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FRIAS, B.E.D. RESUMO

A diversidade e severidade dos sintomas observados na doenca de Chagas
estdo relacionados a inumeros fatores, dentre eles: cepa do parasito,
imunidade do hospedeiro, tempo de infeccéo e reinfec¢des. Considerando que
a reinfeccdo esta presente no ciclo natural da doenca de Chagas e que a
diversidade genética de populagdes do Trypanosoma cruzi apresenta influéncia
no desenvolvimento da infec¢cdo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia de reinfeccfes por dois clones em camundongos experimentalmente
infectados e/ou reinfectados, por meio de analises parasitoldgicas, fenotipagem
de células mononucleares do sangue periférico e histopatologia dos musculos
cardiaco e esquelético. Os animais foram agrupados conforme as
caracteristicas a seguir: 1) ndo infectados (NI); 2) infectados pelo clone P209
(AP1); 3) infectados pelo clone IVV (AP2); 4) primoinfectados pelo clone P209
e posteriormente reinfectados (RE1); 5) primoinfectados pelo clone IVV e
posteriormente reinfectados (RE2). O nivel de parasitemia foi estimado
diariamente e 155 dias apos o indculo inicial os animais foram eutanasiados.
Foi observada mortalidade apenas entre os animais primoinfectados com o
clone P209 (AP1 e RE1). Houve prolongamento da parasitemia entre o0s
animais reinfectados, ndo sendo os niveis parasitémicos caracteristicos da fase
aguda, sugerindo o desenvolvimento de uma resisténcia apds a primoinfeccao.
A imunofenotipagem do sangue periférico mostrou aumento no percentual de
monacitos entre os animais primoinfectados com o clone P209 (AP1 e RE1) e
reducdo no percentual de linfécitos TCD4" entre os primoinfectados com o IVV
(AP2 e RE2). Animais dos grupos primoinfectados pelo clone IVV (AP2 e RE2),
apresentaram infiltrado inflamatério (muasculos cardiaco e esquelético), em
comparacdo com o grupo controle (NI), o que pode estar relacionado ao
recrutamento dos linfocitos TCD4" para o foco inflamatério. Os camundongos
do grupo RE2 também apresentaram maior deposi¢cédo de colageno em ambos
os tecidos, processo que indica a reparacdao do tecido lesionado pela
inflamacdo. Em conjunto estes dados sugerem que a sequéncia de
inoculacdes, bem como a genética do parasito, possuem grande importancia,
influenciando diretamente o curso da infeccéo.



FRIAS, B.E.D. ABSTRACT

The diversity and severity of symptoms observed in Chagas disease are related
to different factors, including: parasite strain, host immunity, time of infection
and reinfections. Considering the role of reinfection and genetic diversity of
populations of Trypanosoma cruzi as factors that influence the disease
development, the aim of this study was to evaluate the influence of reinfections
by two clones of T. cruzi (P209 and IVV) in experimentally infected/reinfected
mice through parasitological, phenotyping of peripheral blood mononuclear cells
and histopathology of cardiac and skeletal muscles. The animals were grouped
in five groups: 1) uninfected (NI), 2) infected with P209 (AP1), 3) infected with
IVV (AP2), 4) primoinfected by P209 and subsequently reinfected (RE1), 5)
primoinfected by IVV and then reinfected (RE2). The level of parasitemia was
evaluated daily and after 155 days after first inoculum the animals were
euthanized. Mortality occurred only among animals primoinfected with P209
(AP1 and RE1l). There was a prolongation of parasitemia among reinfected
animals, being the parasitemia levels smaller than the acute stage levels,
suggesting the development of resistance after the first infection.
Immunophenotyping of peripheral blood showed an increase in the percentage
of monocytes among animals primoinfected with P209 (AP1 and RE1l) and
reduction in the percentage of CD4" T cells among primoinfected with IVV (AP2
and RE2). Animal groups primoinfected by IVV (AP2 and REZ2), presented
inflammatory infiltrate (cardiac and skeletal muscles) compared with the control
group (NI), which may be related to the recruitment of CD4" T cells to the
inflammatory site. The mice RE2 group also presented collagen deposition in
both tissues, a process that indicates the repair of injured tissue by
inflammation. Based on these data we suggest that the sequence of
inoculations as well as the genetic of parasite have great importance directly
influence the course of infection.
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1.1 - Adoenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), protozoario hemoflagelado
pertencente a familia Trypanosomatidae, € o agente causador da doenca de
Chagas, uma das doencas parasitarias de maior impacto social e econémico
na América Latina, sendo considerada a sexta doenca negligenciavel mais
importante do mundo (Dias e Schofield, 1999; Prata, 2001). Nas ultimas
décadas, tem-se observado a ocorréncia dessa parasitose em paises como
Estados Unidos, Canada, alguns paises do Pacifico Ocidental, entre outros. Tal
fato se deve ao processo migratorio de latino-americanos para esses paises,
aliado a falta de controle de bancos de sangue e de transplante de 6érgaos nos
mesmos (Castro et al., 2009, WHO, 2010).

Originalmente de natureza enzodtica, a doenca de Chagas passou a
condicdo de antropozoonose, a partir de intervencdes humanas no ambiente
silvestre, alterando o ambiente natural de circulacdo do T.cruzi (Dias, 2000;
Coura et al., 2007).

O mecanismo de transmissdo deste protozoario aos humanos esta
relacionado com o hébito de vida dos insetos vetores, hemipteros da subfamilia
Triatominae, cuja existéncia em ecoétopos artificiais expde os humanos e os
animais domésticos ao contato com as fezes/urina, possivelmente infectadas
pelo T. cruzi. A via classica de transmissado, responsavel pela manutencédo da
endemia € a vetorial, em especial nas regides mais pobres e/ou desprovidas de

programa profilatico da doenca de Chagas Humana (Dias, 1979).

Quando descoberta, a doenca de Chagas era predominantemente rural e
diretamente relacionada ao subdesenvolvimento social e econdmico. No
entanto, o éxodo rural transformou o padréo epidemiolégico da doenca (Freitas
et al.,, 1952), fazendo com que ela se tornasse um problema de saude em
areas urbanas. Os eventos migratorios também contribuiram para dispersao da
doenca para areas ndo endémicas (em todos os continentes). Nestes locais,
esta enfermidade passou a ser transmitida verticalmente, por transfuséo
sanguinea ou por transplantes de orgaos (Dias, 1992; Prata, 2001; Dias e Neto,

2011). Desta forma, muitas iniciativas tém sido tomadas a fim de controlar a
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transmissdo da Doenca de Chagas em seus paises endémicos, inclusive no
Brasil (Schofield e Dias, 1991). Este controle pdde ser alcangcado a partir do
desenvolvimento social e melhoria das condi¢cbes de vida das populacdes dos

paises afetados pela doenca.

Em sua historia natural, a infeccdo pelo T.cruzi caracteriza-se por duas
fases distintas e sucessivas, havendo a possibilidade de manifestacdo de
diferentes formas clinicas. A fase inicial ou aguda € caracterizada pela
presenca de numerosos parasitos circulantes no sangue periférico (forma
tripomastigota), facilmente visualizados pelo exame de sangue a fresco (Franco
et al, 2003). Geralmente assintomética, nesta fase podem ocorrer
manifestacbes clinicas como sinais de porta de entrada (sinal de Romafia e
chagoma  de inoculacao), adenopatia  generalizada, febre e
hepatoesplenomegalia (Prata, 2001). Miocardite severa e meningoencefalites
podem ser observadas, geralmente, entre criancas menores de dois anos,
podendo, em 5 a 10% dos casos nao tratados, provocar a morte do individuo
(Zhang e Tarleton, 1999).

Individuos que sobrevivem a fase aguda podem evoluir para a fase
crdnica, sendo que a maioria (50 a 70%) ndo apresenta manifestacdes clinicas
da infeccdo, permanecendo por longos periodos ou até mesmo por toda a vida
nesta forma da doenca. Nestes casos a forma clinica em questdo €
denominada forma indeterminada. Pacientes nestas condigbes apresentam
sorologia positiva, podendo ainda, apresentar testes laboratoriais

parasitolégicos também positivos (Dias, 1992; WHO, 2007).

Em outros individuos, a evolucdo da infeccdo pode evoluir para formas
sintomaticas, caracterizadas pelo comprometimento funcional principalmente
do coragéo, do esbfago e do intestino, ou mesmo a combinacéo de alteracdes
em um ou mais desses 0rgaos, resultando nas trés principais formas clinicas:

cardiaca, digestiva e mista (Moncayo, 2003).
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1.2 - Controle da doenca de Chagas

As iniciativas de controle da doenca de Chagas nos paises do cone Sul
(Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai) em 1991, paises Andinos
(Colébmbia, Equador, Peru e Venezuela) em 1997, América Central e no México
em 1998 e na Amazonia em 2004, foram de grande importancia para o controle
da enfermidade em alguns paises latino-americanos. Estas medidas visavam a
interrup¢cdo do ciclo domiciliar pela eliminacdo dos vetores domésticos,
principalmente o Triatoma infestans, reducao e eliminagdo da transmisséo por
transfusdo sanguinea através do controle em bancos de sangue e tratamento
especifico de recém-nascidos, crian¢as e casos agudos da doenca (Dias et al.,
2002). A partir destes programas alguns paises como Uruguai, Chile e Brasil
conseguiram eliminar o T. infestans, e Paraguai e Argentina caminham para
alcancar tal objetivo. Nestes paises observou-se uma diminuicdo no nimero de
gestantes e doadores de sangue infectados, o que consequentemente diminuiu
os riscos de transmissdo transfusional e congénita. No entanto, na Bolivia,
México, paises Andinos e na regido amazobnica estas medidas de controle
ainda séo bastante limitadas e precisam de maiores impulsos (Coura e Borges-
Pereira, 2010).

