares, de onde elas alcangcam 0s vasos sanguineos e circulam pelo corpo.
Sintomas podem aparecer entre uma a duas semanas apoOs a infec¢do inicial e
podem durar de quatro a oito dias. Em cerca de 90% dos individuos infectados, as
manifestacbes da doenca aguda desaparecem espontaneamente. Mortes ocorrem
ocasionalmente nessa fase (< 5 - 10% dos casos sintomaticos), principalmente em
criangcas, como um resultado de miocardite ou meningoencefalite grave, ou ambos
(Teixeira, 2007; Rassi Jr. e cols., 2010).

Depois de trés a seis meses, os individuos passam a forma indeterminada da
infeccdo crbnica, caracterizada pela auséncia de sinais e sintomas, porém com
evidéncias sorologicas e parasitologicas da infeccdo. Esses individuos permanecem
como reservatorio do parasito ao longo da vida; sendo usualmente identificados
durante a admissdo em emprego ou triagem de doadores de sangue (Andrade,
1999). Trés ou mais décadas depois, um terco dos individuos infectados pode
apresentar sintomas da doenca de Chagas cronica (DCC). A grande maioria dos
chagasicos cronicos (95,5%) terdo manifestacdes da doenca no coracao (miocardite
cronica) que, frequentemente, resulta em cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca
congestiva e / ou arritmia, podendo levar a morte. Os 4,5% restantes, apresentarao
uma forma digestiva, com sintomas decorrentes dos quadros de megacélon ou
megaesotfago (Higuchi e cols., 2003; Teixeira, 2007). Eventualmente, podera ocorrer
a progressao direta da fase aguda para a cronica sintomatica (5 - 10% dos casos)
(Rassi Jr. e cols., 2010).

1.6 Tratamento

Na época de sua descoberta, foram utilizados para tratamento da DC, o atoxyl
(arsénico), a tintura de fucsina, o tartaro emético (antimonial pentavalente) e o
cloreto de mercurio, os quais se mostraram ineficazes (Croft, 1999; Coura e Castro,
2002; Sobrinho e cols., 2007). Entre as décadas de 1960 e 1970, foram introduzidos

0s nitroderivados na terapéutica: Benznidazol (N-benzil-2-nitro-1- imidazol
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acetamida) (Rochagan® e Radanil®, Roche; LAFEPE Benznidazol®) e o Nifurtimox
[4-(5-nitro-furilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-1- dioxido] (Lampit®, Bayer).
Entretanto, o potencial beneficio na eliminacao do parasita com esses tratamentos é
discutivel e depende da fase da doenca, da idade do paciente e de condi¢des
associadas. Desde a década de 1980, o Nifurtimox teve a sua comercializacao
interrompida, e o Benznidazol passou a ser o Unico medicamento preconizado
(Rassi e cols., 2002; Dejour e cols., 2012). Na América Central o Nifurtimox é
utilizado em casos de intolerancia ao Benznidazol (Fiocruz, 2013).

O recomendado é que o0s casos agudos sejam tratados o mais rapido possivel
apos confirmacdo do diagnéstico, pois nessa fase a droga (Benznidazol) tem se
mostra eficaz na diminuicdo da parasitemia. Os casos de infeccdo congénita devem
ser tratados como fase aguda, assim como as infec¢des acidentais. O tratamento
também € indicado em caso de chagasico receptor ou doador de 6rgdos e em
pacientes imunossuprimidos, sujeitos a reativacao da infeccédo (MS, 2005; Oliveira e
cols., 2008). Para a fase cronica, o tratamento ndo € indicado, pois a eficiéncia do
Benznidazol ndo foi comprovada nessa fase (MS, 2005). Durante a fase cronica
indeterminada, avalia-se o risco de infec¢cdes associadas e / ou imunossupressao,
podendo considerar tratamento especifico nesses casos (MS, 2005; Teixeira e cols.,
2006). Ademais, ha abundante informacdo sobre a toxicidade dos nitroderivados.
Devido a sua comprovada mutagenicidade e oncogenicidade, sdo considerados
poluidores do meio ambiente e ocasionam varios efeitos colaterais, como: cefaléia,
anorexia, desconforto gastrico, dermatite e neuropatia periférica. Podem ocorrer
ainda disturbios visuais e mentais, convulsdes e perda da libido (Silva, 2011; Sousa,
2012).

Na busca do tratamento ideal para a doenca, diversos compostos e estratégias
vem sendo testados. O Posaconazol foi registrado na Unido Européia, Australia e
Estados Unidos como um antifungico sistémico, sendo considerado, atualmente, o
mais forte candidato para novos tratamentos especificos da DC (Molina e cols.,
2000; Bezerra e cols., 2012). Além disso, destaca-se a realizacdo do transplante
cardiaco para tratamento da insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica (Rassi Jr.
e cols., 2009; Dinardi e cols., 2012). Entretanto, este ainda ndo teve sua eficiéncia

comprovada (Boas e cols., 2004).
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Dessa forma, fica evidente a auséncia de medicamentos efetivos para o
tratamento da DC. Nao existem drogas profilaticas nem vacinas para preveni-la. Por
enquanto, a melhor estratégia para combater a DC é realizar o diagndstico precoce

dos pacientes e interromper as varias vias de transmissdo do parasito.

1.7 Diagnéstico

Os exames laboratoriais indicados para o diagnéstico da doenca de Chagas
dependem da fase da doenca em que o0 paciente se encontra e podem ser dividido
em trés categorias: parasitoldgicos, sorologicos e moleculares. A suspeita de DCA
deve ser confirmada por diagnostico laboratorial, 0 qual se baseia preferencialmente
na deteccdo direta dos parasitos. Em contraste, o diagnostico da DCC (formas
sintomaticas ou indeterminadas) é geralmente baseado em testes soroldgicos, uma
vez que o baixo nivel de parasitos circulantes se opde a deteccdo microscopica
(Dias e Macédo, 2005; MS, 2013). As técnicas moleculares mostram-se bastante
eficientes para ambas as fases da doenca. A seguir, esses testes serdo mais bem

detalhados.

O exame parasitolégico direto € considerado o “padréo ouro” para diagnostico
da DCA. Os testes mais utilizados sdo o exame a fresco, gota espessa e esfregaco.
Quando houver presenca de sintomas por mais de 30 dias, sdo recomendados
métodos de concentracdo devido ao declinio da parasitemia (Strout, micro-
hematdcrito, QBC - do inglés Quantitative Buff Coat). Os métodos parasitolégicos
indiretos, como o xenodiagndéstico e a hemocultura, apresentam baixa sensibilidade
e costumam ser empregados apenas na fase crénica da infeccdo, onde a pobreza
de formas tripomastigotas no sangue periférico torna dificl a demonstracéo
diretamente do liquido bioldgico (MS, 2013).

Para o diagndstico sorologico sao utilizados testes imunoldgicos que se apbdiam
em evidéncias indiretas da presenca do parasito, deduzindo-se que 0 mesmo existe
por deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi. A presenca de anticorpos da classe IgM
anti-T. cruzi no sangue indica doenca aguda quando associada a fatores clinicos e
epidemiologicos compativeis; enquanto que na DCC, os individuos apresentam

anticorpos IgG anti-T. cruzi. Tais testes ndo estdo isentos de erros ou problemas de
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interpretacéo (falsos positivos e falsos negativos) (Gadelha e cols., 2003). O exame
positivo significa apenas evidéncia indireta da infeccdo, mediante identificagdo de
um fator imune que reconhece antigenos do agente da DC. Em vista disso, procura-
se considerar que o teste é positivo quando houver resultado concordante em dois
exames sorolégicos de principios distintos que identificam anticorpos especificos
anti-T. cruzi, sendo a Imunofluorescéncia Indireta (IFl), a Hemoaglutinacdo (HE) e o
ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) os métodos recomendados
(OMS, 2002; MS, 2010).

Testes sorolégicos possuem alta sensibilidade, mas podem apresentar baixa
especificidade, levando a um consideravel nimero de diagndsticos inconclusivos.
Quando testes sorolégicos sé@o persistentemente inconclusivos, algumas diretrizes
recomendam o uso de testes moleculares (Brasil e cols., 2010). Emprega-se a
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) como diagnostico laboratorial
complementar. A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade quando
respeitados os parametros de padronizacdo e controle de qualidade dos reagentes
utilizados. Os testes moleculares para diagnéstico da DC utilizam sequéncias
aneladoras para amplificar o DNA mitocondrial (KkDNA) ou o DNA nuclear (nDNA) do
parasito em diferentes amostras bioldgicas (Russomando e cols., 1992; Valejo e
cols.,1999). Amplamente utilizados em laboratérios de referéncia, os iniciadores de
kKDNA s35/36 (Sturm e cols., 1989) amplificam um produto de 330 pb e seus
catameros, sendo considerados os aneladores mais sensiveis, capazes de detectar
0,015 fg de DNA do parasito. Os iniciadores mais utilizados para a amplificacdo de
NDNA sdo TcZl1l/TcZ2, descritos por Moser e cols. (1989). Estes iniciadores
produzem uma banda de 188pb e seus catameros, referentes a amplificacdo de uma
sequéncia de microssatélite que corresponde a 9% do DNA nuclear do parasito
(Hecht e cols., 2010). O uso da PCR para diagnéstico da infeccdo por T. cruzi é
restrito e realizado por centros de pesquisa em carater experimental, devido a
auséncia de protocolos definidos e procedimentos operacionais padronizados, assim
como de kits comerciais para uso na rotina da vigilancia. Dessa forma, atualmente, a
PCR ainda néo é considerada um método de diagndstico isolado para confirmacao
ou descarte de casos de DC (MS, 2013).
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As peculiaridades da PCR, particularmente sua alta especificidade, trouxeram
novas implicagcdes na interpretacdo dos resultados, uma vez que se passou a
identificar muitos pacientes com sorologia ndo reagente ao T. cruzi, porém com
diagnéstico molecular positivo (Duffy e cols., 2013; Hecht e cols., 2010) requerendo
uma dose maior de cautela e mais investigagbes sobre o significado dos
diagndsticos. A esse respeito, alguns grupos relataram resultados de PCR e de
microscopia positivos para pacientes soronegativos (Wincker e cols., 1994;
Salomone e cols., 2003). Andersson (2004) comprovou a precisao da PCR em seus
experimentos: de 39 soros analisados, o ELISA conseguiu identificar 21 pacientes
infectados, enquanto que a PCR detectou 33 casos positivos. Em uma revisdo de
procedimentos sorologicos em 16 bancos de sangue da América Latina, de 1997 a
2000, verificaram-se taxas de 0,7% a 3,7% de falso-negativos e 0,3% a 3,2% de
falso-positivos (Berrizbeitia e cols., 2006). De fato, 100% de concordancia entre
multiplos ensaios sorolégicos € raramente alcancado. Os resultados discordantes
podem surgir devido a problemas técnicos, ou como resultado da complexa

interacdo parasito-hospedeiro na DC (Miyamoto e cols., 2007).

