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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, é classificada como a doenca parasitaria mais grave da América
Latina e tornou-se um problema mundial. A maior parte dos estudos
confirma que as citocinas de perfil Thl sdo elementos essenciais na
resisténcia precoce contra o0 parasita e estdo associadas ao
desenvolvimento da forma cardiaca cronica. Embora as citocinas
tenham um papel chave na resposta imune contra T. cruzi, pouco se
sabe a respeito da funcdo de IL-3, IL-7 e IL-9 neste contexto. Assim, o
objetivo deste estudo foi analisar o papel destas citocinas na fase
aguda da infeccdo experimental com T. cruzi. Para isto, parametros
indicativos de melhora clinica dos animais tanto infectados e tratados
como apenas tratados foram estudados, tais como: morbidade,
mortalidade e histopatologia. A quantidade de masto6citos cardiacos e o
perfil de citocinas séricas também foram avaliados. Os dados revelaram
que o tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 ndo alterou os parametros
clinicos analisados nem a quantidade de mastocitos cardiacos nos
camundongos infectados com T. cruzi. No entanto, o tratamento com
IL-3 diminuiu a inflamacdo cardiaca T. cruzi-induzida e o tratamento
com IL-7 aumentou os niveis séricos de IL-5 nos animais infectados.
Além disso, o tratamento com IL-9 aumentou o0s niveis séricos das
citocinas de perfil Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a) e diminuiu a fibrose
cardiaca nos animais infectados, sugerindo um possivel papel protetor
desta citocina neste contexto. Em suma, 0S nossos resultados

demonstram a importancia destas citocinas na modulacdo da infeccéao



por T. cruzi. Ja& que estudos envolvendo a atividade de IL-3, IL-7 e IL-9
durante a doenca de Chagas sédo fundamentais na compreensao sobre
0 processo de controle parasitario e da acao protetora e/ou prejudicial
dessas citocinas no hospedeiro. Além disso, 0 entendimento dos
mecanismos imunoldgicos mediados por estas citocinas que estao
envolvidos no desenvolvimento da doenca pode contribuir para o
estabelecimento de novas intervencdes terapéuticas a fim de prevenir a

doenca de Chagas e tratar suas formas sintomaticas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; interleucina-3 (IL-3); interleucina-

7 (IL-7); interleucina-9 (IL-9).



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is
ranked as the most serious parasitic disease in Latin America and has
become a worldwide problem. A bulk of studies substantiates that Thl-
associated cytokines are essential elements in early resistance against
the parasite and are associated with the development of the chronic
cardiac form. Although cytokines have a key role in the immune
response against T. cruzi, little is known about IL-3, IL-7 and IL-9 in
this context. Then the aim of this study was to analyze the role of IL-3,
IL-7 and IL-9 in the acute phase of T. cruzi experimental infection. For
this purpose, parameters indicative of improvement in clinical status of
the animals both infected and treated as just treated were studied, such
as: morbidity, mortality and histopathology. The amount of cardiac mast
cells and the serum cytokines profile were also evaluated. Our data
revealed that the treatment with IL-3, IL-7 or IL-9 did not alter the
clinical parameters analyzed or the amount of cardiac mast cells in
mice infected with T. cruzi. However the treatment with IL-3 decreased
the cardiac T. cruzi-induced inflammation and the treatment with IL-7
increased serum levels of IL-5 in infected animals. In addition, the
treatment with IL-9 increased the serum levels of Thl cytokine profile
(IL-2, IFN-y and TNF-a) and decreased cardiac fibrosis in infected
animals, suggesting a possible protective role of this cytokine in this
context. Taken together, our results underline the importance of these
cytokines in modulation of T. cruzi infection. Since studies involving IL-

3, IL-7 and IL-9 activity during Chagas disease are critical in



understanding the parasite control process and the protective and/or
harmful action of these cytokines in the host. In addition, understanding
of the immunological mechanisms mediated by these cytokines that are
involved in disease development may contribute to the establishment of
new therapeutic interventions to prevent Chagas disease and treat their

symptomatic forms.

Keywords: Trypanosoma cruzi; interleukin-3 (IL-3); interleukin-7 (IL-7);

interleukin-9 (IL-9).
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase
Americana, € uma antropozoonose potencialmente fatal causada pelo
protozoéario flagelado Trypanosoma cruzi. Conforme dados da
Organizacdao Mundial da Saude cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no
mundo estdo infectadas pelo parasita, principalmente na Ameérica
Latina onde a doenca é endémica (WHO, 2015). Nas ultimas décadas, a
doenca tem sido cada vez mais detectada nos Estados Unidos da
América, Canadéa, muitos paises europeus (ex.: Espanha, Italia, Reino
Unido, Holanda e Suica) e em alguns paises do Pacifico ocidental (ex.:
Australia e Japéao), devido a continua migracdo da populacdo entre a
América Latina e o restante do mundo além do turismo internacional
(COURA; VINAS, 2010; HABERLAND et al., 2013; WHO, 2015). No
Brasil, estima-se que 2 a 3 milhdes de pessoas estejam infectadas e
que ocorra 6.000 mortes decorrentes da doenca anualmente
(MARTINS-MELO et al., 2014).

A doenca de Chagas é composta por duas fases consecutivas, a
fase aguda e a cronica. Logo apos a infeccéo, inicia-se a fase aguda da
doenca que pode durar semanas ou meses. Na auséncia de tratamento,
o hospedeiro entra na fase crénica que persiste indefinidamente e
apresenta sintomatologia clinica variavel (HABERLAND et al., 2013).
Varios estudos demonstram que essas diferencas clinicas estao

relacionadas a resposta imune do hospedeiro bem como a
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patogenicidade do T. cruzi, uma vez que tal espécie é heterogénea,
composta por varias subpopulacdes que circulam entre vertebrados
domésticos e selvagens (ARCE-FONSECA et al., 2005; MANOEL-
CAETANO; SILVA, 2007). Além disso, diferentes cepas de T. cruzi
possuem tropismos distintos para diferentes 6rgdos do hospedeiro
(VIANNA, 1911; ANDRADE et al., 1999). Assim, fatores, tais como,
tempo de infeccdo, caracteristicas imune e genética do hospedeiro bem
como a cepa, inéculo e tropismo parasitarios, influenciam diretamente a
progresséo clinica da doenca de Chagas (DUTRA;GOLLOB, 2008).