Embora tenha ocorrido notavel decréscimo no numero de novos casos da
doenca de Chagas apdés a implantacdo destas medidas de controle (Schofield e
Dias, 1999; Moncayo, 2006; Dias, 2007), estima-se que cerca de 10 milhdes de
pessoas em todo o mundo estejam infectadas pelo T. cruzi, principalmente nas
areas endémicas de 21 paises da América Latina (WHO, 2010). No entanto,
muitos destes paises ndo possuem conhecimento da extensdo da doenca em
seus territérios, ndo aderindo aos programas de controle (Dias, 2000). Além do
mais, 0s triatomineos que habitam o peridomicilio sdo uma ameaca constante
pois, com o “vazio ecoldgico” determinado pela eliminacdo das espécies
domiciliadas, outras espécies consideradas de importancia “secundaria” vém
ocupando e colonizando o interior das residéncias (Silveira, 1992). Desta
forma, é importante dar continuidade aos programas de controle a fim de evitar

0 surgimento de novos casos da doenca de Chagas.
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1.3 - O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario hemoflagelado pertencente a classe
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, cujos membros apresentam uma
organela autoreplicavel que contém DNA — o cinetoplasto. Este parasito é
digenético, ou seja, seu ciclo de vida consiste em passagens obrigatérias por

dois hospedeiros distintos (Brener, 1992).

Este protozoario pode ser encontrado no trato digestorio de
aproximadamente 140 espécies de triatomineos, insetos de habito
exclusivamente hematdfago. No entanto, apenas algumas espécies sao
consideradas competentes na transmissdo do T. cruzi (Schofield e Galvéao,
2009).

O ciclo evolutivo do T. cruzi envolve formas morfologicamente
diferenciadas com capacidade multiplicativa e infectante. A morfogénese do T.
cruzi no microambiente de seus vetores envolve transformacdes a partir da
forma tripomastigota sanguinea, ingerida durante o repasto em hospedeiros
vertebrados infectados, que no estdbmago se diferencia na forma epimastigota
poucas horas apoés a infeccdo, as quais, apés divisbes binarias sucessivas e
posterior metaciclogénese na regido final do trato digestorio, diferenciam-se em
formas tripomastigotas metaciclicas, a forma infectante para o hospedeiro
vertebrado (Dias, 1934; Brener, 1972; Alvarenga e Brener, 1978; Schaub,
1989). Considerando a via de transmisséo vetorial, formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas fezes e na urina do inseto, durante ou apés o
repasto sanguineo, podem penetrar através de mucosas ou de lesdes
epiteliais, visto que este parasito ndo € capaz de penetrar a pele intacta do
hospedeiro. Estas lesbes podem ocorrer pela propria picada do triatomineo ou
podem ser ocasionadas pelo hospedeiro (Soares e Marsden,1986). Apés a
penetracdo, o parasito poderad invadir diferentes células, onde ocorre a
diferenciacdo na forma amastigota, que ira se replicar formando ninhos,
originando as formas tripomastigotas sanguineas que serao liberadas no meio
extracelular através da ruptura da célula parasitoda. O vetor se infecta ao

realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, dando continuidade
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ao ciclo de vida do protozoario (Brenner e Andrade, 1979; Kollien e Schaub,
2000).

Todas as formas do T. cruzi que originam do vetor podem interagir com o
hospedeiro vertebrado, no entanto, apenas algumas sao capazes de infectar e
completar o ciclo no interior das células deste hospedeiro. Diversos fatores
influenciam nesta interacéo, dentre eles a cepa do parasito e o tipo de célula
hospedeira (De Souza, 2002).

1.4 - Variabilidade genética do Trypanosoma cruzi

Pacientes com doenca de Chagas podem desenvolver diferentes formas
clinicas da doenca (cardiaca, digestiva, mista ou indeterminada). Acredita-se
que este fator € diretamente influenciado pela genética do hospedeiro e do

préprio parasito.

O T. cruzi € um protozoario com ampla distribuicdo geogréfica,
representado por um conjunto de populacdes que circulam entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados e em ambientes domiciliares e silvestres (Brener,
1992; Souto et al., 1996). Estas populacdes, que também podem ser chamadas
de isolados ou cepas, sdo heterogéneas, tanto em nivel molecular quanto
bioldgico. O alto grau de diversidade deste protozodario pode estar relacionado
a necessidade de adaptacdo e sobrevivéncia em diferentes hospedeiros, e a
explicacdo para tal diversidade fenotipica reside no fato do T. cruzi ser um
organismo dipléide que se multiplica predominantemente por divisdo binaria.
Assim, o0 genoma de cada cepa evolui independentemente (Tibayrenc e Ayala,
2002).

Apesar das andlises genéticas indicarem que o T. cruzi € um organismo
dipldide que apresenta evolugdo predominantemente clonal, alguns estudos
demonstram que eventos de hibridizacdo ou troca genética podem ocorrer e
assim contribuir para a diversidade apresentada nas populacdes do parasito
(Sturm e Campbell, 2009).
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Assim como nos demais eucariontes, o T. cruzi possui dois genomas
distintos, situados em dois compartimentos celulares: o nacleo e a mitocondria.
A mitocondria dos tripanossomatideos apresenta uma concentracdo de DNA
sob a forma de uma complexa rede de moléculas circulares, denominada
cinetoplasto, a qual se localiza préxima a base do flagelo (Myler, 1993). O DNA
do T. cruzi tem sido estimado através de diversas metodologias e todos os
resultados demonstram que o conteiddo de DNA total é variavel entre as
diferentes cepas e clones e até mesmo entre clones derivados de uma mesma

cepa.

O DNA do cinetoplasto, chamado de kDNA (kinetoplast DNA), exibe
estrutura de uma rede formada por milhares de moléculas circulares de DNA, e
esta localizado no interior de uma mitocondria Unica e ramificada por todo
citoplasma do flagelado representando cerca de 20-25% do DNA total da
célula. Este kDNA é composto por moléculas que diferem em tamanho e
funcdo, denominadas minicirculo e maxicirculo (Simpson, 1987). Os
minicirculos possuem cerca de 1400 pares de bases e estdo presentes em
10.000 a 20.0000 copias por célula. Sua populacdo ndo € homogénea,
havendo variacdes nas sequéncias de nucleotideos entre as moléculas que
formam a rede. Sabe-se que o kDNA é formado por classes de moléculas de
minicirculos, que podem variar entre as diferentes cepas ou isolado do parasito
(Macina et al., 1987). Os maxicirculos possuem cerca de 40.000 pares de
bases e o numero de coépias varia de 20 a 50 por célula. Ele abriga os genes
das proteinas e dos rRNAs mitocondriais, por isso é considerado analogo ao

DNA mitocondrial dos demais eucariontes.

A heterogeneidade intraespecifica do T. cruzi tem sido observada desde
0s estudos realizados por Chagas (1909), que demonstrou diferencas
morfolégicas entre as formas tripomastigotas sanguineas. Posteriormente,
Brener e Chiari (1963) agruparam isolados de diferentes procedéncias em trés
grupos, de acordo com a predominancia de formas tripomastigotas sanguineas
delgadas, largas e muito largas. Brener (1969) correlacionou as diferencas
morfolégicas dos diferentes grupos ao curso clinico da infecgdo experimental
em camundongos. Ele observou que formas delgadas penetravam mais

rapidamente nas células, e eram mais susceptiveis aos processos imunes do
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hospedeiro; enquanto as formas largas permaneciam por mais tempo no
sangue, sendo desta forma mais resistentes aos mecanismos imunologicos do
hospedeiro. A partir das diferencas biolégicas as populacdes do T. cruzi foram
agrupadas em trés diferentes categorias chamadas de Biodemas (Andrade
1974; Andrade et al., 2010). Essa heterogeneidade pode ocasionar diferengas

regionais quanto a variabilidade das manifestagbes clinicas, resposta ao

tratamento e transmisséo do parasito.

Devido aos diferentes grupos criados por pesquisadores a fim de
classificar o T. cruzi, tornou-se necessaria a criacdo de uma nomenclatura
comum. Desta forma, foi proposto o primeiro consenso taxonémico do T. cruzi
na tentativa de padronizar a classificacdo desta espécie. Ficou estabelecido no
Encontro Satélite, durante o “Simpédsio Internacional sobre os Avancos do
Conhecimento da Doenca de Chagas 90 anos apds sua descoberta”

(Anonymous, 1999), o seguinte critério para nomenclatura do T. cruzi:

e T. cruzi | quando equivalentes ao Z1 (Miles et al., 1977), Tipo llI
(Andrade, 1974), Linhagem 2 (Souto et al., 1996), Grupo 1 (Tibayrenc, 1995);

e T. cruzi Il quando forem equivalentes ao Z2 (Miles et al., 1977),
Zimodema A (Romanha et al., 1979), Tipo Il (Andrade, 1974), Linhagem 1
(Souto et al., 1996), Grupo 2 (Tibayrenc, 1995);

e T. cruzi quando possuem caracterizagdo inconclusiva. Cepas
aparentemente hibridas como o Zimodema 3 (Miles et al., 1978), Zimodema B
(Romanha et al., 1979), Tipo | (Andrade, 1974), Grupo 1/2 (Souto et al., 1996).

A partir do avanco nas analises utilizadas para avaliar a diversidade
genética do T. cruzi, Zingales e colaboradores (2009) propuseram a divisdo da
espécie em seis sublinhagens adotando o conceito de “Discrete Typing Unit” -
DTU. Atualmente os isolados séo classificados em DTU | a VI, sendo A DTU |
correspondente ao T.cruzi I, e as demais DTUs correpsondem a subdivisdes

correspondentes ao T.cruzi Il. Essa classificagdo, utilizando marcadores
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moleculares, permite o0 agrupamento de isolados que apresentam

caracteristicas fenotipicas epidemiologicas semelhantes (Lewis et al., 2009).