1.8 Vias de Transmissao

1.8.1 Transmissao vetorial

A rota primaria de transmissdo do T. cruzi estad relacionada ao repasto
sanguineo de triatomineos, hemipteros hematdfagos popularmente conhecidos
como barbeiros, os quais sdo os hospedeiros intermediarios e os vetores do T. cruzi
para os mamiferos. Tanto ninfas como adultos de ambos os sexos sdo hematofagos,
pertencem a familia Ruduviidae subfamilia Triatominae. Embora mais de 130
espécies de triatomineos tenham sido identificadas, apenas algumas sédo vetores
competentes para T. cruzi (Galvao e cols., 2003; Goncalves, 2012). A transmissao
vetorial é considerada o0 mecanismo de transmissdo de maior relevancia
epidemioldgica. Os vetores e 0 agente etiolégico estdo largamente distribuidos

desde o sul dos Estados Unidos da América até a Patagdnia, porém a maioria dos
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casos de infeccdo humana é registrada nos paises da América Latina (OMS, 2008;
Fiocruz, 2013).

Apesar das acdes de controle do Triatoma infestans, espécie responsavel pela
maior parte da transmisséo vetorial no passado, a transmissao por outros vetores
ndo domiciliares tem sido palco de desequilibrio ecolégico resultante de grandes
mudancas antropogénicas. Quatro outras espécies de triatomineos tém especial
importancia na transmissdao da infeccdo ao homem: Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata e Triatoma soérdida (Dias e
Schofield, 1999). Goncalves e cols. (2012) analisaram a distribuicdo geografica de
triatomineos brasileiros, onde os Panstrongylus geniculatus e Panstrongylus
megistus mostraram ampla gama ecoldgica; mas a maioria das espécies varia de
acordo com os tipos de biomas: Rhodnius pictipes e Rhodnius robustus na
Amazonia; Rhodnius neglectus, Triatoma sordida e Triatoma costalimai no Cerrado;
Rhodnius nasutus, Panstrongylus lutzi, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma melanocephala, e Triatoma petrocchiae na Caatinga;
Triatomarubrovaria nos pampas do sul; Triatoma tibiamaculata e Triatoma vitticeps
na Mata Atlantica. Embora a maioria das ocorréncias tenha sido registrada em areas
abertas (Cerrado e Caatinga), todas as condi¢des ambientais no pais séo favoraveis

para uma ou mais das espécies analisadas.

O controle de triatomineos € a principal estratégia utilizada para prevenir a
tranmissdo vetorial. A identificacdo de areas com maior vulnerabilidade de
ocorréncia de DC transmitidas por vetores € essencial para prevencgao, controle e

vigilancia (Vinhaes e cols., 2014).

1.8.2 Transmisséao oral

Esta via vem adquirindo importante papel na epidemiologia da tripanossomiase
americana. Apesar de ser uma rota habitual de aquisicdo do T. cruzi pelos
mamiferos silvestres insetivoros, os relatos em humanos costumavam ser pouco
frequentes. No Brasil, a via oral como forma de transmissao € conhecida desde os
anos de 1920, através de modelos experimentais. Em humanos, 0s primeiros casos
foram relatados na década de 1960, no Rio Grande do Sul. Posteriormente, surtos
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também foram detectados no Para, na Paraiba, em Santa Catarina, na Bahia e no
Ceara (Dias e Neto, 2011, Noya e cols., 2015).

Nos ultimos anos, o numero de surtos de DCA em decorréncia da transmissédo
oral do T. cruzi vem aumentando. Dias (2006) relata dez episédios de contaminacao
humana pela ingestado do parasito, inclusive o surto ocorrido em Santa Catarina, em
2005, devido ao caldo de cana-de-agUcar contaminado. A aquisi¢cao da infeccéo pela
via oral também tem sido observado persistentemente na regido amaz6nica (Yasuda
e Carvalho, 2012). Atualmente, esta regido é responsavel pela maior quantidade de
casos de DCA em consequéncia do consumo de produtos naturais, principalmente
de palmeiras como o Acaizeiro, Jucara e a Bacaba. Este modo de transmissdo
incentivou a pasteurizacédo e o controle da exportacdo de suco néo tratado e outros
produtos para as diversas regides do Brasil e para fora do pais (Dias e cols., 2011,
Ferreira, 2014).

A maioria dos casos de transmissao oral tem sido relatada no Brasil, porém
também ocorrem em outros paises. Surtos da transmissdo oral do T. cruzi
relacionados ao consumo de sucos de goiaba e frutas silvestres, contaminados com
fezes de triatomineos, ja foram registrados na Guiana Francesa, Venezuela e Bolivia
(Noya e cols., 2010a, b; Santalla e cols., 2011; Yasuda e Carvalho, 2012). Um caso
de transmissao oral foi comprovado na Argentina devido a ingestdo de carne de
caca (Storino e Jorg, 1994). Também foram descritos casos suspeitos de
transmissao alimentar da doenca de Chagas a partir da ingestdo de carnes de
animais silvestres no Equador e na Coldémbia (Amunarriz e cols., 1991; Rodriguez e
cols., 1992). Na Colémbia h& varios relatos por transmissdo oral. Recentemente
foram registrados 11 casos agudos da doenca de Chagas em uma unica familia na
area urbana de Aguachica em domicilio sem triatomineos (Soto e cols., 2014). Na
grande maioria dos casos estudados, tratam-se de episédios subitos e inesperados
(Chieffi e Neto, 2000; Carlier e cols., 2002; Dias e Macédo, 2005).

A transmisséo oral do T. cruzi ao homem foi registrada com linhagens Tcl e
Tcll do parasito (Valente, 2005; Andrade e cols., 2006). Dias e cols. (2013)
mostraram, em modelo experimental, que os animais infectados com Tcll
apresentaram niveis de parasitemia mais elevado que os animais infectados com

Tcl. Na transmisséo oral do T. cruzi, usando como veiculo alimentos e / ou bebidas,
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o inéculo deve ser relativamente elevado e o alimento deve fornecer as condi¢cfes
necessarias para assegurar a viabilidade do parasito no trato gastrointestinal (Noya
e cols., 2010c). A resisténcia do parasita a digestdo &cido-proteédsica, no nivel
gastrico, tem sido associada a presenca de moléculas protetoras (mucin-like gp
35/50) em sua superficie (Schenkman e cols., 1993). Além disso, a infectividade da
mucosa gastrica e intestinal, por diferentes cepas de T. cruzi, tem sido relacionada
ao nivel de expressdo da molécula gp90, que regula inversamente a penetracdo do
parasita nas células do hospedeiro (Cortez e cols., 2006).

1.8.3 Transmissao congénita

A transmissédo congénita (TC) foi descrita por Carlos Chagas em 1911, mas,
somente em 1949, foi relatado o primeiro caso humano na Venezuela (Dao, 1949).
Conforme o Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas define-se como caso
congeénito as criancas nascidas de maes infectadas, com a confirmacéo do parasita
no sangue do recém-nascido e/ou a deteccdo de anticorpos ndo maternos na
crianca apOs 0s seis ou sete meses de idade, desde que excluidos outros
mecanismos de transmissao (Carlier e cols., 2002; MS, 2005). A TC pode ocorrer
por via transplacentaria (mais comum), pela geléia de Wharton, pelo liquido
amnidtico e através do contato do sangue materno com as mucosas do recém-

nascido (intra-utero, durante ou apoés o parto) (Margotto, 2004).

A transmissdo vertical através da placenta é uma importante rota para a
propagacdo da doenca de Chagas, mesmo em paises ndo endémicos (Sanchez e
Ramirez, 2013). Mais de 14 mil casos de infeccdo por essa via sdo notificados
anualmente na América Central e do Sul (Sanchez e Ramirez, 2013). No Uruguai,
Argentina, Chile, Paraguai e Bolivia se observam taxas relativamente elevadas de
transmissao congénita (Howard, 2014). Nessas regides, as linhagens TcV e TcVI
sdo as predominantes (Ostermayer, 2011). Em contrapartida, o Tcll é habitualmente
isolado no Brasil Central, onde a prevaléncia da transmissao congénita €,
reconhecidamente, mais baixa que nos outros paises do Cone Sul (Luguetti, 1986).
Ha relatos da infecgéo por transmissdo congénita da DC na Europa, Asia e Estados
Unidos (Schmunis e Yadon, 2010).

36



Quanto mais cedo se da a infeccdo aguda durante a gestacdo, maior € o risco
de transmissdo para o feto. Nos recém-nacidos (RNs) de mdes com DCC, a
incidéncia € de 0,5% a 3%, e de 71% nos RNs de mdes com DCA (Bittencourt e
cols., 1992). Ainda que a infeccdo ocorra ap0s o terceiro més de gestacdo, a
placenta também se encontrara alterada na maioria dos casos (volumosa,
edemaciada e com placas esbraquincadas) (Carlier, 2005; Sanchez e Ramirez,
2013). As consequéncias para o feto variam desde prematuridade até abortamento.
Sao normalmente descritos baixo peso, hepatomegalia, esplenomegalia, sinais
neuroldgicos, ictericia, anemia, anasarca e sindrome do desconforto respiratério
(Negrette e cols., 2005; Torrico e cols., 2005). Ha raras descricbes de baixo
desenvolvimento neurolégico com calcificagdo intracraniana (Pinto e cols., 2011).
Por outro lado, uma série de casos observados na Argentina demonstrou que 64,8%

das criancas ndo apresentavam sintomas clinicos (Freilij, 1995).

1.8.4 Transmissao sexual

O primeiro trabalho que levantou a possibilidade da transmissdo do T. cruzi
pela via sexual foi feito por Vianna (1911), quando observou que os testiculos sao
afetados pelo parasito, descrevendo diversas alteracbes do tecido. Estudos
histopatolégicos de um menino de 18 meses de idade e de uma menina de quatro
meses de idade, que sucumbiram a DCA, revelaram ninhos de amastigotas de T.
cruzi dentro de células de goniablastos de tubos seminiferos dos testiculos e de
células da teca dos ovarios (Teixeira, 1970). Dias, em 1979, sugeriu que a presenca
de T. cruzi no sangue menstrual poderia propiciar a transmissdo do parasito. Em
1996 e 1998, estudos feitos por Lenzi e cols. descreveram a presenca de T. cruzi na
vagina, Utero, teca do ovario, mesovario, epididimo, células de Leydig, vesicula
seminal, ductos deferentes, préstata e na uretra de animais infectados. De interesse,
a migracédo do T. cruzi para o fluido seminal pode ocorrer pela contracdo das células
midides, havendo a liberacdo de formas amastigotas para os ductos seminiferos
(Carvalho e cols., 2009).