A principal forma de transmissdo da doenca ocorre através do
contato com as fezes/ urina do inseto vetor infectado. Estes vetores
sdo triatomineos que habitam rachaduras de casas mal construidas em
areas rurais ou suburbanas e possuem héabito noturno realizando o
repasto sanguineo durante a noite. Ao picarem o hospedeiro
vertebrado, defecam proximo a picada e liberam os parasitas que
entram no corpo deste hospedeiro quando instintivamente o mesmo
espalha as fezes do triatomineo na picada, olhos, boca, ou em
qualquer ruptura da pele (WHO, 2015). Além da transmissao vetorial, a
doenca de Chagas pode ser transmitida por meio de transfusédo
sanguinea, transmissdo congénita, acidentes laboratoriais, transplante
de orgéos e por via oral (COURA, 2013; WHO, 2015). No Brasil, relatos
recentes de surtos de contaminacdo oral pela ingestdo de alimentos
contaminados, tais como, acai in natura ou caldo de cana-de-acucar
tém sido frequentemente notificados (STEINDEL et al., 2008;

MARTINS-MELO et al., 2014).
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Atualmente, o tratamento da doenca de Chagas € baseado na
utilizacdo de dois agentes terapéuticos, o Benznidazol e o Nifurtimox,
eficazes apenas se empregados durante a fase aguda da doenca para a
eliminacdo do parasita (APT, 2010). Sem eles, a persisténcia
parasitaria ao longo da vida € mantida e a doenca progride para a fase
cronica, estagio no qual a grande maioria dos pacientes ¢é
diagnosticada e os tratamentos n&do sao eficazes (HABERLAND et al.,
2013; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). O tratamento também é
indicado para aqueles em que a infeccdo foi reativada (ex.:
imunossuprimidos), para criancas com infec¢cdo congénita e para os
pacientes durante a fase «crbénica precoce. Adultos infectados,
especialmente aqueles assintomaticos, devem ser tratados ja que o
tratamento anti-parasitario pode prevenir ou parar a progressao da
doenca (WHO, 2015). Porém, algumas cepas de T. cruzi podem
desenvolver resisténcia contra estas drogas, sendo apenas 50% dos
pacientes tratados responsivos ao tratamento. Além disso, as drogas
existentes apresentam alta toxicidade, manifestada no figado e como
reacOes alérgicas, principalmente ap6s administracdo a longo prazo
(APT, 2010; HABERLAND et al., 2013). Assim, os beneficios potenciais
da medicacdo em prevenir ou retardar o desenvolvimento da doencga de
Chagas devem ser avaliados em relacdo a longa duracdo do tratamento
(30 — 60 dias) e as possiveis reacbes adversas, que ocorrem em até
40% dos pacientes tratados. Estes farmacos sao contra-indicados para
mulheres gestantes e para pessoas com insuficiéncia renal ou hepatica

(HABERLAND et al., 2013). H4 décadas ndo sao produzidos novos
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farmacos que apresentem maior eficacia e menores efeitos colaterais,
embora varios estudos estejam sendo realizados com este intuito (APT,
2010; BUCKNER; NAVABI, 2010).

Durante milhdées de anos, T. cruzi infectava exclusivamente
animais selvagens e a doenca de Chagas era considerada uma
enzoose, passando a ser zoonose anos depois ao infectar animais
domésticos e humanos. O grande reservatorio do parasita nos animais
selvagens das Américas, composto por mais de 100 espécies de
mamiferos principalmente silvestres, indica sua improvavel erradicacao
(COURA:; VINAS, 2010; ESCH; PETERSEN, 2013). Assim, as metas
para o controle da doenca baseiam-se na eliminacdo da trasmissédo e
no tratamento adequado da populacdo infectada (WHO, 2015). Além
disso, até o0 momento ndo existe vacina para a doenca de Chagas e o
método mais eficaz de prevencdo ainda é o controle vetorial, embora a
triagem dos bancos de sangue tenha reduzido substancialmente a
transmissdo de T. cruzi por transfusdo sanguinea e transplante de
orgaos (ESCH; PETERSEN, 2013; WHO, 2015). No Brasil, a
transmissdo de T. cruzi pelo Triatoma infestans, um dos principais
vetores, e por transfusdo sanguinea estdo sob controle, mas os
estados do Rio Grande do Sul e da Bahia possuem focos residuais
deste vetor. Portanto, ainda existe o risco de re-introducdo deste
triatomineo no pais (COURA, 2013).

Considerando a migracdao mundial, o turismo internacional, a
grande variedade de reservatérios e de vetores competentes, e a

natureza muitas vezes assintomatica da infeccdo, a doenca de Chagas
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continuara sendo um desafio na saude publica mundial por tempo

indeterminado.

1.1.1. Fase aguda

A fase aguda da doenca de Chagas compreende 0s primeiros
meses de infeccdo e é caracterizada pelo alto numero de parasitas
circulantes no sangue. Embora ocorra alta parasitemia com duracao de
40 a 60 dias, a sintomatologia pode estar ausente ou suave e
inespecifica, sendo frequentemente confundida com outras infeccdes.
Assim, normalmente a doenca de Chagas nédo é reconhecida neste
estdgio da doenca (BASTOS et al., 2010). Menos de 50% das pessoas
picadas pelo vetor, podem apresentar sintomas iniciais caracteristicos,
tais como, lesdo de pele, inchaco arroxeado de péalpebra unilocular,
febre, dor de cabeca, aumento dos géanglios linfaticos, palidez, dor
muscular, dificuldade em respirar, inchaco e dor abdominal ou toraxica
(WHO, 2015). Hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite
sdo vistas ocasionalmente, em um pequeno numero de pacientes,
especialmente em criancas (HABERLAND et al., 2013).

Esta fase apresenta baixa taxa de mortalidade de 2 - 6%,
observada principalmente em criancas e individuos imunossuprimidos
gque adquirem a infeccdo por transfusdo sanguinea ou transplante de
orgdos. As principais causas de Obito estdo relacionadas a miocardite
acompanhada de insuficiéncia cardiaca refrataria e meningoencefalite

(TEIXEIRA et al., 2006; HABERLAND et al., 2013).
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1.1.2. Fase crbnica

Posteriromente a fase aguda, inicia-se a fase cronica da doenca,
caracterizada por parasitemia ausente ou baixa, uma vez que O0S
parasitas possuem tropismo tecidual e concentram-se principalmente
no musculos, cardiaco e esquelético, e nas ceélulas neuronais
(HABERLAND et al., 2013). Porém, o paciente apresenta sorologia
positiva em diferentes exames laboratoriais de rotina. Além disso, essa
fase possui as seguintes formas clinicas: indeterminada/ assintomatica
e sintomatica (cardiaca ou digestiva) (HABERLAND et al., 2013).