A DTU | é prevalente no ciclo silvestre, predominante em paises da
América central, onde est4 associada a graves manifestacdes clinicas, e na
regido da Bacia Amazobnica, onde sao registrados raros casos em humanos.
Essa DTU tem sido frequentemente associada a casos agudos graves
resultantes de surtos de infeccdo oral (Coura, 2006; Dias et al., 2008; Cura et
al., 2010). A DTU Il é predominante na regido do Cone Sul da América Latina
(Zingales et al.,, 1999), sendo encontrada em hospedeiros vertebrados e
vetores provenientes tanto do ciclo doméstico, quanto do ciclo silvestre. Ela
esta associada a casos graves da doenca principalmente nas regides central,
sul e sudeste do Brasil (Freitas et al., 2005). As DTU V e VI sdo hibridas e
estdo envolvidas em infecces humanas na regido do Chaco e paises vizinhos,
como Bolivia, Chile, norte da Argentina, e sul Brasil (Virreira et al., 2006;
Cardinal et al., 2008). Finalmente, as DTUs Tcll e TclV sdo raramente
encontradas em areas endémicas e estdo associadas ao ciclo silvestre, com

poucos relatos de infeccdo humana (Breniére et al., 2010).

1.5 - Imunopatologia da doenca de Chagas

A resposta imune do hospedeiro apresenta importante papel no controle
da infeccdo causada pelo T. cruzi. Ao entrar em contato com as células do
hospedeiro, os antigenos do parasito desencadeiam uma série de eventos,
para que haja a eliminacdo do patégeno. Tanto o parasito quanto a resposta
imune podem persistir por um longo periodo no organismo hospedeiro,

resultando em lesdes teciduais caracteristicas da doenca (Tarleton, 2001).

A resisténcia do hospedeiro durante a doenca de Chagas experimental
esta diretamente ligada a acédo de diversas células, tais como os macroéfagos,
células NK, linfécitos TCD4" e TCD8" e linfocitos B (Russo et al., 1988; Corbett

et al., 2001), que atuam no combate ao parasito.
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A presenca de moléculas antigénicas na superficie das formas
tripomastigotas do T. cruzi induz a ativagao das células “Natural Killer’ (NK),
fonte de IFN-y e TNF-a, que séo citocinas importantes na ativacdo de outras
células do sistema imune. Estas células também apresentam atividade
citotdéxica que pode variar conforme a subpopulacdo (Rottenberg et al., 1988;
Cardillo et al., 1996).

A partir da infeccdo, o T. cruzi estimula a producdo de IL-12 pelos
macréfagos, que induz o aumento da producdo de IFN-y e TNF-a, que irdo
atuar no controle da parasitemia (Vespa et al.,, 1994). Além de levar a
diminuicdo da parasitemia, a producdo de IFN-y favorece a diferenciacdo dos
linfécitos T em células Thl, produtoras de IFN-y e, que juntamente com o TNF-
a, auxiliam na ativacdo de macréfagos que irdo produzir 6xido nitrico (NO),
molécula com fungdo microbicida com importante papel no controle parasitario

na fase inicial da infeccdo (Kumar e Tarleton, 2001).

Os linfocitos T sdo importantes no controle da infeccéo chagasica, sendo
que estas células sdo as mais abundantes no infiltrado inflamatério do
miocardio de pacientes com a forma cardiaca da doenca (Reis et al., 1993). Os
linfécitos TCD4+ possuem importante papel na producao de anticorpos liticos e
de citocinas, como o INF-y, que auxiliam na destruicdo de formas intracelulares
do parasito (Brener, 1986; Tarleton et al., 1996). Estas células também atuam
na diferenciacio e ativacdo de linfocitos TCD8*, sendo componentes

essenciais na resisténcia ao parasito (Brener e Gazzinelli, 1997).

Os linfocitos TCD8" sdo células importantes devido a sua citotoxicidade
contra células infectadas do hospedeiro, desempenhando um papel protetor
principalmente durante a fase inicial da infeccdo (Tarleton, 1994; Brener e
Gazzinelli, 1997; Padilla et al., 2009). No infiltrado inflamatério de pacientes
com cardiopatia chagasica cronica (CCC), os linfocitos TCD8" (citotoxicos) sdo
maioria em relagdo aos linfocitos TCD4" (Higuchi et al., 1993). Eles sdo
responsaveis pela eliminagdo da célula infectada, através da producédo de
IFN-y, granzimas e perforinas, além de ativarem mecanismos de transducéo do
sinal em macréfagos, com a ativacdo da INOS e consequente producdo de NO

(Martin e Tarleton, 2004; Borges et al., 2009). No entanto alguns estudos
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demonstraram que estas células também podem estar envolvidas na génese
das lesdes cardiacas na fase cronica atravées de danos causados aos
cardiomidcitos (Leavey e Tarleton, 2003; Silverio et al., 2010; Silverio et al.,
2012).

Durante a fase aguda, a producdo de citocinas inflamatorias (perfil Thl)
ativa macrofagos e estimula a proliferagdo de linfocitos TCD8", sendo
importante no controle da proliferacdo do parasito (Kumar e Tarleton, 2001).
Durante a fase cronica da infec¢cdo pode ocorrer o aumento da secrecao de IL-
10 com a finalidade de proteger o organismo dos processos patoldgicos
desencadeados pela producdo de citocinas do perfil Thl. Alguns estudos
apontam a importadncia das citocinas durante o processo inflamatério
desencadeado pela infeccdo chagasica (Ferreira et al., 2003; Talvani et al.,
2004; D’Avila et al., 2009). O balanco entre a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias é uma das melhores formas de se obter o

controle da morbidade da doenca durante a fase crénica (Gomes et al., 2003).

Os anticorpos também s&o importantes componentes da imunidade
humoral envolvidos nos mecanismos de defesa do organismo contra o T. cruzi.
A partir da infeccdo chagésica, ocorre uma ativagéo policlonal de linfécitos B e
producdo de imunoglobulinas (Minoprio et al., 1989). O conhecimento da
ativacdo de diferentes classes de anticorpos é um importante fator para o

esclarecimento de mecanismos envolvidos na protecdo do hospedeiro.

O sistema imune do hospedeiro ndo é capaz de eliminar totalmente a
infeccdo. Assim, a permanéncia do T. cruzi no organismo mantém a producao
de compostos citotoxicos. A resposta inflamatéria desencadeada pela presenca
do parasito no tecido possui importante papel na protecéo contra o T. cruzi, no
entanto, essa mesma resposta pode contribui para patologia da doenca. Desta
forma se torna importante a regulacdo desta, para que nao ocorra exacerbacao
das lesdes inflamatdrias (Rodrigues et al., 2010).

11
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1.6 - Papel das reinfec¢cfes na doenca de Chagas

A grande variabilidade e severidade nos sintomas da doenca de Chagas
podem ocorrer devido a inumeros fatores, dentre eles: cepa do parasito
(Montamante et al., 1996; Vago et al., 2000), carga parasitaria (Fernandez et
al., 1996), imunidade e aspectos nutricionais do hospedeiro (Koberle, 1968),
tempo de infeccdo e possiveis eventos de reinfeccdo (Andrade et al.,2006).
Nas areas endémicas para doenca de Chagas, os individuos estdo expostos a
multiplas infeccdes pelo T. cruzi, devido a repetidas chances de contato com
triatomineos infectados (Andrade et al., 1968).

Os primeiros estudos sobre as manifestacfes clinicas em pacientes
provenientes de areas endémicas enfatizou a importancia das reinfec¢des na
manutencdo do parasitsmo e na gravidade das lesBes cardiacas
desenvolvidas durante a fase cronica da infeccdo (Chagas, 1910). Evandro
Chagas (1935) sugeriu que a evolucédo da doenca era dependente de diversos
fatores, dentre eles da patogenicidade do parasito e de sucessivas infeccdes.
Kbeberle (1956) sugeriu o agravamento das lesdes teciduais devido a
reinfeccdo, no entanto, ele afirmava que o destino do chagéasico se definia na

fase aguda da doenca.

Estudos tém apontado que individuos que habitam areas endémicas para
doenca de Chagas por prolongado periodo de tempo podem estar sujeitos a
reinfeccdes pelo T. cruzi, talvez agravando o processo patolégico da doenca
(Dias, 1963; Avila et al., 1987). No entanto, as evidéncias que suportam esta

teoria tém se mostrado controversas.

A importancia das reinfeccbes na morbidade cardiaca da doenca de
Chagas tem sido sugerida através de observacdes clinicas (Dias, 1963). Dias e
seus colaboradores (2002) realizaram uma revisdo sobre o impacto do controle
da doenca de Chagas humana na América Latina através da eliminacdo de
vetores domésticos e da transmissdo transfusional. Uma visivel reducdo da
morbidade e da mortalidade precoce pela infeccdo com o T. cruzi foi detectada,
0 que indica que multiplas reinfeccbes em éareas endémicas podem ser

consideradas como um importante fator na morbidade da doenca de Chagas e
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que a ruptura desta cadeia através do controle vetorial, tem influenciado

positivamente a evolugéao da doenca.

Experimentalmente, diferentes autores tém estudado a influéncia das
reinfec¢des no curso da doenca e os resultados sugerem o desenvolvimento de
uma resisténcia ap6s uma primeira infeccdo (Brumpt, 1913; Culbertson et al.,
1938;Torres e Tavares, 1958; Brener, 1967; Andrade et al., 1970) . No entanto,
esta resisténcia seria apenas parcial, ndo impedindo o desenvolvimento de

parasitos de uma nova inoculagéo.