Alencar e cols. (1987) investigaram a possibilidade da transmissao da doencga

de Chagas pelo sémen. Inicialmente foram inoculados camundongos com sémen
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proveniente de animais infectados. Os resultados mostraram um percentual de
infectividade de 91,3%. A analise histopatologica do coracdo evidenciou a miocardite
e a presenca de ninhos de amastigota. Posteriormente, foram introduzidos sémen e
sangue contaminados sobre a mucosa vaginal de camundongos sadios, obtendo
100% de infectividade. Em 2010, Hecht e cols. demonstraram a presenca de DNA
nuclear do parasito no sémem de individuos infectados, fortalecendo a hipotese de

transmissao via sexual do T. cruzi.

Recentemente, Martin e cols. (2015) realizaram o0 acasalamento de
camundongos fémeas imunossuprimidas com machos infectados com o T. cruzi. A
analise histoldgica dos tecidos dessas fémeas detectou a presenca do parasito em
um animal, indicando a possibilidade de transmissdo sexual da infeccdo. Dados
produzidos em nosso laboratério comprovaram a transmissao sexual do T. cruzi em
modelo murino. Camundongos BALB/c, machos e fémeas, nas fases aguda ou
cronica da infeccao por T. cruzi, foram colocados para acasalar com camundongos
sadios. Testes parasitoldgicos, sorologicos e moleculares demonstraram a infecgcao
dos parceiros sexuais (Silva, 2013; Ribeiro, 2015), confirmando essa via de

transmissao em modelo experimental.

1.8.5 Transmissao transfusional

A possibilidade da DC ser transmitida por transfusdo de sangue foi
originalmente sugerida por Dias em 1945; porém soO foi demonstrada em 1952 por
Freitas e cols. com a publicacdo dos primeiros casos humanos da infeccdo poés-
transfusional por T. cruzi. Esse tipo de transmissdo foi evidenciado a partir do
processo de industrializacdo do Brasil, na década de 1950, o que promoveu o0 éxodo
rural. Na década de 1970, a alta prevaléncia de individuos chagasicos nos centros
urbanos e a falta de programas de controle, fizeram que a transmisséo transfusional
do T. cruzi fosse responsavel, por aproximadamente 20 mil novos casos da doenca
no Brasil (Schmunis, 1991).

A transfus@o sanguinea é considerada a principal via de transmissdo na zona
urbana, onde residem 70% da populagdo das Américas, e é a segunda via mais

importante de transmissdo do T. cruzi. E uma frequente rota de disseminagdo da DC
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em paises ndo endémicos, tendo significativa ocorréncia em paises com substancial
populacdo de imigrantes da América Latina, como Estados Unidos, Espanha,
Franca, Suica e Canada (Bonney e Engman, 2008; Castro, 2009; Isusi e cols.,
2012). De interesse, a avaliacdo de doadores contaminados em bancos de sangue
se faz no Brasil desde a década de 1980, devido as metas estabelecidas pelos
Paises do Cone Sul (Silva e Luna, 2013). Porém muitos paises ainda ndo contam
com este controle, o que contribui para a ampla propagacdo da doenca além das
areas endémicas (Castro, 2009).

Merece destaque o fato de que o diagndstico da tripanossomiase americana
em bancos de sangue baseia-se exclusivamente em testes sorolégicos para 0
reconhecimento de anticorpos anti- T. cruzi, como sugerido pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS, 2002). Dessa forma, muitos doadores podem estar sendo

erroneamente diagnosticados como negativos para essa infecgao.

1.8.6 Outras formas de transmissao

Os primeiros relatos de ocorréncia de transmissao da doenca de Chagas por
transplante de 6rgaos datam do inicio da década de 1980, especialmente atraves de
transplante de rins (Chocair e cols.,, 1981). A presenca do parasito ja foi
documentada em diversos orgaos transplantados (Chieffi e Neto, 2000; Dias e
Macédo, 2005). O diagnéstico da DC antes do transplante € extremamente
importante, pois 0 coracdo é um reservatorio para o T. cruzi em pessoas com a
infeccdo cronica. No Brasil, Argentina, Colémbia, Chile, México, Uruguai, Peru e
Equador, uma vigilancia especial € realizada antes do transplante de érgaos sélidos.
Em paises ndo endémicos, a inexperiéncia e a incapacidade de identificacdo da DC
antes do transplante cardiaco, vém contribuindo para surgimento de novos casos
(Huprikar e cols., 2013; Kransdorf e cols., 2014).

A transmissdo através do aleitamento materno (pelo leite, colostro e fissura
mamaria) foi demonstrada primariamente por Mazza em 1936. Outros relatos foram
feitos por Lopes em 1983 e em 1988. A presenca de T. cruzi em secrecdes lacteas
humanas foi mostrada tanto na fase aguda quanto cronica da doenca. Pela sua

raridade, ndo se contra indica o aleitamento materno, desaconselha-se, por algum
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tempo, a amamentagdo em mulheres na fase aguda ou em estado de reativacéo da
doenca. Na fase cronica, as mulheres que apresentem rachaduras ou sangramento

nos mamilos e aréolas sdo desaconselhadas a amamentar (Dias e cols., 2011).

As transmissdes acidentais tém ocorrido nas mais diversas situacdes, sejam
em laboratérios de triatomineos, sejam na captura do vetor em areas endémicas, em
trabalhos com modelos experimentais e culturas, ou em aerossois de materiais
infectados (Dias e Neto, 2011). Também ha relatos de infeccdo durante cirurgia a
partir de pacientes agudos, deficiéncias de seguranca no transporte de materiais
contaminados, entre outros. Esses casos sao decorrentes de desatencéao, falta ou
mal uso de equipamentos de protecdo individual, instalagbes e equipamentos
inadequados, iluminacédo deficiente ou falta de capacitacdo (Chieffi e Neto, 2000;
Dias e Macédo, 2005).
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II.  JUSTIFICATIVA

Ainda nao existem estudos que expligquem a discrepancia entre o
imunodiagndstico e o diagnéstico molecular da doenca de Chagas. Talvez, uma
baixa carga parasitaria seja insuficiente para estimular o sistema imune a produzir
anticorpos especificos. Tal hipétese ganha forca ao se verificar que pacientes
tratados com drogas tripanocidas passam a apresentar testes imunoldgicos
negativos, enquanto os resultados de PCR permanecem positivos (Duffy e cols.,
2013; Muioz e cols., 2013), com quantidades muito pequenas de parasitos. Um
aspecto que pode ser determinante na carga parasitaria é a via de infeccdo do
hospedeiro. Por exemplo, acredita-se que a quantidade de parasitos transmitidos
por via oral seja maior que a de outras, pois ha um namero significativo de
individuos que apresentam os sintomas da fase aguda da doenca de Chagas
(Ramirez e cols., 2013). Em casos de transmissdo congénita, pode-se imaginar que
esteja ocorrendo uma tolerizacdo aos antigenos parasitarios e consequente
auséncia de producao de anticorpos, fenébmeno que ja foi demonstrado para outras
infeccbes parasitarias (Rajasekariah e cols., 1989). Investigacbes complementares
sd0 necessarias para se determinar o papel de cada via de transmissdo no

estabelecimento da parasitemia e resposta imune do hospedeiro.
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[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Considerando o0 conhecimento descrito, nosso estudo tem como objetivo
principal avaliar se a via de transmissédo do Trypanosoma cruzi pode influenciar na
determinacdo da carga parasitaria e producdo de anticorpos especificos em

camundongos na fase cronica da doenca.

2. Objetivos especificos

- Realizar PCR quantitativa (QPCR) para determinar a carga parasitaria de animais
infectados pelo T. cruzi através das vias intraperitoneal, oral, ocular, sexual e

congénita;

- Verificar a producdo de anticorpos especificos por ELISA e imunofluorescéncia

indireta;

- Comparar a carga parasitaria de cada grupo com o titulo de anticorpos anti- T.

cruzi produzido;

- Determinar a carga parasitaria necessaria para estimular a producéo de anticorpos

especificos.

- Avaliar se a transmissao congénita do T. cruzi pode resultar em tolerizacdo aos

antigenos do parasito.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

Neste estudo foram utilizados 87 camundongos da linhagem BALB/c, uniformes
guanto ao peso, com idade entre 21 e 30 dias, provenientes do biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (FM — UnB). Os animais foram
mantidos com iluminac&o (ciclo de 12h dia / 12h noite) e temperatura (23 + 2°C)
controladas e com livre acesso a racao e agua. Inicialmente, todos os camundongos
tiveram amostras de sangue colhidas para se confirmar a auséncia de infeccao, por
teste a fresco e Elisa. A utllizagdo dos animais desta pesquisa foi devidamente
autorizada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — FM — UnB), com 0s
numeros de protocolo 10411/2011 e 162765/2013.

Visando investigar o papel de cada via de transmissdo do T. cruzi na carga
parasitaria e na producdo de anticorpos especificos de cada animal, os
camundongos foram divididos em grupos experimentais, conforme estabelecido na

Figura 4.
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Figura 4. Fluxograma da divisdo dos grupos experimentais. n. Quantidade de animais utilizados.

Inéculo. Quantidade de parasito inoculado em cada grupo.
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Em cada grupo, os camundongos permaneciam juntos em gaiolas de
polipropileno tipo kaefig de medidas 49 x 34 x 16 cm, com excegdo dos
camundongos do grupo D (via sexual), onde os animais ficaram armazenados
individualmente, em gaiolas de polipropileno, de medidas 30 x 20 x 13 cm. Para o
acasalamento, foram colocados em dupla com seu respectivo parceiro até a

confirmagédo da gestacao, quando voltaram a ser individualizados.

2. Cultivo de Trypanosoma cruzi

Foram cultivadas formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Berenice em células
musculares murinas da Linhagem L6, em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DME) Sigma-Aldrich®, pH 7,4 suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 5%,
100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de Estreptomicina, adicionado 3,7g de
Bicarbonato de Sodio [7,5% p/v], sob atmosfera de CO, a 5%, a 37°C. O DME
consiste numa modificacdo do Meio minimo essencial de Eagle (MEM) que contém
uma concentracdo mais elevada de vitaminas e aminoacidos, assim como,
componentes suplementares adicionais. O numero de parasitos no sobrenadante foi
determinado por contagem em hemocitdmetro (camara de Newbauer); diluido em

solucéo salina 0,9% e ajustado para inoculacéo.

3. Infeccédo dos animais

Os animais foram inoculados com 1x10° formas tripomastigotas pelas vias
intraperitoneal, oral, ocular e também no desafio. As infeccbes pelas vias sexual e
congénita ocorreram de maneira natural e, portanto, ndo foi possivel determinar a

guantidade de parasitos recebida por cada animal (Figura 4).