Entende-se por forma indeterminada, a presenca de infeccédo
chagasica na auséncia de manifestacfes clinicas, eletrocardiograficas
ou radiolégicas de acometimento cardiaco ou digestivo (SATHLER-
AVELAR et al., 2009). Esta é a fase mais comum da doenca de Chagas
acometendo 70% dos cronicamente infectados e é de grande interesse
médico-epidemiolégico, uma vez que 0S pacientes apesar de serem
assintoméaticos podem evoluir para a forma sintomatica além de
permanecerem como importantes reservatérios do parasita
(HABERLAND et al., 2013).

Cerca de 30% dos pacientes cronicamente infectados tornam-se
sintoméaticos apo6s 10 a 30 anos de infeccado latente, apresentando
formas clinicas progressivas e sem tratamento (CLAY et al., 2014).
Destes, 90% desenvolvem disturbios cardiacos associados a arritmias
e falhas cardiacas. Estudos recentes tém identificado genes
relacionados a susceptibilidade em desenvolver o pior quadro clinico

da doenca, a cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) em humanos
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(CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). J& o restante dos pacientes
cronicamente infectados, manifesta a doenca gastrointestinal,
principalmente megacélon e megaeso6fago, e/ou alteragcdes no sistema
nervoso. Alguns pacientes podem apresentar mais de uma complicacéao
(COURA: VINAS, 2010; HABERLAND et al., 2013).

A prevaléncia das formas clinicas crénicas bem como a
morbidade da doenca de Chagas estdo correlacionadas a area
geografica. A doenca é mais severa em Minas Gerais e no Piaui, e
moderada na Paraiba, Mato Grosso do Sul e regido Amazdnica
(COURA, VINAS, 2010). Estas diferencas podem estar relacionadas
tanto aos aspectos genéticos e imunolégicos da populacdo humana
local, quanto ao in6culo e polimorfismos genéticos de T. cruzi (COURA

et al., 2002; ZINGALES et al., 2009).

1.2. Ciclo bioloégico e Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, agente etiolégico
da doenca de Chagas, pertencente a Ordem Kinetoplastida e Familia
Trypanosomatidae, que caracteriza-se morfologicamente por apresentar
trés estagios evolutivos distintos: epimastigota, tripomastigota e
amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

O ciclo biolégico de T. cruzi é heteroxénico, envolvendo
hospedeiro vertebrado (mamiferos de varias espécies, inclusive o
homem) e invertebrado (vetor) (Figura 01). Os vetores sao insetos
hemipteros da Familia Reduviidae, cujos géneros de maior importancia

sdao Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, embora outros 12 géneros
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tém transmitido a doenca entre os animais por quase 10 milhGes de
anos (COURA; VINAS, 2010). O ciclo se inicia quando o vetor ingere
formas tripomastigotas sanguineos de um hospedeiro vertebrado
infectado com T. cruzi durante o repasto sanguineo. Estes parasitas
passam entdo para o intestino médio do vetor onde se multiplicam
como epimastigotas e posteriormente migram para o intestino posterior,
onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos altamente
infectantes que saem pelas fezes. Ao realizarem um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado, esses vetores defecam e
depositam suas fezes contendo parasitas sobre a pele ou mucosas do
hospedeiro. A penetracdo do parasita no hospedeiro vertebrado pode
ocorrer diretamente através das mucosas ou por meio de uma lesado
tecidual proveniente do ato de cocar o local da picada. A partir dai, os
tripomastigotas metaciclicos invadem diferentes tipos celulares, onde
se diferenciam em amastigotas capazes de se multiplicar apés 20 a 30
horas. Amastigotas replicam durante 5 a 6 dias até consumirem alta
porcentagem do compartimento citoplasméatico da célula hospedeira
antes da diferenciacdo em tripomastigotas, resultando em ruptura da
membrana plasmatica e disseminacdo para o espaco intercelular e
circulacdo sanguinea. Esses tripomastigotas, chamados tripomastigotas
sanguineos, sdo capazes de invadir macrofagos e outras células de
diferentes tecidos e oOrgdos do hospedeiro, disseminando assim a
infeccao intracorporal ou podem ser ingeridos por outro vetor durante

novo repasto sanguineo, iniciando um novo ciclo (VIANNA, 1911).



23

Multiplicacdo de
amastigotas nas células
dos tecidos infectados

cao

& \ Estagio no \
v/'

Triatomineo infectado realiza repasto
sanguineo e libera tripomastigotas
metaciclicos nas fezes

Tripomastigotas ;?;‘:-./'

Tripomastigotas metaciclicos
| penetram em varias células e
- \transformam-se em amastigotas

metaciclicos no Estégio no
intestino posterior L homem
N
~— / Tripomastigotas
V AP . podem infectar
o=~ tE.sttaglo’ no W outras células e
Multiplicagio no intestino médio ratomineo e transformarem-se Multiplicagdo de amastigotas nas
em amastigotas células dos tecidos infectados

intracelulares em
novos sitios de

S - . ~
infeccao

Epimastigotas no
intestino médio

Amastigotas intracelulares se
transformam em tripomastigotas
Triatomineo realiza repasto que saem da célula e caem na

sanguineo e ingere corrente sanguinea
tripomastigotas sanguineos

Figura 1. Ciclo biolégico de T. cruzi. Um vetor triatomineo infectado realiza
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero, liberando tripomastigotas
metaciclicos infectantes nas fezes, proximo ao local da picada ou as mucosas.
Estes parasitas penetram no hospedeiro mamifero, invadem diferentes células onde
se diferenciam em amastigotas e iniciam a replicacdo. Posteriormente, o0s
amastigotas intracelulares escapam do citoplasma da célula hospedeira,
diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos e sdo liberados na corrente
sanguinea. Insetos triatomineos se infectam através da ingestao de tripomastigotas
sanguineos circulantes de mamiferos infectados, que se transformam em
epimastigotas dentro do intestino médio do vetor e finalizam a diferenciacdo em
tripomastigotas metaciclicos no intestino posterior. Adaptado de (ESCH;

PETERSEN, 2013).
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Recentemente, um ciclo alternativo foi sugerido envolvendo
formas amastigotas provenientes ou da diferenciacdo extracelular de
tripomastigotas sanguineos, designadas amastigotas extracelulares
(LEY et al., 1988; MORTARA, 1991) ou da lise precoce das células
infectadas, denominadas amastigotas intracelulares (UMEZAWA et al.,
1985), no hospedeiro vertebrado. Estas amastigotas sdo capazes de
invadir células fagociticas e nado fagociticas neste hospedeiro e dar
continuidade ao ciclo biolégico (UMEZAWA et al., 1985; LEY et al.,
1988).