Estudando a influéncia das reinfeccbes na doenca de Chagas
experimental, Andrade e colaboradores (1968) ndo encontraram diferencas no
parasitismo e no grau das lesdes nos tecidos analisados. Em um estudo um
pouco mais recente, Andrade e colaboradores (2006), constataram que
inoculagcdes sucessivas podem ocasionar o agravamento de lesfes teciduais,
no masculo cardiaco ou esquelético de camundongos, dependendo da
sequéncia de inoculacdo de diferentes cepas. Lauria-Pires e Teixeira (1997),
concluiram que reinfeccbes ndo agravaram a morbidade e a mortalidade da
doenca de Chagas em camundongos. No entanto, em hamsters a reinfeccéo
parece ser um dos fatores que influenciam no desenvolvimento do processo
inflamatério (Cabrine-Santos et al., 2001). Estes dados demonstram a
variabilidade de resultados encontrados a partir de experimentos com

reinfeccgéo.

Deste modo, o estudo das reinfec¢cdes possui grande importancia no
esclarecimento de diversas questbes relacionadas a interacdo parasito-
hospedeiro e ao desenvolvimento e evolugdo da doenca. O papel das
reinfec¢des, tanto na doenca de Chagas humana gquanto na experimental, tem
sido investigado por diversos autores (Brumpt, 1913; Chagas, 1932; Prata,
1959; Macedo, 1976; Davila et al., 1987; Lauria-Pires e Teixeira, 1997,
Machado et al., 2001; Bustamante et al., 2002; Andrade et al., 2006), no

entanto, estes estudos apresentaram resultados bastante controversos.
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Se a reinfeccdo esta presente no ciclo natural da doenca de Chagas e a
diversidade genética de populagbes do T. cruzi apresenta influéncia no
desenvolvimento da infeccdo, tanto no hospedeiro vertebrado quanto
invertebrado, entédo, o presente trabalho propde estudar o curso da infecgcdo em
camundongos experimentalmente inoculados e/ou reinoculados com diferentes
clones de T. cruzi, a fim de compreender os diferentes mecanismos

possivelmente envolvidos na progresséo da infeccéo chagasica.
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3.1 - Objetivo geral

Avaliar o papel das reinfeccbes em camundongos experimentalmente
infectados com clones do Trypanosoma cruzi que apresentam distintos perfis

geneticos.

3.2 - Objetivos especificos

Avaliar em camundongos infectados e/ou reinfectados:
3.2.1 - A taxa de mortalidade e a curva de parasitemia na fase aguda e

apos cada inoculo;

3.2.2 - O fendtipo das células mononucleares do sangue periférico na fase

cronica;

3.2.3 - O processo inflamatério e a fibrose no coracdo e musculo

esquelético na fase cronica.
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3.1 - Animais

Foram utilizados 30 camundongos Swiss albinos, machos, pesando entre
18-21g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP e mantidos
no mesmo local, recebendo &gua e racdo ad libidum. Todas as atividades
realizadas estavam de acordo com o preconizado pela Comissdo de Etica do
Uso de Animais (CEUA) e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo
2009/39).

3.2 - Clones do Trypanosoma cruzi

Foram utilizados dois clones do T. cruzi: o clone P209, pertencente ao
gendtipo 20 (DTU Tcl), isolado de um paciente em fase cronica proveniente da
Bolivia; e o clone IVV, pertencente ao genoétipo 32 (DTU Tcll), isolado de um
paciente em fase cronica proveniente do Chile (Zingales et al., 2009). Amostras
destes parasitos foram criopreservados no banco de cepas do Laboratorio de
Doenca de Chagas da UFOP, e foram descongelados para utilizacdo no
presente trabalho. Os clones foram inoculados intraperitonealmente em
camundongos albinos Swiss para a obtencdo de formas tripomastigotas

sanguineas.

3.3 - Infec¢céo dos animais

A inoculacéo foi realizada por via intraperitoneal com 5000 formas
tripomastigotas sanguineas. Os 30 camundongos foram separados em cinco

grupos (Tabela 1), de acordo com o delineamento experimental da Figura 1.

Os animais pertencentes aos grupos reinfectados foram reinoculados no
46° (12 reinfeccéo) e no 87° (22 reinfeccéo) dia apos a primoinfec¢ao (Figura 2).

Ao final de 155 dias de experimento os animais foram eutanasiados.
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Tabela 1: Sequéncia de inoculagbes dos clones do Trypanosoma cruzi, nos animais
pertencentes aos diferentes grupos.

Grupos Sequéncia de Infec¢cbes
Infeccéo 12 Reinfeccéo 22 Reinfecc¢éao
Apenas Primonfectado 1 (AP1) Tcl (P209) - -
Apenas Primonfectado 2 (AP2) Tell (IVV) - -
Reinfectado 1 (RE1) Tcl (P209) Tell (IVV) Tcl (P209)
Reinfectado 2 (RE2) Tcll (IVV) Tcl (P209) Tcll (IVV)

Camundongos Swiss (n=30)

IP
NI Infectados Reinfectados
(n=6) (n=12) (n=12)
P 209 (AP1) IVV (AP2) P209/IVV/P209 (RE1) IVVIP209/IVV (RE2)
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Figura 1: Delineamento Experimental dos grupos infectados/reinfectados pelos clones P209 e
IVV do T. cruzi: NI (ndo infectado); AP1 (infectado apenas uma vez pelo clone P209); AP2
(infectado apenas uma vez pelo clone 1VV); RE1l (primoinfectado pelo clone P209 e
posteriormente reinfectado alternadamente: 1VV/P209); RE2 primoinfectado pelo clone IVV e
posteriormente reinfectado alternadamente: P209/1VV).

Dias
0 46° dia 87° dia 155° dia
Infeccéo Inicial 12 Reinfecgédo 22 Reinfecgéo Eutanasia

Figura 2: Cronograma de inoculagfes
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3.4 - Taxa de mortalidade

Os animais foram acompanhados diariamente a partir do primeiro dia de
in6culo até 155 dias apdés a primeira infeccdo. A taxa de mortalidade foi
calculada considerando a mortalidade cumulativa no periodo avaliado e

expressa em porcentagem.

3.5 - Exames parasitolégicos

Os animais submetidos a infecc¢Oes/reinfeccdes tiveram as curvas de
parasitemias determinadas, a partir da contagem diaria iniciada no quinto dia
apos cada in6culo até a negativacdo dos exames por cinco dias consecutivos.
Para tal, foram obtidas amostras de sangue coletadas da cauda de cada

animal, sendo a contagem feita conforme padronizado por Brener (1962).

A curva de parasitemia foi plotada utilizando a média diaria de parasitemia
dos animais. Foi realizada a média dos valores encontrados para cada animal,
para determinar o valor de cada grupo. Os parametros periodo patente (PP),
pico maximo de parasitemia (PM) e dia do pico maximo de parasitemia (DPM)

foram também determinados.

3.6 - Imunofenotipagem do sangue periférico

Dentre os parametros imunolégicos, foi realizada a caracterizacdo do
perfil fenotipico das células do sangue periférico, coletado do plexo orbital dos
animais. Em tubos de poliestireno 12x75mm, foi adicionado 2uL do anticorpo
monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de interesse
conjugado com fluorocromo (Tabela 2). Para cada tubo com anticorpo
monoclonal, foram adicionadas aliquotas de 25uL de sangue periférico total
coletado em EDTA. Ap6s homogeneizagdo, em vortex, as preparagdes foram
incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em
seguida, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos, utilizando 2mL de
solucdo de lise diluida 10 vezes em agua destilada. Posteriormente a nova

homogeneizacdo em vortex, as preparacdes foram incubadas por 10 minutos a
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temperatura ambiente e entdo submetidas a centrifugacdo (1300rpm, 7 minutos
a 18°C). O sobrenadante foi descartado e os leucdcitos lavados com 3 mL de
PBS (pH7,4), empregando-se as mesmas condicdes de centrifugacao
anteriormente citadas. Numa etapa final, os leucocitos foram fixados com
200uL de solucéo fixadora (10g/L de paraformaldeido, 1 % de cacodilato de
sédio, 6,67g/L de cloreto de sédio, pH 7,2). Ap6s um periodo de pelo menos 15
minutos a 4°C, os parametros fenotipicos e morfométricos das células
presentes em cada tubo foram determinados no citbmetro de fluxo
(FACScalibur® — Becton Dickinson). O programa CELLQuest® foi utilizado
para a aquisicdo de dados e o programa o FlowJo® para a anélise dos
resultados empregando diferentes estratégias.

Tabela 2: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para anélise de
populacdes celulares.