Para a transmissao oral (grupo B), o in6culo foi depositado na entrada do
es6fago de cinco camundongos. Outros cinco animais tiveram as formas
tripomastigotas de T. cruz depositadas em seus olhos, para avaliar a transmissao do
parasito pela via ocular (grupo C). Para a transmissao sexual (grupo D),
camundongos sadios foram cruzados com camundongos infectados

intraperitonealmente com 1x10° formas tripomastigotas. Os casais do grupo D
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geraram 22 filhotes. Apds testes sorologicos e moleculares, 10 camundongos da
progénie, os quais tiveram sorologia e PCR quantitativa (qPCR) positivas, foram
incluidos no grupo via congénita (grupo E). Os camundongos da progénie (12/22)
gue tiveram sorologia negativa e gPCR positiva, foram desafiados (grupo F), sendo
inoculados intraperitonealmente com 1X103 formas tripomastigotas de T. cruzi.

Ademais, um grupo extra foi incluido visando avaliar a quantidade de parasitos
necessaria para producdo de anticorpos especificos. Dessa forma, criou-se o grupo
“concentracao de indculo” (grupo G), onde os animais, divididos em grupos de cinco,
foram inoculados pelas vias intraperitoneal, oral e ocular, com diferentes

concentragdes de formas tripomastigotas de T. cruzi (Figura 4).

4. Avaliagao da Infeccgéo

ApoOs as infecgdes, a taxa de parasitos no sangue dos animais foi analisada a
cada sete dias, até o periodo de 30 dias pos-infeccdo (dpi). Foram realizadas
pesquisas a fresco do T. cruzi para avaliar a positividade das infec¢cdes. Uma gota
de sangue foi obtida pela seccdo da calda do camundongo e colocada em uma
lamina contendo 15upL de anticoagulante (citrato), homogeneizada com a ponta de
uma laminula e coberta pela mesma. Foi observada ao microscépio, em objetiva de

400X, a procura do parasito por toda extensao da lamina (Brener, 1962).

5. Coletade amostras

Ap6s 90 dias de infeccdo, amostras de sangue e do coracdo foram coletas dos
seguintes grupos: via intraperitoneal, oral, ocular, sexual, concentracdo de indculo e
controles. Os filhotes tiveram apenas amostras de sangue colhidas nesse mesmo
periodo. Depois do diagndstico, os filhotes com sorologia e gPCR positivos tiveram
0 coracao coletado e formaram o grupo via congénita. Os filhotes com sorologia
negativa e gPCR positiva foram entdo desafiados, e suas amostras de sangue foram
obtidas apés 30 e 90 dias. O sangue foi coletado por via intracardiaca para obtencéo
do soro e extracdo de DNA; e tecido cardiaco, apenas para obtencdo de DNA

(Figura 5). Para a coleta, os animais foram sedados com anestésico inalatério
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Isoflurano (Forane®), seguido de eutandsia por deslocamento cervical e incisao
ventral, para retirada do coragéo.

Grupos experimentais

* Vialntraperitoneal ‘ ELISA ‘
*  ViaOral IFI

*  ViaOcular _
*  Via Sexual — 90dpi
* Via Congénita* M

*  Controle Negativo ‘
* Concentracdo deinoculo

N-gPCR
(100ng DMA do coracdo)

10 filhotes ) o
Sorologia+/ gPCR + > Grupo Via Congenita
Total ~ (sangue)
22 filhotes
90 dpi - . i L _
(sangue) . 12 filhotes Desafio (10° tripomastizota) N
g -._-.\-.‘ SUrDIUgiE _lrfqpcﬁ_l_ .I ,I = EUtanaSE
sangue
b o) Y 30dpi 90 dpi

(sangue) (sangue)

ELISA EIFI N-qPCR

Figura 5. Fluxograma da metodologia empregada no estudo. Dpi: dias ap0s infec¢éo. +. Positivo.

-. Negativo.

6. Imunodiagndstico

Para verificar a existéncia de anticorpos anti-proteinas de T. cruzi, o soro dos
camundongos foi obtido a partir da centrifugacdo de ~ 200 uL de sangue total,
colhidos sem anticoagulante e armazenados em glicerol (1:1) a — 20°C. Dois testes

imunoldgicos foram empregados: ELISA e Imunofluorescéncia indiretos.
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6.1 Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima (ELISA) Indireto

Formas epimastigotas de T. cruzi cepa Berenice foram sedimentados por
centrifugagéo (4.000 x g por 15 min a 4°C), lavados trés vezes com PBS pH 7,4
(Phosphate Buffered Saline, 137mM NaCl; 2,7mMKCI; 2mM KH,PO,; 10mM
Na,HPO,) por igual periodo e, posteriormente, ressuspensos em 2 mL de agua Milli-
Q. Em seguida, os parasitos foram submetidos a trés ciclos de congelamento (-80°C)
e descongelamento (37°C) e submetidos a centrifugacéo a 14.000 x g por 15 min. Ao
fim desse processo, determinou-se a concentracdo protéica do antigeno por
espectrofotometro NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science, UK).

Placas com 96 pogos foram sensibilizadas com 50 pL/pogo com antigenos nao
purificados de T. cruzi diluidos em Tampéo PBS pH 7,4, de forma a conter 0,1 ug
proteina/pogo. As placas foram incubadas overnight a 4°C em camara umida. Apos
esse processo, 0 excesso do antigeno foi retirado e as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-Tween (PBS contendo 0,05% de Polissorbato 20). Para bloquear os
sitios de adeséo livres de proteinas, foram adicionados 100 uL/pogo de PBS-Leite
(PBS pH 7,4 contendo 5% leite desnatado). Em seguida, as placas foram incubadas
por 1 h a temperatura ambiente, e entdo, foram lavadas novamente com PBS-
Tween. Ao término da lavagem, as placas foram imediatamente envolvidas em papel

aluminio e armazenadas a -20°C até o momento do uso.

Com o intuito de detectar anticorpos especificos, os soros dos camundongos
foram diluidos na proporcdo 1:50 em PBS 1X pH 7,4 com leite desnatado 2%, e
adicionados a placa (50 uL/poco, em triplicata). Apds incubacédo por 1h 30min a
37°C, em camara umida, o excesso foi retirado e as placas foram lavadas trés vezes
com PBS-Tween. Em cada placa, os soros controles, positivos e negativos, foram
incluidos nas mesmas condi¢cdes. Para controle dos reagentes, colocou-se apenas
PBS/leite desnatado 2%. Apds o processo de lavagem, os pocos foram incubados
com anticorpo secundario (previamente testado e titulado), o qual foi diluido em
PBS/leite desnatado 2% e adicionado a placa (50 uL/pogo). Apds incubacgado por
mais 1h 30min a 37°C, em camara Umida, o excesso foi retirado e novamente as
placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween. A revelacdo dos imunocomplexos
foi feita pela adi¢ao (50 uL/poco) de solucao reveladora. ApGs o desenvolvimento da

reacdo cromogena por 10 min, & temperatura ambiente, na auséncia de luz, foi feita
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leitura em espectrofotometro (BioTeK®, - Synergy HT) (Vexenat, 1996; Lauria-Pires,
2000). Para detectar a producdo de imunoglobulina IgG, foi utilizado anticorpo Anti-
Mouse IgG conjugado a enzima peroxidase diluido 1:5000 em PBS/leite desnatado
2%. A revelacdo ocorreu utilizando o cromogeno OPD (o-phenylenediamine
dihydrochloride) (Sigma-Aldrich®) diluido em Tampé&o Citrato-fosfato, pH 5,0 (Acido
Citrico, Nap;HPO,), adicionado o substrato Perdxido de Hidrogénio (H.O;). A reacdo
foi lida a 490nm. Para imunoglobulina IgM, foi utilizado Anti-Mouse IgM marcado
com fosfatase alcalina. Este foi diluido em 1:2000 em PBS/leite desnatado 2% e
revelado com pnPP (p-nitrofenol fosfato) (Sigma-Aldrich®) em Tampao de
Dietanolamina pH 9,8 (C4H11NO,, MgCl,). A leitura feita a 405 nm.

Para determinacdo do ponto de corte das amostras, foi utilizado a formula [X
CN + (3 x 0)] (Nybo, 2010), onde XCN é a média dos controles negativos e o o
desvio padrdao dos controles. Foram consideradas positivas as amostras com
densidade oOptica (DO) 10% maior que o ponto de corte e negativas aquelas com
DOs 10% menor. Para obtencédo da taxa de anticorpos, foi determinada uma curva
padrdo por regresséo linear, utilizando as DOs dos controles. Assim, as DOs das
amostras foram mensuradas através dessa curva, aonde foi considerado < 0,9 néo
reagente; 21,1 reagente e entre 0,9-1,1 indeterminado. Todas as placas foram
normalizadas para que pudéssemos comparar as densidades Opticas das diferentes
placas. O fator de correcédo utilizado baseou-se nas DOs das amostras controles

presentes em todas as placas.

6.2 Imunofluorescéncia Indireta (IFl) quantitativa

Formas epimastigotas de T. cruzi, cultivadas em meio LIT (Liver Infusion
Triptose), foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 min a 4°C. O sedimento foi lavado
(homogeneizado por inversao) trés vezes com PBS 1X pH 7,4 por igual periodo e
fixado em 2 mL de Solu¢do de Paraformaldeido 3,7% (paraformaldeido; PBS 1X;
NaOH 0,1M) durante 10min, seguido de centrifugacdo para retirada do
paraformaldeido. Apés novo periodo de lavagem, os parasitos formalizados foram
ressuspensos em PBS pH 7,4, de maneira a obter uma concentracdo de

aproximadamente 30 parasitos por campo. Essa quantidade de parasitos em
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suspensao foi posta nas laminas de microscopia demarcadas e desengorduradas.
Depois de secas ao ar livre, as laminas foram envolvidas em papel aluminio e

estocadas a — 20°C até o momento do uso (Vexenat, 1996; Pires, 2000).

Os soros dos camundongos foram diluidos e titulados de modo seriado (1:20 a
1:360) em PBS 1X pH 7,4. Em cada divisdo da lamina contendo os parasitos fixados
foram colocados 10 uL de cada diluicdo Apos incubacdo por 40min a 37°C em
camara Umida, o excesso foi retirado e as laminas foram lavadas trés vezes com
PBS 1X pH 7,4. Em seguida as lavagens, as laminas foram postas para secagem a
temperatura ambiente. Entdo, adicionou-se o conjugado anti-imunoglobulina de
camundongo (anti-Mouse IgG ou anti-Mouse IgM, ambos da Sigma-Aldrich®) ligado
ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), diluido 1:200 (previamente titulado) em PBS
1X pH 7,4. Novamente, foi realizada uma incubacéo por 40min a 37°C, em camara
umida. O excesso foi retirado e as laminas lavadas trés vezes com PBS 1X pH 7,4.
Depois de secas a temperatura ambiente, as laminas foram montadas com
laminulas, sobre glicerina tamponada pH 9,0 (PBS 1X, Glicerina). A leitura foi
realizada em microscopio de fluorescéncia (Olympus® DP76 U-TVO-63XC), cuja luz
ultravioleta ativa o Isotiocianato de fluoresceina presente apenas nos parasitos com
anticorpos ligados na membrana. Uma amostra era considerada positiva pela
fluorescéncia verde intensa no nivel do flagelo, membrana, cinetoplasto e ndcleo do

parasito obtida em diluigdes do soro = 1: 40.