Diferencas na distribuicdo geografica dos hospedeiros
vertebrados e dos vetores associada as preferéncias alimentares do
vetor, definem trés diferentes ciclos de transmissdo do T. cruzi: o ciclo
silvestre, o peridoméstico e o doméstico (COURA, 2013). No ciclo
silvestre, h4 um balan¢co ecol6gico entre o parasita, seus vetores e
hospedeiros vertebrados, jA& nos ciclos peridoméstico e doméstico o
contato entre homem e vetor, provém do desequilibrio ecolégico gerado
pelas alteragcfes ecolégicas e sociais provocadas pelo homem no
ambiente (DIAS, 1987). Assim, com o desmatamento e a introducéao de
animais domeésticos no ambiente silvestre, bem como a invasao dos
vetores e hospedeiros silvestres no ambiente doméstico/ peridomeéstico,
milhdes de pessoas tém sido infectadas (COURA, 2013; ESCH;
PETERSEN, 2013).

Recentemente, Zingales e colaboradores (2009) dividiram as
cepas de T. cruzi em seis discrete typing units (DTUs), T. cruzi | a VI,

conforme seu conteudo genético. A distribuicdo geografica indica que
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T. cruzi Il e VI sdo os principais agentes causadores da doencga de
Chagas no sudeste da América do Sul (FERNANDES et al., 1999;
ZINGALES et al., 2009). JA T. cruzi | foi descrito como principal agente
causador da doenca em humanos na Colémbia, Venezuela e América
Central (ANEZ et al., 2004; BLACK et al., 2007; ESPINOZA et al., 2009;

MEJIA-JARAMILLO et al., 2009).

1.3. Resposta imunolbégica contra T. cruzi

A resposta imune contra T. cruzi € uma complexa rede de
interacdo constituida pela imunidade inata e adaptativa, onde a
supressao de qualquer aspecto pertencente a cada uma pode resultar
na sobrevivéncia do parasita e consequente doenca crénica (ESCH;
PETERSON, 2013). A infecg¢do por T. cruzi induz uma forte resposta
imune tanto humoral quanto celular necessarias ao controle da
infeccado, assim, o resultado da interacdo hospedeiro-parasita nas fases
iniciais da infeccdo é de extrema importancia (BASSO, 2013). Porém, a
correlacdo entre a imunidade protetora e o controle parasitario nao é
dependente apenas das respostas imunes do hospedeiro, mas também
da cepa e do in6culo de T. cruzi (ESCH; PETERSON, 2013).

Apb6s a entrada no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos de T. cruzi rapidamente infectam macro6fagos locais,
fibroblastos, células musculares e adipécitos (ESCH; PETERSON,
2013). Além disso, o parasita induz uma intensa resposta inflamatoéria

gque possui um papel crucial na patogénese da doenca com
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recrutamento de células NK (natural Kkiller), macrofagos, células
dendriticas, linfécitos T e B (BASSO, 2013).

Um evento critico durante o periodo inicial da doenca € a
resposta imune inata mediada pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), tais como, os macro6fagos e as células dendriticas. O
reconhecimento de T. cruzi por estes tipos celulares ocorre através dos
numerosos receptores Toll-like (TLRs), tais como, TLR2 e TLRY9,
presentes nestas células que reconhecem glicoconjugados de
membrana do parasita e/ou DNA e assim tornam-se ativadas (OUAISSI
et al., 2002; BAFICA et al., 2006). Apdés ativacdo, estas células
secretam citocinas pro-inflamatdérias e quimiocinas, expressam
receptores co-estimulatérios, e aumentam a endocitose e morte
intracelular do parasita através da liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (BASSO, 2013; CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014).

Inicialmente, macréfagos ativados produzem IL-12, que atua nas
células NK induzindo a producao de IFN-y, que por sua vez aumenta a
producdo de IL-12, TNF-a e NO (6xido nitrico) nos macréfagos,
contribuindo assim para a eliminacdo de T. cruzi (CAMARGO et al.,
1997). No mesmo momento, ambas as células sintetizam citocinas
reguladoras, tais como, IL-10 e IL-4, a fim de reduzir os efeitos nocivos
da resposta imune exacerbada (SATHLER-AVELAR et al., 2009).
Assim, os macréfagos além de terem um papel indispensavel na

resposta imune primaria, eliminando o parasita, participam do processo
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de homeostase tecidual, controlando a intensidade da resposta
inflamatoria.

Macréfagos e células dendriticas que endocitaram o parasita
subsequentemente induzem uma forte resposta humoral e celular
contra T. cruzi (CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). Assim, a medida
que a infeccdo progride, a resposta imune adaptativa também ¢é
necessaria a eliminacdo e controle parasitarios (BASSO, 2013; ESCH;
PETERSON, 2013).

Apés 15 dias de infeccédo, inicia-se a imunidade humoral com a
ativacdo policlonal de linfocitos B e a hipergamaglobulinemia,
principalmente de IgM (ANTAS et al., 1999). Modelos experimentais
infectados por T. cruzi com deficiéncia de células B e de anticorpos,
apresentam alta parasitemia e baixa taxa de sobrevivéncia (KUMAR;
TARLETON, 1998). Porém, estudos recentes tém demonstrado que a
maioria dos linfécitos B ativados nado sintetizam anticorpos especificos
durante os primeiros dias de infeccdo pelo T. cruzi, mas que este
fenémeno ocorre no final da fase aguda (BERMEJO et al., 2010).

Diferentes isotipos de imunoglobulinas, principalmente da classe
IgG, estdo envolvidos na eliminacdo local e sistémica do parasita
através de mecanismos como fixacdo do complemento, aglutinacédo e
citotoxicidade. Assim, o papel protetor dos anticorpos na eliminacao de
T. cruzi estd associado a capacidade de reconhecerem antigenos do
parasita, formarem agregados que fixam o complemento, aumentarem a

opsonizacdo e os mecanismos citotoxicos (TAKEHARA; MOTA, 1991).
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APCs, tais como, macrofagos, células dendriticas e linfécitos B
tém um papel essencial na geracdo de linfocitos T efetores, que
produzem diferentes citocinas envolvidas na polarizacdo das respostas
imunes Thl ou Th2 (CARDILLO et al., 2007). Linfocitos T CD4+ e T
CD8+ efetores sdo capazes de migrar dos linfonodos aos tecidos e
exercem uma forte resposta imune associada ao controle de T. cruzi.
Estes tipos celulares secretam IFN-y, que por sua vez ativa o0s
macréfagos a fim de exercerem atividade microbicida através da
producdo de NO (BASSO, 2013). Durante a infeccdo, grandes
gquantidades de células T CD8+ sdo geradas, circulam nos lugares de
persisténcia parasitaria a fim de encontrar o antigeno, onde exercem
funcdes efetoras e tornam-se células de memoria (TZELEPIS et al.,
2007). A reducdo parasitaria bem como a alta inflamacdo estdo
diretamente associadas a presenca destas células (FONSECA et al.,
2007; TZELEPIS et al., 2007)