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Clone Fendtipo alvo no estudo
Anti-CD4 FITC Caltag RM4-5 Linfécitos T auxiliaries
Anti-CD8 FITC Caltag 5H10 Linfocitos T citotdxicos

Anti-CD49b FITC Pharmingen DX5 Células NK

Anti-Mac-3 FITC Pharmingen M3/84 Mondécitos/Macréfagos

Anti-lgG2a FITC Caltag - Controle de isotipo

3.7 - Andlises histoldgicas

Os fragmentos de coracdo e musculo esquelético (coletados no dia da
necropsia dos animais) fixados em formol foram processados rotineiramente e
posteriormente incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram submetidos
a microtomia para a obtencdo de cortes com espessura de 4 um. Foram
confeccionadas duas laminas tanto do coracdo quanto do musculo esquelético,
sendo a primeira submetida a coloracdo pelo método de Hematoxilina-Eosina
(H&E) para quantificacdo do processo inflamatério e a segunda submetida a
coloracdo de Tricromico de Masson para a quantificacdo da area de colageno
no tecido (determinacgéo da fibrose).
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3.7.1 - Coloracéo de H&E

As laminas contendo os cortes dos tecidos do coracdo e do musculo
esquelético foram desparafinizadas em duas trocas de xilol, hidratados em
concentracfes decrescentes de alcool etilico (100, 90, 80 e 70%) e entéo
lavados em agua corrente. Em seguida, foram corados pela Hematoxilina, por
10 minutos e lavados, para retirada do excesso do corante. Os cortes foram
diferenciados em alcool acidulado (200 mL de &lcool absoluto e 10 gotas de
acido cloridrico) e outra vez lavado em agua corrente para evitar excesso de
acidificacado. Posteriormente, foram corados pela Eosina por 30 segundos.
ApOGs a ultima lavagem, eles foram desidratados, em dois banhos de &lcool
absoluto e levados a estufa a 56°C para secagem e montados com laminula e

Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).

3.7.2 - Coloragéo de Tricromico de Masson

Para analise da deposicdo de colageno e determinacéo da fibrose, cortes
histoldgicos do coracdo e do musculo esquelético foram corados pela técnica
de tricromico de Masson. Apés desparafinizacao e hidratagdo dos cortes, estes
foram corados com hematoxilina por 2 min, lavados em agua corrente e
corados durante 5min pela solucdo nimero 1 (90mL Sudam 1% em solucéo
alcodlica, 10mL fucsina acida 1% em solucdo aquosa e 1mL de &cido acético
glacial). Em seguida, foram lavados em agua corrente, corados durante 10min
pela solucdo numero 2 (2,5g acido fosfotlngstico, 2,5g acido fosfomolibdico em
100mL de agua destilada) e novamente lavados. Em seguida foram corados
por 5min pela solucdo numero 3 (2,59 azul de anilina, 2mL de acido acético
glacial em 100mL agua destilada), lavados e submetidos a solucdo de agua
acética 10% durante 5min. Realizado o ultimo processo de lavagem, os cortes
foram desidratados, secos em estufa (56°C) e montados em laminas com

auxilio de entellan (Merck, Darmstadt, Germany).
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3.7.3 — Morfometria

Para as analises quantitativas, as imagens visualizadas pela objetiva 40x
foram digitalizadas através do microscopio Leica DM5000B com uma
microcaméra acoplada. Todas as imagens foram analisadas pelo software
Leica QwinV3 no Laboratério de Multiusuarios do Nucleo de Pesquisas em

Ciéncias Biologicas da UFOP.

Para avaliacdo do processo inflamatorio, as células foram quantificadas,
sendo analisados 20 campos aleatdrios em cada lamina (&rea total percorrida
igual a 1,5 x 10°um?). O infiltrado inflamatério foi determinado pela diferenca
entre o niumero células presentes nos animais infectados/reinfectados pelo T.
cruzi e o valor observado nos animais nao infectados + desvio padréo (Caliari,
1997; Maltos et al., 2004). Para a avaliacdo da fibrose, 30 imagens aleatérias
foram capturadas e utilizando a funcdo de segmentacao de imagens, todos os
pixels com tons azuis foram selecionados para a criacdo de uma imagem
binaria e posterior calculo da area total ocupada por fibrose nos camundongos

infectados e pelo tecido conjuntivo fibroso normal nos camundongos controle.

3.8 - Andlises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do
software GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA). Foi realizado o
teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar se os dados eram paramétricos ou

nao-paramétricos.

Para comparacao longitudinal foi realizada analise de variancia (ANOVA
one-way), seguido pelo teste de comparacdes mdultiplas, o teste de Tukey. Para
a andlise da area sobre a curva de parasitemia foi utilizado teste T de Student
pareado. As analises de correlagcdo foram executadas através do teste de

Pearson.

Foram consideradas significativas as diferencas entre médias com valores
de p<0,05.
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4.1 - Curvas de Parasitemia

As curvas de parasitemia obtidas em camundongos Swiss
infectados/reinfectados com os clones P209 (Tcl) e IVV (Tcll) do T. cruzi estao

representadas nas Figuras 3 e 4.

Nos animais infectados/reinfectados pelo clone P209 (Grupos APl e
RE1), observou-se periodo pré-patente médio de cinco dias, sendo o pico de
parasitemia no 24° dia p6s-infeccao (5,1x10° parasitos/0,1mL de sangue para o
Grupo AP1 e 8,6x10° parasitos/0,1mL de sangue para o Grupo RE1). No grupo
AP1 houve uma diminuicdo gradativa da parasitemia em torno do 35° dia,
tornando-se sub-patente 109 dias apdés a inoculacdo dos parasitos. Nos
animais do grupo RE1, a parasitemia caiu gradativamente a partir do 55° dia e
tornou-se subpatente no 83° dia apds a primoinfeccdo. Observou-se o
prolongamento da parasitemia do grupo reinfectado (RE1) em relacdo ao grupo

apenas primoinfectado (AP1) pelo clone P209 (Figura 3).
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Figura 3: Curvas de parasitemia observadas em camundongos Swiss infectados/reinfectados com 5.000 tripomastigotas sanguineos dos diferentes clones
do T. cruzi. A) Animais apenas primoinfectados com o clone P209 (AP1); B) Animais primoinfectados pelo clone P209 e posteriormente reinfectados

alternadamente (IVV/P209) (RE1). As setas indicam os eventos de reinfec¢éo.

Os animais infectados/reinfectados com o clone IVV (Grupos AP2 e RE2) apresentaram um periodo pré-patente médio de
cinco dias, sendo o pico de parasitemia em torno do 27° dia apés a infeccéo (3,1x10° parasitos/0,1mL de sangue para o grupo AP2
e 4,1x10° parasitos/0,1mL de sangue para 0 grupo RE2). Observou-se que o pico de parasitemia destes grupos foi
significativamente maior do que o observado entre os animais primoinfectados pelo clone P209. A partir do 30° dia a parasitemia
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diminuiu gradativamente, tornando-se subpatente ap6s o 54° dia para o grupo AP2. No grupo RE2 a parasitemia diminuiu a partir

do 41° dia e se manteve patente até o 94° dia apos o primeiro indculo (Figura 4).
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Figura 4: Curvas de parasitemia observadas em camundongos Swiss inoculados com 5.000 tripomastigotas sanguineos dos diferentes clones do
Trypanosma cruzi. A) Animais apenas primoinfectados com o clone IVV (AP2); B) Animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente reinfectados

alternadamente (P209/IVV) (RE2). As setas indicam os eventos de reinfeccéo.
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4.2 — Taxa de mortalidade

A taxa de mortalidade foi nula entre os animais infectados/reinfectados
com o clone IVV. Entretanto, entre os animais inoculados com o clone P209
observou-se mortalidade de 33,3% no grupo AP1 e de 16,6% nos animais do

grupo RE1 (Figura 5).
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Figura 5: Taxa de mortalidade de camundongos Swiss infectados/reinfectados com
diferentes clones do Trypanosma cruzi: Animais ndo infectados (NI); Animais apenas
infectados pelo clone P209 (AP1); Animais apenas infectados pelo clone IVV (AP2); Animais
primoinfectados pelo clone P209 e posteriormente reinfectados alternadamente (1VV/P209)
(RE1); Animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente reinfectados
alternadamente (P209/1VV) (RE2).
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4.3 - Imunofenotipagem do sangue periférico

4.3.1 - Células NK e mondcitos:

O efeito da infeccéo/reinfeccédo por diferentes clones do T. cruzi sobre a
resposta imune inata foi avaliado a partir de uma analise fenotipica das células
NK e Mondcitos (Mac-3") no sangue periférico dos camundongos pertencentes

aos diferentes grupos.

Observou-se que néo houve diferenca no percentual de células NK entre
0S grupos experimentais (infectados/reinfectados). No entanto, a primoinfeccéo
pelo clone P209 (grupos AP1 e RE1) proporcionou uma maior porcentagem de
mondcitos (p<0,05) em relagdo ao grupo infectado apenas uma vez pelo clone
P209 (AP2). Os animais do grupo RE1l também apresentaram uma maior
porcentagem de mondcitos quando comparados aos grupos controle (NI) e

RE2 (Figura 6).
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Figura 6: Percentual médio de células NK (CD49b") e Mondcitos (Mac-3") no sangue periférico
dos camundongos infectados/reinfectados por diferentes clones do T. cruzi 155 apés o primeiro
in6culo. Grupo néo infectado (NI); Grupo infectado apenas com o clone P209 (AP1); Grupo
infectado apenas com o clone IVV (AP2); Grupo primoinfectado pelo clone P209 e
posteriormente reinfectado alternadamente: 1IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado pelo clone
IVV e posteriormente reinfectado alternadamente: P209/IVV (RE2). Os valores foram

expressos como média + desvio padréo.
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4.3.2 - Células CD4" e CDS8"

Para caracterizar a influéncia da infeccéo/reinfeccéo por diferentes clones
do T. cruzi sobre a resposta imune adquirida foi realizada uma analise
fenotipica das células CD4" e CD8" no sangue periférico dos camundongos

dos diferentes grupos experimentais.