7. Extracdo de DNA

7.1. Extracdo de DNA total de Trypanosoma cruzi

Com o intuito de obter DNA total de T. cruzi para formacéo da curva padrdo na
gPCR, formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT,
sedimentadas por centrifugacdo a 15.000 x g por 15 min a 4°C, lavadas duas vezes
com PBS 1X. O sedimento foi ressuspenso em tampéo de lise (2M Tris-HCL pH 8,0;
0,5M EDTA pH 8,0; 20% SDS) na concentracédo de 1x10° células/ml de solugéo, com
adicao de proteinase K (100 pg/mL) e incubadas overnigth. A partir dai, procedeu-se

duas extracbdes de clorofane (fenol : cloroférmio : alcool isoamilico; proporcéo
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25:24:1), seguida de uma extracdo de clorofil (cloroférmio : alcool isoamilico;
proporcao 24:1). A cada extracdo, a separagdo das fases organicas e aquosas foi
feita por centrifugacdo a 5.000 x g por 15min, onde era retirado o sobrenadante e
feita nova extracdo. O DNA foi precipitado com 3V de etanol 100% gelado e
centrifugagéo a 16.000 x g, a 4°C, por 15 min. O sedimento foi lavado duas vezes
com etanol 70% gelado, secado ao ar livre (overnigth) e, depois ressuspenso em
tampéo TE (1M Tris-HCI pH 8,0; 0,5M EDTA pH 8,0) adicionado RNAse (200ug/mL)
e incubado a 37°C, overnigth (Sambrook e cols., 1989).

7.2 Extracdo de DNA do sangue de camundongo

Foram coletados 300 pL de sangue de cada animal por via intracardiaca. A
extracdo foi realizada com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), de
acordo com instrucées do fabricante. As amostras, foram adicionadas 900 pL de Cell
Lysies Solution (homogeneizado por inversao), incubado por 10 minutos a
temperatura ambiente (invertendo o tubo algumas vezes) e centrifugado a 2.000 x g
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso com vortex,
adicionado 300 pL de Nuclei Lysies Solution e RNAse (20 pg/mL), misturando o
lisado por inversao e incubado a 37°C por 15 min. Em seguida, foram adicionados
100 ul de Protein Precipitation Solution, homogeneizado em vértex por 20 segundos
e centrifugado a 2000 x g por 10 min. A precipitacdo do DNA se deu através da
transferéncia do sobrenadante para tubo de microcentrifuga (eppendorf) contendo
300 pl de isopropanol (misturando por inversédo) e centrifugando a 2000 x g por 1
min. A lavagem do precipitado de DNA foi realizada com 300 pl de etanol 70 %,
centrifugacdo a 2.000 x g por 1 minuto. O precipitado foi seco a temperatura

ambiente, overnight, seguido de reidratacdo com 100 ul de TE, overnight, a 4°C.

7.3 Extracdo de DNA de tecido cardiaco de camundongo

As amostras de tecido cardiaco foram maceradas e incubadas overnigth a
37°C com tampao de lise adicionado de proteinase K (100 pug/mL). Para cada 0,5¢g
de tecido macerado, usou 5mL de tampéao e 5uL de proteinase K/mL. O material foi

entdo submetido ao processo de Sambrook e cols. (1989), descrito no item 7.1.
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8. Quantificacdo, analise eletroforética do DNA e armazenamento

ApO6s o processo de extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas em
espectrofotometro NanoVue Plus®, (GE Healthcare Life Science, UK). A integridade
do DNA foi testada pela reacédo de PCR especifica para o gene constitutivo 3-actina.
Os amplicons foram separados através da corrida eletroforética em gel de agarose a
0,8% (Invitrogen®, USA) corado com brometo de etideo 0,5 mg/mL, utilizando
tampdo TAE 1X (Tris acetato 90mM pH 8,0; EDTA 25mM). Por fim, para evitar
repetidos descongelamentos, as amostras foram aliqguotadas e armazenadas a -
20°C. As aliquotas de uso rotineiro eram mantidas a 4°C.

9. Diagnostico Molecular

9.1. Reacao de Polimerizacdo em cadeia quantitativa (QPCR)

Para quantificacdo absoluta da carga parasitaria das amostras de sangue
periférico e tecido cardiaco dos camundongos do estudo, foi adaptada a metodologia

de nested gPCR descrita por (Freitas e cols., 2005), como sera detalhada a seguir.

9.1.1. Etapa de pré-amplificacéo

Visando a quantificacdo do DNA nuclear (nDNA) do parasito no sangue e no
coracao dos animais, foi utilizada uma combinacdo da técnica de PCR convencional
(cPCR) com a gPCR. Primeiramente, foi empregada a cPCR, utlizando os
iniciadores TcZ1 (5-CGA GCT CTT GCC CAC ACG GGT GCT -3’) e TcZ2 (5°CCT
CCA AGC AGC GGA TAG TTC ACG-3’), os quais geram um produto de

aproximadamente 188 pb (Moser e cols., 1989).

Para cada amostra, a reacdo de PCR continha 100ng de DNA gendmico,
tampdo de reacdo da Invitrogen 1X (20 mM Tris-HClpH 8,4; 50mM KCI); 3 mM
MgCl,; 0,1 uM de cada iniciador; 0,2 mM dNTPs (lllustra®, GE, UK) e 2,5 unidades
Tag DNA polimerase (Invitrogen), com um volume final de 25uL. Foram incluidos
dois controles negativos, que consistiam no branco da reagdo (auséncia de DNA) e
em DNA de camundongo néao infectado, além de dois controles positivos: 100 pg de
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DNA de T. cruzi e 100 ng de DNA de camundongo infectado (testes sorolégicos e
molecular positivos). As reacdes foram realizadas no termociclador MyCycler®
Thermocycler (BioRad Laboratoires, CA, USA), seguindo o0 seguinte programa:

95 °C /5 min
95 °C /30 seg
18x 4§ 68 °C/1 min

72 °C /1 min

72 °C /5 min

4 °C ...

Os produtos da pré-amplificacdo foram diluidos em 1:60 em agua ultrapura
(Milli-Q), e entéo, utilizados na qPCR.

9.1.2. Nested gPCR

Apés a etapa de pré-amplificacéo, foi feita uma nested gPCR (N-qPCR) com os
iniciadores TcZ3 (5 TGC ACT CGG CTG ATC GTT T 3) e TcZ 4 (5 ATT CCT CCA
AGC AGC GGA TA 3), gerando um produto de aproximadamente 168 pb (Ndao e
cols., 2000). Como molde para a gPCR foi usado 2 pL do produto da cPCR diluido
em 1:60 adicionando-se 0,2 uM de cada iniciador, 10 uL de Power SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), em um volume final de 20uL. As
gPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate,
MicroAmp®), em triplicata, no termociclador 7500 Real-time PCR System (Applied

Biosystems, CA, USA), com as seguintes condi¢cdes de amplificacéo:
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40 x —

50 °C /10 min
95 °C /10 min
95°C /10 seg

57°C /15 seg

72 °C/30 seg

Os resultados foram calculados pelo programa StepOne Software v2.3 (Applied

Biosystems) levando em conta o numero de ciclos necessarios para que a

fluorescéncia da reacdo seja detectada. Foi utilizado uma curva padrdo para a

guantificacédo absoluta das amostras.

9.1.3 Padronizacdo da PCR em tempo real quantitativa (qQPCR)

Depois de otimizadas as condi¢cbes basicas da reacdo, gerou-se uma curva

padrdao a partir de diferentes concentracdes de DNA de T. cruzi. Desta forma,

diluicdes seriadas de DNA do parasito foram realizadas para obtencdo das amostras

contendo 10° a 10™ parasitos/mL. A Figura 6 demonstra a amplificacdo de DNA do

T. cruzi para os sete pontos de diluicdo a partir da regido linear de cada curva de

amplificacdo (A). A curva padrdo apresenta uma eficiéncia > 90%, R*> 0,99 e Slope

de -3,6 (B).
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Figura 6. Curva padrdo gerada a partir de amplificacdo de diluicdes seriadas de DNA nuclear
de Trypanosoma cruzi. A) Curvas de amplificacdo do T. cruzi demonstrando amplificacdo nas sete
diluicBes seriadas do DNA proveniente de 10° a 10™ parasitos/mL B) Curva padrdo gerada a partir da

regido linear de cada curva de amplificacdo, sendo os losangos azuis os pontos da gama.
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A concentracdo inicial de uma amostra € determinada a partir da curva padréao
gerada pela relacdo dos valores de Cqg (quantification cycle) e do logaritmo (log) do
namero de coépia inicial (os quais sdo inversamente proporcionais). A curva padrao
foi salva e usada para a quantificacdo de todas as reacBes de qPCR através da
utilizacdo da equacao reduzida da reta (y = ax+b, onde y é o Cq da amostra; x € a
guantidade do produto amplificado a ser calculada; a € o coeficiente angular da reta
e b é o coeficiente linear).

10. Anaélise estatistica

Os dados apresentaram normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
comparagao entre 0s grupos experimentais nos testes de Elisa e gPCR, foi adotada
a Analise de Variancia — ANOVA One-Way, seguido de teste complementar de
Tukey, para comparacdo multipla entre os pares de médias. Os dados foram
considerados significativos quando o intervalo de confianca foi de 95% (p < 0,05).
Foi utilizado o software GraphPad Prism ® versdo 6, para obtencdo de todos os

dados.
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V. RESULTADOS

1. Diagnéstico parasitologico

A confirmacdo da aquisicdo do T. cruzi pelos camundongos dos diversos
grupos experimentais foi inicialmente realizada por exame a fresco do sangue
periférico dos animais. Essa andlise confirmou a presenca de formas tripomastigotas
na circulagdo de todos os camundongos inoculados pela via intraperitoneal (grupo A)
com cargas de ao menos 10° parasitos. J& para a via oral (grupo B), a identificacéo
do parasito em todos os animais sO foi possivel quando se inoculou cargas
parasitarias mais altas. Ainda assim, um periodo maior (= 21 dias) foi requerido para
gue 0s exames se tornassem positivos, nos camundongos deste grupo. Resultados

similares foram observados para os animais infectados pela via ocular (grupo C).