Células Thl sdo responséaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, enquanto células Th2 possuem fun¢do anti-inflamatoria e
sdo envolvidas na resposta mediada por anticorpos (BASSO, 2013). A
producdo adequada de citocinas pré-inflamatorias, tais como, IFN-y,
TNF-a, IL-12 e IL-18, €& essencial ao controle da infec¢cdo promovida
por T. cruzi. IL-12 e IL-18 produzidas por células dendriticas e
macrofagos promovem o desenvolvimento de células Thl que produzem
IFN-y, enquanto IL-4 induz a expansdo de células Th2 e de alta
quantidade de IL-10. IL-10 e TGF-B, por sua vez, parecem inibir a

sintese de NO dependente de IFN-y e assim estdo associadas ao
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aumento na susceptibilidade a infecgédo por T. cruzi (SILVA et al., 1991;
GAZZINELLI et al., 1992; HOLSCHER et al., 2000). Ja a citocina IL-17
e as células T regulatérias (Treg) controlam a resposta imune
exacerbada na doenca de Chagas, jA que regulam a diferenciacdo de
células de perfil Thl, o recrutamento de células inflamatérias e a
miocardite induzida pelo parasita no tecido cardiaco (MARIANO et al.,
2008; GUEDES et al., 2010).

Em altas concentracdes, o NO produzido pelos macrofagos inibe
a sintese de IL-12 e a apoptose, contribuindo na regulacdo do balanco
Th1l/Th2 uma vez que as células Thl sdo mais susceptiveis a este
processo do que as ceélulas Th2 (XIAO et al., 2008). Além disso, esta
regulacdo favorece a proliferacdo de células Treg durante a infeccéao
experimental aguda por T. cruzi e inibe a expressdo de moléculas
envolvidas na adesdo e migracdo celular (BASSO, 2013). NO exerce
sua funcédo citotéoxica no T. cruzi afetando fatores de crescimento e
destruindo amastigotas intracelulares. Porém em excesso, NO
apresenta efeitos nocivos nos tecidos do hospedeiro (SILVA et al.,
2003).

Assim, durante a fase aguda da infec¢cédo por T. cruzi, a indugao
da resposta inflamatoria de perfil Thl tem um papel crucial no controle
do parasita (CUNHA-NETO et al., 1998). Porém, se a ativacdo classica
dos macrofagos dependente de IFN-y e de TNF-a nao for regulada,
pode causar severos danos teciduais no hospedeiro, tornando a
producdo de IL-4, IL-10 e TGF-B fundamental, uma vez que estas

citocinas modulam a acdo do NO, das EROs e das citocinas pro-
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inflamatorias (BASSO, 2013). Portanto, com o intuito de controlar a
infecgcdo por T. cruzi, um balanco entre a resposta imune Thl e Th2 é
necessario (BASSO et al., 2004).

De fato, muitos estudos a respeito das citocinas induzidas pela
infeccdo causada por T. cruzi apontam o conceito de que a protecao e
a patologia chagéasicas compartilham os mesmos mecanismos efetores
imunoldgicos subjacentes baseados na predominancia da resposta Thl
(CUNHA-NETO et al., 1998). Neste contexto, qualquer rompimento no
balanco entre respostas pro- e anti-inflamatérias pode ser deletério ao
hospedeiro (ESPER et al., 2014).

As caracteristicas da fase aguda sdo um resultado do controle
parasitario realizado pelas respostas imune humoral e celular e pela
interacdo de suas citocinas. Entretanto, a defesa do hospedeiro contra
T. cruzi pode diminuir ao longo do tempo ou ser suprimida por
elementos provenientes do préprio parasita. Esta imunossupressédo
inespecifica que ocorre durante os primeiros estagios de infeccdo e a
capacidade do parasita em se adaptar e evadir desta resposta permite
gqgue o mesmo invada células e dissemine-se, causando a incompleta
erradicacdo parasitaria e resultando na fase crbénica da doenca
(MARTIN; TARLETON, 2004; BASSO, 2013).

Provavelmente, em resposta a persisténcia parasitaria, citocinas
pro-inflamatorias de perfil Thl, tais como, IFN-y e TNF-a, séao
produzidas ao longo da fase crénica da doenca de Chagas (ABEL et al.,
2001; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). No entanto, na fase

indeterminada da doenca, 0s pacientes apresentam minima inflamacéao
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no miocardio com altos niveis de citocina regulatéria IL-10 além de
baixos niveis de IFN-y e TNF-a (HIGUCHI et al., 1987; SOUZA et al.,
2004; SOUSA et al., 2014). Ja na fase crdnica caracterizada pela
patologia cardiaca, intensa resposta inflamatéria é observada e
relacionada a altos niveis das citocinas de perfil Thl; IFN-y, TNF-a, IL-
6 e IL-1B (REIS et al., 1993; ABEL et al., 2001; SOUZA et al., 2014).
Tal resposta € atribuida a acdo direta do parasita e/ou a reacodes
autoimunes induzidas por T. cruzi no tecido (CUNHA-NETO et al.,
1998; BASSO, 2013). Diferentes estudos indicam que a exposi¢cado ao
antigeno isolado do parasita € suficiente para induzir autoimunidade e
dano cardiaco, ainda que fatores imunes adicionais, incluindo a
resposta imune dominante Th1l/Th1l7, sejam necessarios para induzir
inflamacédo cardiaca (BASSO, 2013).