A infeccdo pelo clone IVV (grupos AP2 e RE2) promoveu significativa
reducdo no percentual de linfécitos TCD4" em relagdo aos animais do grupo
controle ndo infectado (NI) (p<0,05). Nao houve diferengca na porcentagem de
linfocitos TCD8™ entre os grupos estudados (Figura 7).
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Figura 7: Percentual médio de células CD4" (Linfécitos TCD4") e CD8" (Linfécitos TCD8") no
sangue periférico dos camundongos infectados/reinfectados por diferentes clones do T. cruzi
155 apés o primeiro indculo. Grupo nao infectado (NI); Grupo infectado apenas com o clone
P209 (AP1); Grupo infectado apenas com o clone IVV (AP2); Grupo primoinfectado pelo clone
P209 e posteriormente reinfectado alternadamente: IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado
pelo clone IVV e posteriormente reinfectado alternadamente: P209/IVV (RE2). Diferencas
significativas (p<0.05) entre os grupos estdo representadas pelas linhas conectoras. Os
valores foram expressos como média * desvio padrao.

4.4 - Alteracbes Histopatolégicas nos musculos cardiaco e
esquelético

4.4.1 - Quantificacdo do processo inflamatério

Foi observada a presencga de infiltrado inflamatério no coragéo de todos
os animais infectados. Entretanto, nos animais primoinfectados pelo clone IVV
(grupos AP2 e RE?2) foi detectado um numero significativamente maior células
em relacdo aos animais do grupo controle ndo infectado (NI). O grupo RE2

também apresentou uma maior quantidade de infiltrado em relagcdo ao grupo
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RE1, assim como os animais infectados uma unica vez pelo clone IVV (AP2)
apresentaram um maior numero de células em relagdo ao grupo infectado uma

Unica vez pelo clone P209 (AP1) (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo de células presentes no musculo cardiaco de camundongos
inoculados com diferentes clones do T. cruzi avaliados na fase crénica da infec¢do. Grupo nédo
infectado (NI); Grupo infectado apenas com o clone P209 (AP1); Grupo infectado apenas com
o clone IVV (AP2); Grupo primoinfectado pelo clone P209 e posteriormente reinfectado
alternadamente: IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado pelo clone IVV e posteriormente
reinfectado alternadamente: P209/IVV (RE2). Diferencgas significativas (p<0.05) entre os grupos
estdo representadas pelas linhas conectoras. Os valores foram expressos como média *
desvio padrdo dos camundongos de cada grupo. A linha tracejada representa o nimero meédio
de ndcleos celulares quantificados em cortes histoldgicos cardiacos de animais nao infectados.
(74588,6um2 = campo microscopico)

Também foi observado processo inflamatério no masculo esquelético dos
animais infectados. Os animais primoinfectados pelo clone IVV (grupos AP2 e
RE2) e infectados uma Unica vez pelo clone P209 (AP1) apresentaram um
namero significativamente maior de células em relacdo aos animais do grupo
controle ndo infectado (NI). O grupo RE2 também apresentou uma maior

quantidade células em relacdo ao grupo RE1 (Figura 9).
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Figura 9: Quantificagdo de células presentes no musculo esquelético de camundongos
inoculados com diferentes clones do T. cruzi avaliados na fase cronica da infeccdo. Grupo nao
infectado (NI); Grupo infectado apenas com o clone P209 (AP1); Grupo infectado apenas com
o clone IVV (AP2); Grupo primoinfectado pelo clone P209 e posteriormente reinfectado
alternadamente: IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado pelo clone IVV e posteriormente
reinfectado alternadamente: P209/IVV (RE2). Diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos
estdo representadas pelas linhas conectoras. Os valores foram expressos como média *
desvio padrdo dos camundongos de cada grupo. A linha tracejada representa o nimero médio
de nucleos celulares quantificados em cortes histoldgicos do musculo esquelético de animais
nao infectados. (74588,6mm2 = campo microscopico)

Em todos o0s animais infectados, o infiltrado inflamatério foi
predominantemente constituido de células mononucleadas (Figura 10 e Figura

11), sendo a maioria com morfologia de linfocitos.
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Figura 10 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos do coracdo de camundongos infectados/reinfectados por diferentes clones do Trypanosoma cruzi. A) aspecto
histolégico cardiaco normal em animais ndo-infectados (NI); B) infiltrado inflamatério discreto em animais apenas primoinfectados pelo clone P209 (AP1); C)
infiltrado inflamatério intenso em animais apenas primoinfectados pelo clone IVV (AP2); D) infiltrado inflamatério discreto em animais primoinfectados pelo clone
P209 e posteriormente reinfectados alternadamente (RE1); E) infiltrado inflamatoério intenso em animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente
reinfectados alternadamente (RE2). Hematoxilina-Eosina. Barra=50pum.
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Figura 11 — Fotomicrografias de cortes histolégicos do musculo esquelético de camundongos infectados/reinfectados por diferentes clones do Trypanosoma cruzi.
A) aspecto histolégico normal em animais nao-infectados (NI); B) infiltrado inflamatério discreto em animais apenas primoinfectados pelo clone P209 (AP1); C)
infiltrado inflamatério moderado em animais apenas primoinfectados pelo clone IVV (AP2); D) infiltrado inflamatério discreto em animais primoinfectados pelo
clone P209 e posteriormente reinfectados alternadamente (RE1); E) infiltrado inflamatério moderado em animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente
reinfectados alternadamente (RE2). Hematoxilina-Eosina. Barra=50um.
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4.4.2 — Determinacdao da fibrose

Com o objetivo de investigar a influéncia da infeccao/reinfeccdo por
diferentes clones do T. cruzi no processo de fibrose do masculo cardiaco e do
musculo esquelético durante a fase crénica da infeccao, foi realizada coloracdo
com Tricrdbmico de Masson e posterior calculo da é&rea total ocupada por
coldgeno (Figuras 12 e 13).

A partir da anéalise morfométrica observou-se presenca de fibrose no
muasculo cardiaco dos animais do grupo primoinfectado pelo clone IVV e
posteriormente reinfectados alternadamente (RE2) em relacdo a todos os

outros grupos testados (Figura 12).
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Figura 12: Quantificacdo da fibrose no musculo cardiaco de camundongos inoculados com
diferentes clones do T. cruzi e avaliados na fase cronica da infecgdo. Grupo néo infectado (NI);
Grupo infectado apenas com o clone P209 (AP1); Grupo infectado apenas com o clone IVV
(AP2); Grupo primoinfectado pelo clone P209 e posteriormente reinfectado alternadamente:
IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado pelo clone IVV e posteriormente reinfectado
alternadamente: P209/IVV (REZ2). Diferengas significativas (p<0.05) entre os grupos estdo
representadas pelas linhas conectoras. Os valores foram expressos como média + desvio
padrdo dos camundongos de cada grupo. A linha tracejada representa o valor médio da area
de deposicdo de colageno quantificado em cortes histolégicos cardiacos de animais nao
infectados.

Através das analises realizadas a partir do fragmento do musculo
esquelético constatou-se que o0s animais do grupo RE2 novamente

apresentaram maior area de fibrose em relacdo aos demais grupos. Também
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verificou-se maior area de fibrose no grupo RE1 em relacdo ao grupo AP2
(Figura 13).
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Figura 13: Quantificacdo da fibrose no musculo esquelético de camundongos infectados por
diferentes clones do T. cruzi e avaliados na fase cronica da infec¢do. Grupo néo infectado (NI);
Grupo infectado apenas com o clone P209 (AP1); Grupo infectado apenas com o clone IVV
(AP2); Grupo primoinfectado pelo clone P209 e posteriormente reinfectado alternadamente:
IVV/P209 (RE1); Grupo primoinfectado pelo clone IVV e posteriormente reinfectado
alternadamente: P209/IVV (REZ2). Diferengas significativas (p<0.05) entre os grupos estédo
representadas pelas linhas conectoras. Os valores foram expressos como média £ desvio
padrdo dos camundongos de cada grupo. A linha tracejada representa o valor médio da area
de deposicado de colageno quantificado em cortes histologicos do musculo esquelético de
animais ndo infectados.
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Figura 14: Fotomicrografias ilustrativas de cortes histolégicos do coracdo de camundongos Swiss infectados por diferentes clones do Trypanosoma cruzi. A)
Animais nao infectados (NI) apresentando aspecto histoldgico cardiaco normal; B) Animais infectados apenas com o clone P209 (AP1) apresentando aspecto
histolégico cardiaco normal; C) Animais apenas infectados pelo clone IVV (AP2) apresentando aspecto histolégico cardiaco normal; D) Animais primoinfectados
com o clone P209 e posteriormente reinfectado alternadamente (RE1) apresentando aspecto histologico cardiaco normal; E) Animais primoinfectados com o clone
IVV e posteriormente reinfectados alternadamente (RE2) apresentando area de colageno no musculo cardiaco. Tricromico de Masson. Barra=50um.
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Figura 15: Fotomicrografias ilustrativas de cortes histoldgicos do musculo esquelético de camundongos Swiss infectados por diferentes clones do T. cruzi. A)
Animais ndo infectados (NI) apresentando aspecto histolégico normal; B) Animais infectados apenas com o clone P209 (AP1) apresentando aspeci E
histolégico normal; C) Animais apenas infectados pelo clone IVV (AP2) apresentando aspecto histolégico normal; D) Animais primoinfectados com o clone
P209 e posteriormente reinfectado alternadamente (RE1) apresentando area de fibrose; E) Animais primoinfectados com o clone IVV e posteriormente
reinfectados alternadamente (RE2) apresentando area de fibrose no misculo esquelético. Tricrbmico de Masson. Barra=50um
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4.5 - Correlacgo entre células TCD8" e a inflamacéo

Foram realizadas andlises estatisticas a fim de detectar possiveis
correlacdes entre os dados encontrados a partir das andlises histolégicas e da
imunofenotipagem do sangue periférico, dos diferentes grupos testados. No
entanto somente foi encontrada uma correlagdo, positiva, entre a porcentagem
de Linfocitos TCD8" e a area do infiltrado inflamat6rio no musculo cardiaco dos
animais do primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente reinfectados

alternadamente (grupo RE2) (Figura 16).
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Figura 16 — Correlagdo entre a porcentagem de Linfocitos TCD8" e o numero de células
encontrados no musculo cardiaco dos animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente
reinfectados alternadamente (RE2).
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A grande variabilidade na severidade dos sintomas da doenca de Chagas
pode estar relacionada a inumeros fatores, dentre eles: cepa do parasito
(Montamant et al., 1996; Vago et al., 2000), carga parasitaria (Fernandez et
al.,1996), imunidade do hospedeiro (Kbéberle, 1968) e possiveis eventos de
reinfeccdo. Varios estudos tém investigado este aspecto, tanto na infeccao
humana quanto na experimental (Chagas, 1909; Chagas, 1932; Prata, 1959;
Dias, 1963; Andrade et al, 1968; ; Macedo, 1976; Coura et al., 1984; Dias,
1985; Davila et al., 1987; Revelli et al.,1990; Lauria-Pires e Teixeira, 1997;
Machado et al., 2001; Andrade et al., 2006), no entanto este assunto ainda nao
esta totalmente esclarecido, pois os resultados encontrados se mostram

controversos.