Os camundongos do grupo D (via sexual), tanto machos quanto fémeas, so
foram avaliados apés confirmada a gestacdo em todas as fémeas (intraperitoneais e
sexuais), sendo positivo apenas dois dos dez animais (20%; um macho e uma
fémea) que adquiriram o parasito por essa via. Os grupos E e F (via congénita e
desafio) ndo tiveram parasitemia realizada. Os resultados do exame a fresco estao

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Positividade do teste a fresco de camundongos infectados por diferentes

vias de transmissao e no desafio.

Grupos Experimentais 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi
Via Intraperitoneal 10° 0% 0% 0% 0%
Via Intraperitoneal 10° 100% NR NR NR
Via Intraperitoneal 10* 100% NR NR NR
Via Oral 10° 0% 20% 20% 20%
Via Oral 10* 0% 60% 60% 100%
Via Oral 10° 0% 60% 100% 100%
Via Ocular 10° 0% 0% 0% 0%
Via Ocular 10* 0% 40% 40% 100%
Via Ocular 10° 0% 20% 80% 100%
Via Sexual 20% depois de confirmada gestacao

Via Congénita NR NR NR NR
Desafio NR NR NR NR

Dpi: dias apos infeccéo
NR: N&o realizado.

2. Diagnostico Molecular

2.1. Quantificacdo da Carga Parasitéaria

Visando avaliar se a rota de transmisséo do T. cruzi € fator determinante para o
estabelecimento da carga parasitaria em animais na fase cronica da infecgao,
realizamos a nested gPCR para amplificar o DNA extraido do coracdo dos
camundongos 90 dpi. Os resultados revelaram a presenca deT. cruzi em todos os
camundongos infectados pela via intraperitoneal, oral, ocular, sexual e congénita. Os
camundongos infectados intraperitonealmente tiveram carga parasitaria (0,529 *
0,063 U parasito/100ng DNA) significativamente maior que a dos demais grupos. Ja
a comparacao entre os outros grupos nao foi estatisticamente significativas, porém
foi detectada a presenca de parasitos, ao contrario do que ocorre com o controle

negativo. Dessa forma, temos: na via ocular, 0,002 + 0,001 U parasito/100ng DNA,
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via oral, 0,005 = 0,002 U parasito/100ng DNA; via sexual, 0,021 = 0,016 U
parasito/100ng DNA; e via congénita com 0,091+ 0,063 U/100ng DNA, conforme
apresentado na Figura 7.

0.6
0.5

0.20 -

0.15 4

0.10 1

0.05 -

Carga Parasitaria (U/100ng DNA)
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Figura 7. Quantificagdo da carga parasitaria do coracdo de camundongos
infectados por diferentes vias. Resultados da gPCR mostrando a quantidade de
NDNA de T. cruzi no coragéo de camundongos infectados pelas vias intraperitoneal,
oral, ocular, sexual e congénita (progéne com sorologia e gPCR positivas [n=10
filhotes]). A significancia estatistica entre os grupos esta representada pelas barras
(p < 0,05).

3. Determinacdo dataxa de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi

No intuito de determinar a producéo de anticorpos especificos do isotipo 1gG
produzidos por camundongos infectados pelo T. cruzi por diferentes vias de

infecgéo, utilizamos o teste ELISA nos camundongos dos grupos experimentais A, B,
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C, D, E, H. Os resultados mostraram que os titulos de anticorpos anti-T. cruzi
estavam fortemente elevados nos camundongos que foram infectados pela via
intraperitoneal, obtendo uma taxa de anticorpo de 29,8 + 2,2 U/uL; seguido dos
animais que adquiriram a infeccéo pela via congénita [6,2+ 4,5 U/uL (p<0,05)], nos
guais a producéo foi significativamente menor. Nos animais infectados sexualmente,
foi observado uma baixa producdo de anticorpos especificos (2,4 + 0,9 U/uL), ndo
apresentando diferenca significativa com os controles negativos (p> 0,05), ainda que
a producdo de anticorpos estivesse pelo menos 10% acima do ponto de corte,
condicao que torna o teste reagente. As vias oral (0,7+ 0,1 U/uL) e ocular (0,5 £ 0,2
U/uL) tiveram o teste de Elisa ndo reagente, como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Avaliacdo da producdo de anticorpos IgG especificos anti-
Trypanosoma cruzi pelo método ELISA indireto. Comparacdo dos titulos de
anticorpos produzidos pelos animais dos diferentes grupos experimentais. Congénita:
toda a prole do grupo sexual (n= 22 filhotes). Foi considerado reagente a producao de
anticorpos >1,1 (linha tracejada). A significancia estatistica entre os grupos esta

representada pelas barras (p< 0,05).
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Os dados do ELISA foram validados pelo teste de IFI. Os resultados obtidos na
IFI demonstraram a presencga de IgG anti-T. cruzi com o mesmo padréo do ELISA,
sendo reagentes para todos os animais infectados pelas vias intraperitoneal, sexual
e congénita e ndo reagente para todos os animais das vias oral e ocular. Os
resultados do teste IFI estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9. Avaliacdo da producdo de anticorpos IgG especificos anti-
Trypanosoma cruzi detectados pela Imunofluorescéncia indireta. Os circulos
representam os camundongos de cada grupo experimental e, as barras horizontais,
a média. Os animais foram considerados reagentes a partir da diluicdo de 1:40

(linha tracejada).

4. Comparacédo do Titulo de Anticorpos com a Carga Parasitaria presentes

em camundongos infectados por diferentes vias

A relacdo entre a via de transmissdo do T. cruzi, a carga parasitaria e a

producdo de anticorpos especificos esta representada na Figura 10, onde se
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compara a quantidade de parasitos presentes no tecido dos animais infectados
pelas vias intraperitoneal, oral, ocular, sexual e congénita com a quantidade de
anticorpos produzidos pelos mesmos animais. Na via intraperitoneal, nota-se que a
alta carga parasitaria esta associada a uma significativa produgéo de anticorpos. As
vias sexual e congénita mostraram baixa, porém relevante, carga parasitaria, o que
as tornou reagentes para a producdo de anticorpos especificos. As vias oral e ocular
apresentaram carga parasitaria minima e ndo obtiveram titulos de anticorpos
reagentes. Conforme o esperado, o0 controle negativo ndo apresentou parasito no

tecido, nem titulo de anticorpo IgG reagente.
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Figura 10. Titulo de Anticorpos IgG e Carga Parasitaria de camundongos infectados
pelo Trypanosoma cruzi por diferentes vias. A producdo de anticorpos foi considerada
reagente quando > 1,1 (linha tracejada). Resultados da qPCR mostrando a presenca de
nNDNA do T. cruzi no coracdo de camundongos infectados pelas vias intraperitoneal, oral,

ocular, sexual e congénita (progénie com sorologia e qPCR positivos.)
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5. Papel da carga parasitaria inicial para a producdo de anticorpos

especificos

Diante da néo identificacdo de IgG anti-T. cruzi nos camundongos dos grupos
B e C (oral e ocular), foi decidido criar o grupo Concentracao de inoculo (grupo G)
para determinar a quantidade de parasitos necessaria para estimular o sistema

imune a produzir anticorpos especificos.

A figura 11 mostra a producdo de anticorpos anti-proteinas de T. cruzi em
comparagdo com a quantidade de parasitos em camundongos infectados
intraperitonealmente com 1X10?%, 1X10° e 1X10* formas tripomastigotas, por via
ocular e oral com 1X10°% 1X10*e 1X10°. A infeccdo por via intraperitoneal resultou
em camundongos positivos para os testes de ELISA e gPCR, mesmo com um
in6culo pequeno (107 parasitos). Nota-se uma relacdo diretamente proporcional entre
as duas variaveis: quanto maior a carga parasitaria produzida pelo in6éculo, maior a

producédo de anticorpos especificos.

Para as vias de transmissao oral e ocular (grupos B e C, respectivamente) a
inoculacdo de 10° formas tripomastigotas de T. cruzi néo resultou em positividade no
teste ELISA (producdo de anticorpos < 0,9). Em ambos os casos, obteve-se
positividade nesse teste a partir do indculo de 10* parasitos (producéo de anticorpos
> 1,1). Da mesma forma que o intraperitoneal, a carga parasitaria parece ser

proporcional a producéo de anticorpos anti-T. cruzi do isotipo 1gG.
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Figura 11. Papel da concentracdo do indculo inicial para determinacdo da carga parasitaria e
titulo de anticorpos de camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi por diferentes vias.
A) Resultados da gPCR mostrando a presenca de nDNA do T. cruzi no coracdo de camundongos
infectados com diferentes concentracdes de inéculo pelas vias intraperitoneal, oral, ocular. B) Taxas
de anticorpos estabelecidas pelo teste ELISA. A producdo de anticorpos foi considerada reagente

guando > 1,1 (linha tracejada).

6. Teste de Tolerizacdo

Devido ao fato de 12 dos 22 (54,5%) camundongos que adquiriram a infeccao
pela via transplacentaria (QPCR positiva) ndo apresentarem anticorpos especificos
(IgG) anti-T. cruzi 90 dias apdés o nascimento, estes animais receberam um inéculo
de 10° formas tripomastigotas de T. cruzi para se avaliar a possibilidade de
tolerizacdo aos antigenos parasitarios. Trinta dias apés o desafio, trés animais (25%)
passaram a apresentar IgM positivo nos testes de ELISA e IFI. Apds 90 dias, cinco
animais (41,6%) mostraram soroconversao para IgG (Tabela 2), porém com baixos
titulos de anticorpos (Figura 12). De interesse, 0s animais que nao produziram
anticorpos, mesmo apos o desafio, apresentaram uma carga parasitaria elevada em

relacdo aos soropositivos, como mostra a Figura 13.
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Tabela 2. Positividade no diagnostico sorologico e molecular de camundongos

dos grupos via congénita e desafio.

Transmissao Desafio
Congeénita
90 dpi 30 dpi 90 dpi
ELISA 45,4 % (10/22) 25% (3/12) 41,6% (5/12)
N-gPCR 100% 100% 100%
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Figura 12. Avaliagdo da tolerizacdo a antigenos do Trypanosoma cruzi. Titulos
de anticorpos do grupo F pré desafio e pos-desafio (30 e 90 dias), dos animais que
tiveram soro conversdo. Intraperitoneal: controle positivo. Transmissdo congénita:

progéne com sorologia e qPCR positivos.Taxa de anticorpos determinada por ELISA.
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Figura 13. Carga parasitaria dos filhotes desafiados. Determinou-se a
guantidade de parasitos de cada grupo por nested gPCR. Soropositivo: filhotes que
passaram a apresentar sorologia positiva apos o desafio. Soronegativo: filhotes que
permaneceram com sorologia negativa apés o desafio. 30 dpi: 30 dias apés a

infeccdo. 90 dpi: 90 dias apos a infecgao.
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VI. DISCUSSAO

1. Influéncia da via de transmissdo e concentracdo do indculo inicial na

carga parasitaria da DC cr6nica

A infeccéo de hospedeiros vertebrados pelo T. cruzi se inicia quando o parasito
alcanca lesdes na superficie da pele ou mucosas, resultando, entdo, em uma
infeccdo sistémica. No presente estudo, avaliou-se a interferéncia das diferentes
vias de transmissdo do T. cruzi e da quantidade de formas tripomastigotas do

inéculo inicial no estabelecimento da carga parasitaria na fase crénica da DC.