O infiltrado inflamatdrio observado no coracdo de pacientes que
desenvolvem CCC é rico em células T CD4+ e T CD8+ com predominio
do subtipo CD8+ (HIGUCHI et al., 1993). Além disso, esses pacientes
apresentam uma forte resposta imune Thl associada a diminuicdo de
células Treg e Thl7 em relacdo aos pacientes crénicos com a forma
clinica indeterminada da doenca (NOGUEIRA et al., 2012; CUNHA-
NETO; CHEVILLARD, 2014). Assim, a habilidade em controlar a
resposta inflamatoria exacerbada de perfil Thl pelas células Treg e
Th17 é “perdida” nos pacientes cardiacos, sendo a principal causa da
intensa miocardite observada no quadro clinico mais grave da doenca

de Chagas crénica (DUTRA; GOLLOB, 2008).
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A matriz de colageno intersticial no miocardio rodeia e suporta os
cardiomidocitos e a microcirculacdo coronaria, sendo sua integridade
critica ao funcionamento adequado do coracao. Alteracdes na matriz de
colageno podem prejudicar as propriedades mecanicas do miocardio e
a funcao ventricular (MILTING et al., 2008). Na doenca de Chagas,
como consequéncia do processo inflamatério encontrado no miocardio
durante a infeccdo, a fibrose € evidente e contribui ao remodelamento
cardiaco (SOARES et al., 2010). Como resultado, as caracteristicas
histopatolégicas do coracdo chagasico incluem sinas tipicos de
miocardite crdnica difusa que sao detectados pelos aglomerados de
células T, citocinas de perfil Thl, nadmeros variados de células B e de
macréfagos, hipertrofia dos cardiomiécitos, fibrose intersticial difusa e
morfologia alterada dos miécitos (HABERLAND et al., 2013; CUNHA-
NETO; CHEVILLARD, 2014). Dados sugerem que a miocardite
frequentemente observada no coracdo de portadores da CCC tem o
principal papel patogénico na progressao da doenca (CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014).

Em resumo, danos ao sistema nervoso, toxicidade celular devido
ao T. cruzi e/ou a seus produtos, alteragcdes microvasculares induzidas
pelo parasita, ativacdo de células B policlonais, ativacdo de resposta
associada a células T induzida por antigenos do T. cruzi e
autoimunidade, conduzem a patogénese da doenca de Chagas crdnica

sintomatica.
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1.3.1.IL-3, IL-7 e IL-9 naresposta imunoldégica contra T. cruzi

Apesar de diversos estudos elucidarem os diferentes papéis de
variadas citocinas tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa
durante a infeccdo com T. cruzi, pouco se sabe a respeito das citocinas
IL-3, IL-7 e IL-9 neste contexto.

Ho e colaboradores (1992) observaram inibicdo na replicacdo de
T. cruzi ao tratarem macrofagos humanos e murinos infectados com IL-
3 in vitro. O mecanismo pelo qual IL-3 induziu esta atividade
microbicida parece estar associado, pelo menos parcialmente, ao
aumento na capacidade oxidativa destas células. Além disso, esta
atividade foi similar a apresentada pela citocina IFN-y, sabidamente
conhecida por controlar a carga parasitaria de T. cruzi tanto in vitro
quanto in vivo (SILVA et al., 1992; CARDILLO et al., 1996; CAMARGO
et al., 1997; ALIBERTI et al., 2001).

Considerando a citocina IL-7, apenas trés estudos
correlacionaram sua presenca e/ou de seu receptor com a infecgao por
T. cruzi durante a fase crénica da doenca. Fonseca e colaboradores
(2007) sugeriram que o acumulo de células T CD8+ no tecido cardiaco
de pacientes com CCC pode ocorrer devido a producao de IL-7 e de IL-
15 in situ bem como a expressao de seus receptores. Adicionalmente,
durante a infeccdo crdonica em camundongos, células T CD8+ de
memoaria especificas a T. cruzi apresentaram alta expressdao de CD127
(IL-7Ra) e de CD122 (IL-15RB), sendo auto-renovaveis em resposta a
IL-7 e a IL-15. Além disso, tais células mostraram-se funcionalmente

responsivas uma vez que produziram IFN-y quando re-estimuladas e
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expandiram-se apo6s desafio, indicando a existéncia de células T CD8+
de memodria responsivas mediante estimulo das citocinas IL-7 e IL-15
na infeccdo crbénica (BIXBY; TARLETON, 2008). Por outro lado,
Albareda e colaboradores (2015) ao analisarem pacientes cronicamente
infectados em diferentes estagios clinicos da doenca de Chagas,
observaram aumento no nivel sérico de IL-7 e menor capacidade de
resposta a esta citocina, associada ao aumento na severidade da
doenca, indicando um possivel mecanismo de exaustdo de células T
durante a fase cronica da doenca mediada pelo receptor de IL-7.

J4 em relacdo a citocina IL-9, nenhum estudo realizado até o
momento avaliou sua atividade durante a doenca de Chagas. A
producdo desta citocina foi inicialmente associada ao fendétipo Th2 e
tem sido frequentemente relacionada as doencas atépicas, autoimunes,
inflamatdrias intestinais e infec¢cdes por helmintos. Porém estudos
recentes tém demonstrado sua influéncia na resposta imune mediada
pelas células Thl, Thl7 e Treg (NOELLE; NOWAK, 2010; GOSWAMI;
KAPLAN, 2011; SCHMITT et al., 2014; KAPLAN et al., 2015). Conforme
descrito no subtépico anterior, o predominio da resposta Thl em
detrimento da resposta mediada pelas células Thl7 e Treg, esta
diretamente associado ao pior quadro clinico da doenca de Chagas
crénica (REIS et al., 1993; ABEL et al., 2001; DUTRA; GOLLOB, 2008;
SOUSA et al., 2014). Além disso, um balango entre as respostas Thl e
Th2 é necessario ao controle de T. cruzi com menor dano tecidual
durante a fase aguda da doenca (CUNHA-NETO et al., 1998; BASSO et

al., 2004; BASSO, 2013). Assim, sugere-se que a citocina IL-9 possa
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ter um papel fundamental tanto na imunidade protetora quanto na
imunopatologica da doenca de Chagas.