Desde os estudos iniciais sobre as manifestacdes clinicas em individuos
na fase crbnica da infeccdo chagésica, residentes em areas endémicas, era
ressaltada a importancia das reinfeccbes como fator de manutengcdo do
parasitismo e agravamento das lesdes cardiacas (Chagas, 1909). Avaliacdes
temporais realizadas por Dias em Bambui (MG), e Macedo em Sé&o Felipe (BA)
(Dias, 1963; Macedo, 1976), comparando a incidéncia de cardiopatia chagasica
grave em areas onde o vetor foi eliminado, confirmaram a importancia das

reinfeccdes na doencga de Chagas.

A transmissdo do T. cruzi nas areas endémicas estd diretamente
relacionada com a densidade e com o indice de triatomineos infectados no
intradomicilio, bem como com a espécie presente. Assim, individuos que
permanecem por longos periodos em areas endémicas, estdo expostos a
reinfeccdes, que podem ocorrer tanto por cepas homologas (perfis genéticos
semelhantes), quanto por cepas heterdlogas (distintos perfis genéticos), do
parasito. A ocorréncia de infeccdes mistas em um mesmo hospedeiro,
vertebrado ou invertebrado, ja foi demonstrada em situagBes naturais
(Romanha, 1982; Vago et al.,, 2000; Mantilla et al., 2010), sugerindo a
possibilidade da reinfeccdo humana pelo T.cruzi e evidenciando a importancia

desta no contexto da patogenia e da epidemiologia da doenca de Chagas.

Neste trabalho no qual, em parte, tentamos reproduzir estas condicoes,
procedemos a investigacdo da possivel influéncia das reinfec¢cdes por dois

diferentes clones do T. cruzi, denominados P209 e IVV, pertencentes a
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diferentes grupos genéticos Tcl e Tcll, respectivamente, em camundongos da

linhagem Swiss.

Os quatro meses de acompanhamento dos animais durante a fase
cronica foram suficientes para revelar alteragcdes nos perfis das curvas de
parasitemia. Os niveis parasitémicos foram maiores entre 0s animais
inicialmente inoculados com o clone IVV (grupos AP2 e RE2), e 0s animais
expostos a reinfeccdo (RE1 e RE2) apresentaram prolongamento da
parasitemia e nao apresentaram niveis de parasitémicos tdo altos, como os
caracteristicos de fase aguda. Brumpt (1913) foi o primeiro pesquisador a
demonstrar que animais sobreviventes a fase aguda da infec¢cdo chagasica
adquiriam forte resisténcia a uma segunda infeccdo. Em estudos
experimentais, diferentes autores tém estudado a influéncia das reinfeccoes, e
0s resultados, assim como 0s encontrados no presente estudo, apontam para o
desenvolvimento de resisténcia apds um primeiro indculo (Brumpt, 1913;
Brener, 1967; Andrade et al., 1970). Esta protecdo evitaria um processo de
reagudizacdo com altos niveis de parasitemia, como demonstrado por Andrade
e colaboradores (Andrade et al, 1968). No entanto, como também ja relatado
por outros autores, essa resisténcia é apenas parcial, com prolongamento da
parasitemia, propiciando desta forma a manutencdo dos parasitos circulantes.
Assim, podemos inferir que as reinfeccfes possuem grande importancia na
epidemiologia da doenca de Chagas, uma vez que 0 prolongamento da
parasitemia com manutencdo de parasitos circulantes levaria, em areas com
triatomineos intradomiciliares, a um aumento da possibilidade de ingestdo do

parasito pelos vetores e, consequentemente, dos indices de infeccéo.

Foi observada taxa de mortalidade apenas entre os animais inicialmente
infectados pelo clone P209, independente do grupo experimental, cujas taxas
foram de 33,3% e de 16,6% - grupos AP1 e RE1, respectivamente. Os dados
agui apresentados corroboram resultados ja publicados de outros autores que
também ndo observaram aumento da mortalidade entre animais que foram
experimentalmente reinfectados (Lauria-Pires e Teixeira, 1997). Ainda
considerando este critério de avaliagcdo, confirmamos que populacdes do
parasito que apresentam caracteristicas genéticas e fenotipicas distintas, tem

fundamental importancia no decorrer da infec¢do. Tal observacdo € possivel,
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pois ndo foi constatado aumento na taxa de mortalidade entre os animais que
foram reinfectados em comparacdo com o respectivo grupo de animais apenas
primoinfectados. Animais reinfectados podem apresentar uma “memoria
imunoldgica” que seria responsavel pela eliminagdo da maior parte dos
parasitos logo no local da infec¢cdo (Gomez e Garcia et al., 2005), diminuindo
assim a taxa de mortalidade entre os animais destes grupos. Uma vez que foi
observada relacao direta entre a mortalidade e cepa inicialmente inoculada, e
ndo com as reinfeccbes, confirmamos, sob este aspecto, a afirmativa de
Kdberle (1956), de que o “destino do chagasico se define na fase aguda”.
Juntamente com outros fatores como carga parasitaria, viruléncia da cepa e
resposta imune do hospedeiro, o in6culo inicial influencia diretamente no

decorrer da infeccdo (Andrade et. al., 1968).

O T. cruzi é capaz de penetrar em uma grande variedade de células do
hospedeiro vertebrado, sendo que o0 sucesso de sua penetragdo e
sobrevivéncia no interior destas células depende de diversas moléculas
presentes na superficie celular e, até mesmo do proprio parasito, que sdo
essenciais no processo de infeccdo (Andrade e Andrews, 2005). Essas
moléculas sdo capazes de estimular a resposta imune inata do hospedeiro
(Gazzinelli e Denkers, 2006), sendo esta primeira resposta frente ao contato
com o parasito fundamental para o controle do parasitismo, bem como para a
orientacdo da resposta imune adaptativa, ativada logo a seguir. Este fato
justifica as analises de parametros imunolégicos e histopatolégicos
desenvolvidos ao longo deste estudo.

Foi proposta a avaliacdo da resposta imune através da identificacdo de
populacdes celulares presentes no sangue dos animais. Nesse sentido, foi
realizada a imunofenotipagem das células mononucleares do sangue periférico
(mondcitos, células NK, linfécitos TCD4" e TCD8") a fim de avaliar possiveis
alteracdes, causadas pela infeccdo e/ou reinfeccéo por diferentes clones do T.

cruzi.

Os macréfagos e as células NK sdo provavelmente as células mais
importantes na protecao inicial contra o T. cruzi (Rottenberg et al., 1988). Os
macrofagos possuem grande importancia durante a fase inicial da infeccao

chagésica. Eles podem ser classificados em dois tipos: M1, caracterizados pela
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expressdo de citocinas proé-inflamatérias como IFN-y e TNF-a, e M2 0s quais
sao identificados pela expressdo de outras citocinas como a IL-4e alL-13
(Movahedi et al., 2010). Os macréfagos M1 sédo potentes células efetoras que
apresentam antigenos e produzem grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatorias (Verreck et al., 2004; Biswas et al., 2006). J& os macrofagos do
tipo M2 possuem pouca capacidade de apresentar antigenos, no entanto sédo
mais bem adaptados a eliminacdo de restos celulares, promocao da
angiogénese e reparacdo e remodelacdo de tecidos danificados, através do

processo de fibrose (Mantovani, 2004).

A primoinfeccdo pelo clone P209 (grupos AP1 e RE1) proporcionou um
aumento significativo no percentual de mondécitos circulantes em relacdo aos
demais grupos, resultado que reflete nos baixos niveis de parasitemia e na
menor quantidade de infiltrado inflamatério apresentado por estes animais.
Também néo foi constatada fibrose no musculo cardiaco dos animais destes
grupos, sendo, uma possivel explicacdo, o fato de que os macrofagos que
estariam migrando para o foco inflamatério presente no coracdo estariam se
diferenciando no tipo M1, que n&o induzem reparo tecidual, e deste modo néo
desencadeiam o processo fibrotico (Movahedi et al., 2010).

As células Natural killer (NK) sdo as primeiras a atuarem na resposta
imune inata. Elas possuem mecanismos semelhantes aos dos linfécitos T
citotoxicos (Lieberman, 2003), sendo responsaveis pela producdo de IFN-y,
citocina que ira promover a estimulagdo da atividade microbicida dos
macrofagos. Ao investigarmos o perfil fenotipico destas células no sangue
periférico dos animais ndo foi constatada diferenca no percentual de células
entre os diferentes grupos. Andlises do perfil fenotipico de linfécitos no sangue
periférico de humanos com doenca de Chagas aguda indicam que as células
NK séo ativadas pelo T. cruzi anteriormente ao desenvolvimento da imunidade
celular (Sathler-Avelar et al.,2003). Como as analises do presente estudo foram
realizadas na fase crénica, a producdo de IFN-y pelas células NK j& n&do seria
tdo importante, pois os linfocitos T sdo capazes de produzir maior quantidade

desta citocina neste estagio da infeccéo.