Nossos dados revelaram que a inoculacéo de 10° formas tripomastigotas pela
via intraperitoneal resulta em elevada concentracdo de parasitos no tecido cardiaco
dos camundongos, diferindo significativamente da carga parasitaria detectada no
coracao de camundongos infectados com a mesma quantidade de parasitos, porém
pelas vias oral e ocular. Igualmente, Dias e cols. (2013) verificaram que a infec¢ao
intraperitoneal gera uma maior carga parasitaria quando comparada com a infeccéo
oral. Bahia e cols. (2002) mostraram que 0s niveis de parasitemia foram
significativamente influenciados pelas condi¢cées de inoculacdo, tendo sido mais
altos nos animais inoculados pela via intraperitoneal em comparacdo com a
conjuntival. De interesse, mesmo com o aumento da quantidade de parasitos do
inéculo inicial, a carga parasitaria presente nos animais infectados pelas vias oral e

ocular continuou bem inferior a da via intraperitoneal (Figura 11).

Tais resultados podem ser explicados pelas barreiras de protecdo (imunidade
inata e adquirida) presentes nas mucosas dos organismos. Os tecidos linfoides
associados as superficies mucosas do trato gastrointestinal, das vias respiratorias e
do trato urogenital possuem um microambiente antigénico diferente ao do interior do
organismo, com caracteristicas imunolégicas que os tornam unicos frente ao sistema
imune sistémico (Zarzaur e Kudsk, 2001). A integridade do epitélio, o peristaltismo,

0s movimentos ciliares e o fluxo continuo de substancias reduzem a interagédo
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patdgeno-hospedeiro (Hooper e Gordon, 2001). Além disso, a presenca de proteinas
e peptideos com propriedades antimicrobianas (peroxidases, lactoferrinas,
lisoenzimas, etc) nas secreg¢bes (Zarzaur e Kudsk, 2001), torna 0 ambiente das
mucosas bastante hostil aos parasitos. E provavel que uma grande quantidade de
parasitos tenha sido destruida pelos mecanismos de resposta imune das mucosas
gastrointestinal e conjuntival. Ademais, sabe-se que as formas tripomastigotas
sanguineas, as quais foram utilizadas em nosso estudo, sdo mais sensiveis as
barreiras das mucosas que as tripomastigotas metaciclicas (Hoft e cols., 1996).
Ainda assim, Giddinhs e cols. (2006) viram que infeccdo conjuntival com

tripomastigotas metaciclicas foram 50 vezes menor do que nos controles.

Ainda que nado saibamos a quantidade inicial de parasitos inoculados pelas vias
congénita e sexual, raciocinio similar deve ser empregado. Para a transmissao por
via sexual, o estabelecimento da infeccdo deve se assemelhar ao que ocorre para
as vias oral e ocular, o que nos leva a acreditar que a concentracdo de parasitos
inoculados seja maior que 10°. A quantificacdo da carga parasitaria no esperma e
de secrecdes vaginais de camundongos chagasicos crénicos pode ajudar a elucidar
essa questdo. Ja para a transmissdo congénita, por sua fisiopatologia ser
desconhecida, tem sido sugerido que o parasita atinge o feto através da corrente
sanguinea por travessia da barreira placentaria. Sabe-se que diferentes populacdes
de T. cruzi tém diferentes capacidades de sobrevivéncia ao ambiente placentéario
(Fretes, 2012). No entanto, o conhecimento dos mecanismos celulares e
moleculares da infeccdo transplacentaria é escasso (Kemmerling e cols., 2010). O
sinciciotrofoblasto forma uma superficie de cerca de 12m? em contato com o sangue
materno. Portanto, no caso de mulheres com doenca de Chagas, o parasito tem a
possibilidade de interagir com uma grande superficie celular. No local de contato
entre os tecidos fetal e materno ha neutrofilos, macréfagos, células dendriticas,
células mastro, células T, células B, células NK que em conjunto, criam 0 micro-
ambiente local que sustenta a gravidez, porém um desequilibrio entre essas células
ou qualquer alteracéo inadequada nos seus fenotipos é considerado um mecanismo

de doenca na gravidez (Hernandez e cols., 2015).

Duaso e cols. (2012) ao analisarem placentas de mulheres com DC

assintomética, nao verificaram infiltrado inflamatério. A auséncia de inflamacéo pode
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ser devido a uma baixa carga de parasitas no sangue e tecidos, caracteristica de
fases assintomaticos e cronicas da doenca. Assim, outros fatores podem também
determinar a capacidade do parasita para infectar a placenta ou, alternativamente,
prejudicar a transmissao congénita. Liempi e cols. (2014) analisando o processo de
infeccao de tripomastigotas infecciosas “in vitro” mostraram que o sinciciotrofoblasto
e o citotrofablasto tém uma susceptibilidade diferencial a infeccdo pelo agente
etiologico da doenca de Chagas congénita. A reducdo da infeccdo no
sinciciotrofoblasto foi associada a menor viabilidade dos parasitos na cultura e
aumento de o6xido nitrico, dessa forma, os autores mostram a placenta atuando
como barreira para a transmissao do parasita. Por outro lado, as graves alteragdes
placentarias em gestantes infectadas pelo T. cruzi, indica que o parasita induz
reorganizacao dos componentes da matriz extracelular (MEC), de tal maneira que
pode regular as respostas imunes e inflamatérias no hospedeiro. Se este for o caso,
as alteracdes na MEC do tecido placentario, em conjunto com o estado imunoldgico
de méae para o feto, e a carga parasitaria podem determinar a probabilidade de
transmissao congénita do T. cruzi (Duaso e cols., 2012). Todos esses mecanismos
corroboram com nossos resultados, onde vimos na transmissdo congénita, cargas
parasitarias mais elevadas quando comparadas as vias de mucosas, porém

significativamente baixas quando comparadas a via intraperitoneal.

2. Influéncia da via de transmissédo e concentracdo do inéculo na producéao

de anticorpos especificos anti-Trypanosoma cruzi

O T. cruzi mobiliza mdaltiplos mecanismos de respostas imune inata e
adaptativa do organismo hospedeiro. A infeccdo € combatida por amplo repertério
de células imunes que secretam citocinas e outras substancias que reduzem a carga
parasitaria, bem como pela resposta imune mediada por anticorpos. Antigenos
induzem resposta humoral IgM e IgG e ativacéo policlonal dos linfécitos B (Bryan e
cols., 2010). De fato, a via de infeccdo do T. cruzi pode ter efeitos substanciais sobre
a resposta imune produzida pelo hospedeiro (Collins e cols., 2011). Meis e cols.
(2013) sugerem que a via de entrada do T. cruzi indicard se inicialmente o parasito
ficard na circulacdo ou invadira células, o que pode determinar se a resposta imune
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sera capaz de controlar a infeccdo. De acordo, sabe-se que a via de entrada de
bactérias no hospedeiro é importante para a diferenciacdo de células T em células
efetoras (Peper e cols., 2010; Paolo e cols., 2012).

Em nosso estudo, a passagem dos parasitos pela mucosa determinou o
estabelecimento de uma carga parasitaria menor, e esta, uma menor producao de
anticorpos especificos. Ao compararmos a taxa de IgG com a quantidade de
parasitos estabelecida por cada rota de transmissédo (Figura 10), observa-se que,
guanto maior a carga parasitaria na DCC, maior a producdo de anticorpos. Baixas
cargas parasitarias parecem ndo ser suficientes para estimular o organismo a
produzir as imunoglobulinas especificas. Os resultados também sugerem que cada
via de infeccdo necessita de uma quantidade minima de parasitos inoculados para
produzir os anticorpos anti-T. cruzi. Ultrapassado esse limiar, os titulos de anticorpos

parecem ndo aumentar na mesma proporgao da carga parasitaria (Figura 11).

A DC é uma patologia complexa, onde a resposta imune € dependente da
guantidade do in6culo, da cepa do parasito, da interacdo com o hospedeiro e da via
de infeccdo (Gutierrez e cols., 2009). Isso nos leva a acreditar que as manifestacdes
patolégicas da DC dependem da contribuicdo cumulativa de diversos mecanismos,

0s quais variam em funcao das caracteristicas individuais dos hospedeiros.

3. Importancia da via de transmissao para a evolucéo clinica da Doenca de

Chagas

Por ser um fator importante para o estabelecimento da carga parasitaria e
producéo de anticorpos especificos na DCC, a rota de aquisi¢cdo do T. cruzi também
influenciard a evolucdo das manifestacdes clinicas. Dias e cols. (2013) mostraram
gue, independentemente do DTU do T. cruzi, infeccbes através de gavagem
(intragastrica) apresentam menor infectividade, parasitemia e mortalidade do que a
infeccdo intraperitoneal. Albuquerque e cols. (2015) observaram que, apesar da
infeccdo oral de camundongos ter induzido uma taxa infecciosa mais elevada que a
de camundongos infectados por via gastrointestinal, o segundo resultou em

miocardite mais grave. Corroborando com nossos resultados, Marsden (1967)
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demonstrou que a infeccdo de camundongos com T. cruzi pelas vias sistémicas
(intraperitoneal, intravenosa e subcutanea) tém maiores taxas de infecgcédo (67% a
100%) e mortalidade do que camundongos infectados pelas mucosas (oral,
gastrointestinal, intra-retal, 6rgdos genitais, e conjuntival) (17 a 67%). Além disso,
Caradonna e Pereiraperrin (2009) infectaram camundongos BALB/c e C57BL/6 com
a cepa Tulahuen de T. cruzi, pelas vias subcutanea e intranasal, e encontraram
maior mortalidade no grupo subcutaneo. Ha grande presenca de células do sistema
fagocitario pelas vias sistémicas. A cavidade peritoneal abriga uma variedade de
células do sistema imune (linfécitos T, linfécitos B, células NK, granulécitos e
fagdcitos do sistema mononuclear), no sangue ha cerca de 10% de leucécitos e
grande quantidade de células dendriticas e macrofagos. Porém, essas células
parecem ndo serem barreiras suficientes para o parasito, a alteracdo da matriz
extracelular produzida pelo T. cruzi ndo so6 promove a sua motilidade nos tecidos e a
sua entrada nas células, mas também altera a presenca de citocinas e quimiocinas,
gue por sua vez permite o parasito a modular e evitar tanto as respostas
inflamatorias e imunes (Duaso e cols., 2012), dessa forma, o T. cruzi teria maior
facilidade de invadir novas células para multiplicacdo do mesmo, o0 que explicaria as

vias sistémicas apresentarem maior infectividade.