Estudos envolvendo a atividade de IL-3, IL-7 e IL-9 durante a
doenca de Chagas sao fundamentais na compreensdo sobre o processo
de controle parasitario e da acao protetora e/ou prejudicial dessas
citocinas no hospedeiro. Além disso, o0 entendimento dos mecanismos
imunolégicos mediados por estas citocinas que estdo envolvidos no
desenvolvimento da doenca pode contribuir para o estabelecimento de
novas intervencdes terapéuticas a fim de prevenir a doenca de Chagas

e tratar suas formas sintomaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 com as
citocinas murinas recombinantes IL-3, IL-7 ou IL-9 durante a fase

aguda da infecgédo experimental por Trypanosoma cruzi.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar a positividade média da parasitemia dos animais infectados
apos 10 dias de infeccéo;

e Analisar a sobrevivéncia, a morbidade e a variacdo de peso corporal
dos animais infectados e tratados bem como de seus respectivos
grupos controle durante 30 dias;

e Analisar o processo inflamatério no baco, figado e coracdo dos
animais infectados e tratados apés 30 dias de infeccéao;

e Avaliar a fibrose cardiaca induzida por T. cruzi nos animais
infectados e tratados apés 30 dias de infeccao;

e Quantificar a presenca de mastocitos no tecido cardiaco dos
animais infectados e tratados bem como de seus respectivos grupos
controle apos 30 dias de infeccéao;

e Avaliar o perfil de citocinas séricas pr6- e anti-inflamatérias dos

animais infectados e tratados apods 10, 20 e 30 dias de infecc¢éo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Camundongos C57BL/6 fémeas de 8 — 12 semanas de idade
foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal
(CBEA) na Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob condicbes
padrdo de luminosidade (12 horas de luz; 12 horas na auséncia de luz),
temperatura controlada (25 + 2°C) com comida e &gua ad libitum.
Todos o0s experimentos e procedimentos com animais foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais

(CEUA) da UFU, sob o numero de licenca 042/13 (ANEXO 1).

3.2. Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas derivadas de cultura de tecido (TCT) da
cepa Y de T. cruzi foram cultivadas e isoladas a partir da infeccdo in
vitro de células Vero conforme previamente descrito (BRAGA et al.,
1993). Em suma, essas células foram cultivadas em meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA) contendo L-glutamina and D-glicose (4500 mg/L), bicarbonato de
soédio (2000 mg/L), e suplementado com tampdo HEPES (2380 mg/L),
piruvato de soédio, soro fetal bovino (2,5%), penicilina (60 mg/L),
gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L). As garrafas de

cultura foram mantidas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C.
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3.3. Delineamento experimental

Camundongos fémeas C57BL/6 foram infectados
intraperitonealmente com 4.0X10°> TCT de T. cruzi cepa Y. Os animais
foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n = 6): nao
infectado e nao tratado (grupo controle do experimento), infectado e
nao tratado (grupo controle dos tratamentos), ndo infectado e tratado
com IL-3, ndo infectado e tratado com IL-7, ndo infectado e tratado com
IL-9, infectado e tratado com IL-3, infectado e tratado com IL-7 e
infectado e tratado com IL-9. Diariamente parametros clinicos dos
animais, tais como, mortalidade, morbidade e variacdo no peso corporal
foram observados. Os escores de morbidade foram calculados
considerando as seguintes caracteristicas: pélo macio e brilhante,
animal ativo (escore 0); pélo arrepiado, animal curvado e/ou relutante
em se movimentar (escore 1); pélo duro e muito arrepiado, animal
estatico (escore 2) (BARTLEY et al., 2006). Apds 10 dias de infeccao
realizou-se a parasitemia dos animais infectados, coletando 5 pL de
sangue da veia caudal para a quantificacdo de parasitas circulantes no
sangue e confirmacéao da infeccdo (CORRAL; PETRAY, 2001).

As citocinas recombinantes murinas IL-3 (BD Pharmingen™, San
Jose, CA, Canada), IL-7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou IL-9
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foram utilizadas no tratamento em uma
concentracdo de 2,5 ng/g de peso corporal do animal, diluidas em
tampéao fosfato (PBS). Os camundongos foram tratados
intraperitonealmente a cada 72 horas durante 15 dias apo6s a

positividade média da parasitemia. Como grupo controle negativo do



39

tratamento, animais foram tratados somente com o veiculo (PBS). No
30° dia po6s-infeccdo (d.p.i.), que compreende a fase aguda da
infeccdo, os animais foram anestesiados com Ketamina (Syntec Brasil
Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Xilazina (Schering-Plough Coopers, Cotia,
SP, Brasil) pela via intraperitoneal e eutanaziados por deslocamento
cervical. Amostras de tecido foram coletadas para analises
histopatolégicas (infiltrado inflamatdério e fibrose) e quantificacdo de
mastocitos. Ja amostras de sangue foram coletadas para a dosagem
sérica de citocinas por CBA (cytometric bead assay). Em resumo, a
Figura 2A esquematiza o delineamento experimental utilizado neste

estudo.

3.4. Analises histopatoldgicas

Amostras de tecidos do coracao, figado e baco foram fixadas em
formalina tamponada 10%, desidratadas em concentragdes crescentes
de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (TOLOSA et
al., 2003). Cortes teciduais com 4 uym de espessura (40 um de distancia
entre as seccOes) de cada orgdo foram obtidos em microtomo,
montados em ladminas de vidro e corados para observagdo em

microscoépio de luz.

3.4.1. Quantificagcado do infiltrado inflamatorio
As seccdes coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) foram
analisadas quanto a intensidade do infiltrado inflamatorio tecidual

conforme descrito previamente (LIMA; MINOPRIO, 1996). Em suma, o
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escore inflamatorio foi atribuido de acordo com a extensdo da
inflamacdo e é representado como unidades arbitrarias, sendo: 4,
frequente e muito intenso; 3, frequente e intenso; 2, ocasional e
atenuado; 1, raro e fraco e 0, ausente. Todas as analises foram feitas
com a objetiva de 40x de aumento, em ensaio duplo cego de trés

seccdes histoldgicas por animal.

3.4.2. Quantificacdo da fibrose cardiaca

Com o intuito de avaliar a fibrose cardiaca induzida por T. cruzi
mediante os tratamentos aplicados, cortes foram submetidos a
coloracdo por Picrossirus Red, uma vez que esta coloracdo permite
identificar as fibras de colageno em magenta, conforme previamente
descrito (FREITAS-FILHO et al., 2006). Para a anélise computacional,
imagens digitais foram obtidas a partir de 40 areas aleatdrias de cada
corte por meio do microscépio de luz binocular com camera acoplada
Leica DM500 (Leica Microsystems Inc., Wetzlar, HE, Alemanha) no
aumento de 40x. Posteriormente, a analise da quantidade de fibras
colagenas foi realizada por meio do software Image J (HADI et al.,

2011).

3.5. Quantificacdo de mastocitos cardiacos

Cortes histolégicos do coracao foram corados com Azul de
Toluidina para contagem de mastocitos tanto desgranulados quanto
granulados por microscopia de luz, utilizando objetiva de 40x de

aumento (HAMMAN et al., 1994). O software Image J foi utilizado para
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mensuracdo da area do corte histolégico a partir de imagens
capturadas no microscopio de luz binocular com camera acoplada Leica
DM500 (Leica Microsystems Inc., Wetzlar, HE, Alemanha). Assim, os
dados foram normalizados, considerando a area total analisada de cada
corte. As analises foram feitas em duas secc¢des histoldégicas por

animal, utilizando seis animais por grupo experimental.