A importancia dos linfocitos TCD4" e TCD8" no controle da infeccdo pelo

T. cruzi tem sido demonstrada tanto em infeccbes humanas quanto
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experimentais (Rosemberg et al., 1992; Silva et al., 1999; Tarleton et al., 1996).
Considerando que a infeccédo pelo T. cruzi também pode promover alteracdes
na resposta imune adaptativa, como a ativacdo policlonal de linfocitos,
producdo de auto-anticorpos e danos no musculo cardiaco do hospedeiro
(Petry e Eisen, 1989; Sun e Tarleton, 1993), foi realizada a analise fenotipica

dos linfécitos CD4" e CD8" no sangue periférico dos camundongos.

Observou-se uma reducdo no percentual de linfécitos TCD4" nos animais
dos grupos que foram inicialmente infectados pelo clone IVV (grupos AP2 e
RE2), em relacdo ao grupo de animais ndo infectado (NI). Independente do
modelo experimental utilizado em estudos sobre a infec¢do chagésica, a
resposta inflamatéria desencadeada pela infeccdo do tecido, envolve o
recrutamento coordenado de componentes do sangue para o local (Franco et
al., 2003). Provavelmente, a primoinfec¢ao pelo clone IVV desencadeou um
intenso recrutamento das células TCD4" para os focos inflamatdrios, tanto do
coracdo quanto do musculo esquelético, onde estariam concentradas. Uma
segunda hipotese € que a infeccdo por este clone ocasionaria uma deplecéo
nos o6rgdos linfoides dessa populacdo celular, pois ja foi demonstrado por
outros autores que durante a infeccdo pelo T. cruzi pode ocorrer a apoptose
dessas células no baco (de Meis et al., 2009). E importante ressaltar que 0s
animais destes grupos também apresentaram menores niveis de parasitemia e

taxa de mortalidade nula.

N&o houve alteracdo na porcentagem de linfocitos TCD8", células
cruciais para o controle do T. cruzi durante a fase aguda da infeccdo (Padilla et
al. 2009), em nenhum dos grupos experimentais. Na fase cronica, a
predominancia destas células no infiltrado inflamatério cardiaco aponta que
elas podem estar envolvidas na formacéo de lesdes cardiacas (Silverio et al.,
2012). Observou-se uma correlacdo positiva entre a porcentagem de células
TCD8" e a quantidade de infiltrado inflamatério no musculo cardiaco dos
animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente reinfectados (RE2). A
partir deste resultado podemos inferir que estas células estdo diretamente
envolvidas na formacéo das lesbes ocasionadas pela inflamacéo neste tecido
(Silverio et al., 2012).
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A partir das analises histologicas observou-se que 0s animais
primoinfectados pelo clone IVV (AP2 e RE2) apresentaram infiltrado
inflamatoério em relacdo aos animais do grupo controle ndo infectado (NI), tanto
no coracdo quanto no musculo esquelético. Como ja mencionado
anteriormente, em conjunto com o0s resultados obtidos a partir da
imunofenotipagem, os dados do perfil inflamatorio sugerem uma queda no
percentual de células CD4" no sangue periférico dos animais primoinfectados
pelo clone IVV (AP2 e RE2), devido ao recrutamento destas para o local da
inflamacé&o nos tecidos cardiaco e esquelético. De acordo com os resultados
encontrados por Andrade e colaboradores (1968), que mostram que ndo ha
diferencga entre o grau da reacdo inflamatéria entre os animais inoculados uma
Gnica vez ou reinoculados, ndo foi constatado no presente estudo a
intensificacdo do infiltrado inflamatdério em animais que passaram por
reinfeccdes alternadas em comparagdo com 0S grupos que sofreram apenas

uma infecgéo.

Diversos autores sugerem que individuos que habitam areas endémicas
para doenca de Chagas por um prolongado periodo de tempo podem estar
sujeitos a reinfeccbes pelo T. cruzi, provavelmente agravando o processo
patolégico da doenca (Dias, 1963; Avila et al., 1987). No entanto, evidéncias
gue suportam esta teoria tém sido bastante controversas. Reinfeccfes em
camundongos e em ratos, por exemplo, podem néo levar ao desenvolvimento
de lesdes patoldgicas mais severas (Andrade et al., 1968; Revelli et al., 1990;
Lauria-Pires e Teixeira, 1997). Em hamsters, a reinfec¢cdo parece ser um dos
fatores que influenciam no desenvolvimento do processo inflamatério, embora
ele ndo seja um fator determinante, pois 0os animais infectados uma ou duas
vezes podem apresentar lesbes moderadas e severas enquanto animais
reinfectados cinco vezes podem apresentar lesées mais leves (Cabrine-Santos
et al.,, 2001). Em caes, a reinoculagéo do T. cruzi ndo alterou a evolugéo dos
danos cardiacos, sendo que estes permaneceram na fase indeterminada
durante todo o experimento (Machado et al., 2001). Em conjunto estes
resultados demonstram a variabilidade entre os resultados histopatologicos

encontrados a partir de experimentos de reinfecgao.
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Também foi realizada a analise de deposicédo de colageno no coracédo e
musculo esquelético com a finalidade de quantificar a fibrose. A fibrose
reparativa € um processo consequente da persistente inflamacgéo presente no

tecido.

Apesar de ainda apresentarem intenso infiltrado inflamatorio, os animais
reinfectados pelo clone IVV (grupo REZ2), apresentaram maior é&rea de
deposicdo de colageno, tanto no musculo cardiaco quanto no musculo
esquelético, quando comparados aos demais grupos experimentais. No
musculo cardiaco também foi observada maior area de fibrose nos animais
infectados uma Unica vez pelo clone IVV (grupo AP2) em relacdo ao grupo
infectado uma Unica vez por P209 (AP1). O aumento na fibrose pode estar
diretamente relacionado com uma reacao inflamatéria composta principalmente
por células T e macréfagos. As células inflamatérias poderiam promover a
fibrose pela liberacdo de citocinas que ativam os fibroblastos (Rossi, 1998).
Apesar de terem apresentado menor nimero de mondcitos e uma diminuicdo
no namero de linfocitos TCD4" no sangue periférico, os animais infectados pelo
clone IVV (grupos AP2 e RE2), apresentaram um intenso infiltrado inflamatorio
com consequente fibrose reparativa. A fibrose se inicia com a finalidade
substituir os tipos celulares perdidos a partir da lesédo inflamatéria (Rossi,
1998). No entanto, tanto a fibrose difusa quanto a focal interrompem, parcial ou
totalmente, a disposicdo dos feixes musculares, provocando danos ao tecido
(Mady et al., 1999). Desta forma, a precoce deposicdo de colageno nestes
animais do grupo reflete o processo de cicatrizacdo de tecidos que foram
lesionados devido a formacdo de um intenso infiltrado inflamatorio

desencadeado a partir da reinfeccao pelo clone IVV do T. cruzi.

De acordo com Bustamante e colaboradores (2007), a gravidade da
cardiopatia apresentada na fase crbnica estaria diretamente relacionada da
cepa do parasito utilizada na infeccdo. Ao contrario do que foi encontrado a
partir do nosso estudo, eles também apontaram que as reinfecgbes durante a
fase aguda poderiam produzir uma fase crbnica mais grave nos animais.
Provavelmente, a estrutura genética da populacdo do T. cruzi pode determinar

o curso clinico da doenga (Macedo et al., 2004)
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A variabilidade dos resultados encontrados a partir de estudos de
reinfeccdo com diferentes modelos animais pode ocorrer devido a variagcao de
protocolos utilizados (Gomez e Garcia et al., 2005). Por exemplo, em um
estudo realizados com caes, as analises histopatolégicas foram realizadas 10
meses apos o ultimo indculo, ndo estabelecendo correlacdo entre a reinfeccéo
e cardiopatia grave (Machado et al.,, 2001). Por outro lado, em modelos
murinos as analises histopatolégicas foram realizadas 1 ou 2 meses apds a
ultima reinoculacdo do parasito, demonstrando uma correlacéo positiva entre a
reinfeccdo e patologias mais graves (Cabrine-Santos et al. 2001; Bustamante
et al. 2002).

Este estudo demonstra que infec¢Bes sucessivas pelo T. cruzi podem
ocasionar o agravamento das lesdes teciduais em camundongos. No entanto, a
sequéncia de inoculacdo dos diferentes clones influencia os resultados
encontrados (Andrade et al., 2006).
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Os animais reinfectados apresentaram prolongamento da parasitemia;

Os niveis de parasitemia observados ap0s as reinfeccbes foram menores que
0s observados na fase aguda, o que caracteriza um processo de resisténcia a

uma segunda infec¢@o desenvolvida apos o primeiro indculo;

Foram observadas alteracdes na intensidade do infiltrado inflamatorio, tanto no
coracao quanto no musculo esquelético, entre os animais primoinfectados com

o clone IVV (AP2 e RE2), ndo estando relacionadas as reinfec¢oes;

Entre os animais primoinfectados pelo clone IVV e posteriormente reinfectados
alternadamente (grupo RE2), detectou-se maior deposicao de colageno, tanto

no musculo cardiaco, quanto no esquelético;

Os resultados apresentados sugerem gue tanto a genética do parasito quanto
as reinfecgbes, promovem variagbes em nivel parasitolégico, imunoldgico e

histopatoldgico, o que teria repercussao na evolucéo da infeccao.
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