A inoculacdo do T. cruzi pela via ocular representa um processo natural de
transmissdo da DC que pode trazer sérias consequéncias ao hospedeiro, devido a
proximidade do olho com o cérebro e a elevada irrigacéo arterial desse 6rgao (Dias,
2000; Giddings e cols., 2006). Bahia e cols. (2002) verificaram a influéncia das vias
intraperitoneal e conjuntival no curso da infeccdo por T. cruzi em caes. Todos 0s
animais tiveram alto nivel de infectividade quando inoculados por tripomastigotas
metaciclicas; contudo, quando infectados com tripomastigotas sanguineos, as
porcentagens de infectividade foram significativamente inferiores pela via ocular.
Dessa forma, conclui-se que a fonte de indculo e a via de inoculacdo influenciaram

na evolucédo da DC no hospedeiro vertebrado.

Estudos de rotas alternativas para a infeccdo pelo T. cruzi sdo escassos, no
entanto, ha cada vez mais evidéncias da transmisséo sexual do T. cruzi, a qual pode
ser um agente em potencial de dispersdo da DC no mundo. Chagas (1916a, b);

Hartz e Toledano (1954) descreveram a presenca de T. cruzi em O0rgaos genitais
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masculinos durante os estudos de autopsias em pacientes chagésicos. Sabe-se que
0s Orgdos urogenitais sao regularmente parasitados em infecgBes experimentais
(Tavares e cols., 1994; Lenzi e cols., 1996; Scorza e cols., 1996), porém nao
existem estudos que demonstrem o comprometimento funcional desses 06rgéaos.
Alguns trabalhos demonstraram que a instilacdo genital e inoculagéo escrotal, em
ratos, sdo menos eficazes que a injecdo intraperitoneal, na avaliagao da infectidade
por essas vias (Torrealba,1970; Herrera e Morales, 1997), o que pode repercutir em

manifestacdes clinicas menos acentuadas em animais infectados pela via sexual.

Sabe-se que a prevaléncia das rotas de transmissdo do T. cruzi diferem de
acordo com 0s ecossistemas, graus de urbanizacao e condi¢cdes sdcio-econdmicas.
Assim, estudos mais detalhados sobre a via de aquisicdo desse parasito nas
diversas regifes de nosso pais, poderédo auxiliar na compreenséo da evolucédo da
doenca de Chagas no Brasil e na consequente adocdo de medidas terapéuticas

mais apropriadas.

4. Transmissdo congénita do Trypanosoma cruzi e possivel tolerizacdo aos

antigenos parasitarios

A transmissdo congénita do T. cruzi resulta da complexa interacdo entre a
resposta imune materna, fatores placentarios e fatores associados ao parasito
(Duaso e cols., 2012). Durante a gravidez, € necessaria uma tolerancia do sistema
imune materno aos antigenos fetais, o que é ocasionado pelo desvio da resposta
imune para o tipo 2, inibindo a resposta do tipo 1 (Kemmerling e cols., 2010). Essa
alteracdo da resposta imune pode aumentar a susceptibilidade da puérpera as
infeccBes por protozodarios, com aumento de carga parasitaria e, consequentemente,

do risco de transmissédo da infeccdo para a progénie.

Nossos resultados revelaram uma taxa de transmissdo congénita de 45,4%
(10/22) para a pesquisa de anticorpos especificos IgG, enquanto que a Nested
gPCR detectou a presenca do parasito em 100% da progénie, ou seja, 54,5%
(12/22) dos filhotes do grupo D (via sexual) apresentaram testes imunoldgicos

negativos, porém com resultados moleculares positivos. Tal discrepancia entre os
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resultados soroldgicos e moleculares nos levou a investigar se o contato dos fetos
com T. cruzi antes do desenvolvimento do sistema imune poderia torna-los
imunologicamente tolerantes aos antigenos do parasito, 0 que resultaria em falsos
negativos nos testes imunolégicos. Para tanto, inoculamos 0s animais com sorologia
negativa, por via intraperitoneal, com 10° formas tripomastigotas e avaliamos a
responsividade imunoldgica. Dos 12 camundongos desafiados, apenas cinco
sofreram soroconversao 90 dpi, sugerindo a ocorréncia de tolerizacdo aos antigenos
do T. cruzi nos demais animais. O acompanhamento desses animais por um periodo
maior (por exemplo, 180 dias) seria importante para reforcar a hipotese de
tolerizagéo.

A tolerancia imunologica € um estado de néo-reatividade dos linfocitos contra
determinados antigenos, e € adquirida pela delecdo clonal ou inativacdo dos
linfocitos em desenvolvimento. Uma vez que foi estabelecida, a tolerancia torna-se
sistémica. Sabe-se que fetos expostos a antigenos parasitarios durante as fases
iniciais do desenvolvimento embrionario tornam-se hiporresponsivos aos mesmos
antigenos se desafiados ap0s o nascimento, isto €, passam a reconhecer 0s
antigenos parasitarios como proprios (Malhotra e cols., 2009). Tal fenémeno ja foi
demonstrado em camundongos nascidos de maes infectadas com Wuchereria
bancrofti, onde os filhotes mostraram-se tolerantes aos antigenos das microfilarias
guando desafiados apds o nascimento (Rajasekariah e cols., 1989). Igualmente, a
prole de camundongos fémeas infectadas com Toxocara canis tornou-se nao
responsiva aos ovos desse parasito quando a transmissao ocorreu nas fases iniciais

da gestacéao (Oteifa e cols., 1996).

A esse respeito, diversos estudos tém demonstrado que testes soroldgicos de
alguns pacientes chagéasicos sdo consistentemente negativos, ainda que os testes
moleculares sejam capazes de identificar a infec¢do ativa (Duffy e cols., 2013; Hecht
e cols., 2010). Silva (2013) analisou camundongos nascidos de fémeas chagasicas,
obtendo uma taxa de transmissdo congénita de 58,5% por PCR e 14% por sorologia.
Dessa forma, € possivel que muitos desses camundongos também estivessem
tolerizados aos antigenos do T. cruzi. Alarcon e cols. (2011) mostraram que fetos

sdo capazes de gerar a sua propria resposta imunitaria a antigenos transmitidos
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pela mée, o que induz a secrecao de citocinas as quais atuam em sinergia com 0sS

anticorpos maternos, o que lhes confere um estado de protegéo contra a infeccéo.

5. E como fica o diagnéstico para a doenca de Chagas?

Nossos resultados demonstraram grande  discrepancia entre o0
imunodiagndstico (ELISA e IFI) e o diagnéstico molecular (Nested gPCR), a qual
parece estar associada a uma baixa carga parasitaria, insuficiente para estimular o
sistema imune a produzir anticorpos anti-T. cruzi, e a uma possivel tolerizacdo aos
antigenos parasitarios. Tal constatacdo levanta uma importante questdo sobre a
possibilidade da nado identificagdo de pessoas infectadas pelo T. cruzi entre os
doadores de sangue e de 0Orgaos, uma vez que os testes padrdes sdo baseados

apenas em resultados sorologicos.

Atualmente, técnicas moleculares sdo consideradas auxiliares para o
diagnostico da DC em pacientes com sorologia inconclusiva. De fato, a utilizacéo de
métodos moleculares é uma boa alternativa para complementar ou estabelecer o
diagnostico das infecgbes pelo T. cruzi (Gilber e cols., 2013). Sao testes tidos como
mais especificos por permitrem a identificacdo mais precisa de agentes
patogénicos. Ja a sensibilidade sofre variacdes a depender das condicdes utilizadas
na PCR (Ferrer e cols., 2013; Gilber e cols., 2013). Diferentes protocolos de PCR
vém sendo descritos com o objetivo de tornar o diagnostico mais sensivel, como a
Nested PCR (Marcon e cols., 2002) e a gPCR (Freitas e cols., 2005, Pirén e cols.,
2007).

No que se referem ao diagndstico da DC congénita, os testes moleculares
ainda estdo sob avaliagcdo da OMS, pois a presenca do DNA do parasito no sangue
do recém-nascido nédo indica, necessariamente, infec¢do ativa, uma vez que nao
prova que os parasitos sao viaveis (Cevallos e Hernandez, 2014). Carlier e Torrico
(2003) defendem que nao € recomendado que se considere apenas a sorologia para
determinacdo de infec¢do congénita, uma vez que a IgG especifica ndo permite
discriminar anticorpos transmitidos pela mée daqueles produzidos pelo feto; e a IgM

especifica ndo é positiva em todos os casos congénitos.
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Dessa forma, seria bastante interessante o emprego da PCR como técnica
confirmatodria do diagnostico da DC. Ainda que os dados acerca da baixa carga
parasitaria e da tolerancia imunolégica devam ser tratados com cautela, pois novos
testes devem ser feitos para se confirmar essas hip6teses, o uso de testes
moleculares poderia contribuir para a identificacdo de um namero maior de casos de
infec¢des pelo T. cruzi durante a triagem de neonatos e de doadores de sangue e

orgaos.
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VIl. CONCLUSOES

I. A via de transmissédo do Trypanosoma cruzi influencia na determinacdo da
carga parasitaria de camundongos na fase crénica da doenca;

ii. O perfil de producdo de anticorpos varia em fungcédo das diferentes vias de
transmissdo do T. cruzi em camundongos e da quantidade de parasitos
inoculados;

ii. A nested qPCR padronizada por n6s mostrou-se um diagnéstico molecular
mais especifico e sensivel para quantificar o DNA do parasito;

iv. O desafio de animais infectados pela via congénita (com sorologia negativa e
nested gPCR positiva) demonstrou a possibilidade de tolerizacdo aos

antigenos parasitarios.
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VIII.

PERSPECTIVAS

Verificar o padréo de citocinas produzidas de acordo com a via de infecgéo do
Trypanosoma cruzi;

Avaliar a influéncia das vias de transmissao do T. cruzi sobre a autoimunidade
e a evolucao das manifestacdes clinicas da DC;

Determinar se diferentes tipos de cepas do T. cruzi podem alterar a produgao
de anticorpos especificos e carga parasitaria dos animais infectados pelo T.
cruzi pelas diferentes vias;

Verificar a influéncia das vias no curso da infeccdo utilizando formas
tripomastigotas metaciclicas.

Confirmar a tolerizacdo aos antigenos parasitarios em camundongos
infectados pela via congénita, a partir do acompanhamento mais prolongado
das proles.
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