3.6. Dosagem sérica de citocinas

A quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y e TNF-a no
soro de camundongos durante a infeccdo antes e durante os
tratamentos (10, 20 e 30 d.p.i.), foi feita por CBA (cytometric bead
assay) seguindo as recomendacdes do fabricante (BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA). Brevemente, os soros dos animais foram misturados
v/iv com esferas conjugadas com o0s anticorpos de captura e com
anticorpos de detec¢cdo marcados com fluoréforos. Apds incubacédo de 2
horas, as amostras foram lavadas e mensuradas no citdbmetro
FACSCanto-Il (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e analisadas pelo
software FACSDiva (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) por

interpolacdo dos dados na curva padréao.

3.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software Inc., SanDiego, CA, EUA). Os grupos foram
avaliados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (KS) e

analisados pelo teste two-way ANOVA seguido do péds-teste de
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comparacao multipla de Bonferroni ou pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do poés-teste de comparacdo maualtipla de Dunnet, quando
apropriados. A curva de sobrevivéncia foi analisada pelos testes de
Quiquadrado e Long-rank. Os dados foram expressos como meédia %
desvio padrdo dos grupos experimentais para todos os parametros
avaliados, exceto os resultados do infiltrado inflamatério que foram
expressos em mediana. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

3.8. Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos, incluindo a coleta do material bioldgico,
utilizacdo dos reagentes e dos equipamentos, bem como manuseio e
conduta com os animais experimentais foram realizados de acordo com
as normas de biosseguranca descritas em Mineo e colaboradores

(2005).

4. RESULTADOS

4.1. Todos os tratamentos diminuiram o ganho de peso dos animais
ndo infectados com T. cruzi, porém n&do houve alteracdo na
morbidade

O efeito dos tratamentos com IL-3, IL-7 ou IL-9 nos camundongos
C57BL/6 infectados ou ndo com T. cruzi, foi avaliado diariamente
através de parametros clinicos, tais como, alteracdo de peso corporal

(Figura 2B e 2C) e escore de morbidade (Figura 2D). Observou-se que
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0os animais nédo infectados e tratados apresentaram menor ganho
porcentual de peso corporal quando comparados aos animais nao
infectados e nao tratados, principalmente os animais tratados com IL-9
(Figura 2B). Por outro lado, os animais infectados e tratados com IL-9
apresentaram um maior aumento porcentual de peso corporal em
relacdo aos animais infectados e tratados com IL-7 (Figura 2C) nos
dias 4, 14 e 28 apods infeccao.

O escore médio de morbidade dos animais nado infectados bem
como dos infectados com T. cruzi de todas as condi¢gdes experimentais
manteve-se inferior a um, sugerindo que o0s tratamentos nao
influenciaram negativamente neste parametro clinico (Figura 2D).
Assim, embora os tratamentos tenham diminuido o peso dos animais
nao infectados com T. cruzi e apenas o tratamento com IL-9 ter
aumentando este parametro nos animais infectados, ndo houve

correlacdo destes dados com a morbidade.

4.2. Todos o0s animais infectados com T. cruzi apresentaram
parasitemia meédia positiva aos 10 d.p.i. embora a taxa de
sobrevivéncia ndo tenha sido alterada

O nivel de parasitas sanguineos e a sobrevivéncia dos animais
infectados com T. cruzi sdo importantes parametros avaliados que
facilitam o entendimento sobre a relacdo parasita-hospedeiro. A fim de
verificar se a inoculagcdo de T. cruzi havia infectado os animais,
realizou-se a parasitemia apos 10 d.p.i. e observou-se que todos os

animais estavam de fato infectados.
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Apés 30 dias de infeccdo todos o0s grupos experimentais
apresentaram 100% de sobrevivéncia, exceto os animais infectados e
tratados com [IL-3 que apresentaram aproximadamente 80% de
sobrevivéncia, o que nédo resultou em diferenca significante (Figura
2E). Tais dados sugerem que apesar da baixa viruléncia da cepa Y de
T. cruzi utilizada neste estudo demonstrada pela baixa mortalidade dos

animais, os tratamentos néo influenciam neste parametro clinico.
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Figura 2. O tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 ndo alterou os parametros
clinicos em camundongos infectados com T. cruzi. Camundongos C57BL/6
foram infectados com 4.0X10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y e tratados com as
citocinas recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas
durante 15 dias apés a positividade média da parasitemia (A). Parametros clinicos,
tais como, alteracdo de peso corporal (B e C), escore médio de morbidade (D) e
sobrevivéncia (F) foram observados diariamente até 30 dias ap6s a infeccdo. Os
dados sao representativos de dois experimentos independentes com pelo menos
trés camundongos por grupo. NI: camundongos nao infectados; Tc: camundongos
infectados com T. cruzi; d.p.i.: dias p6s-infec¢cdo; CBA: cytometric bead assay.

*Two-way ANOVA e pOs-teste de comparacado multipla de Bonferroni, p<0,05.
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4.3. O tratamento dos animais infectados com IL-3 reduziu a
inflamacado induzida por T. cruzi no coracéao

As alteracdes histologicas no coracao, baco e figado dos animais
infectados e tratados bem como dos grupos controle nédo infectados e
tratados foram examinadas com intuito de determinar se os tratamentos
poderiam afetar a extensdo do dano tecidual induzido por T. cruzi apés
30 dias de infeccdo. Seccdes teciduais obtidas foram analisadas e
atribuiram-se escores de diferentes parametros histopatolégicos
referentes a doenca de Chagas.

As lesbes cardiacas dos animais infectados foram intensas e
frequentes constituidas de amplo infiltrado inflamatério com
predominancia de células mononucleadas (Figura 3A). Animais
infectados e tratados com IL-7 ou IL-9 bem como os apenas infectados
apresentaram semelhante intensidade das lesGes no coracdo. Por outro
lado, as lesBes cardiacas dos animais infectados e tratados com IL-3
foram suaves e mostraram-se significativamente menores do que as
lesdes encontradas nas outras condigbes experimentais (Figura 3B).
Ninhos de amastigota n&do foram observados no tecido cardiaco de
nenhum grupo infectado. Estes resultados mostram que o tratamento
com IL-3 diminuiu a inflamacao induzida por T. cruzi no coragéao.

Os bacos dos camundongos infectados com T. cruzi apresentaram
alteracdes inflamatdérias que alteraram a arquitetura histologica,
provocando desorganizacao dos centros germinativos e hiperplasia da
polpa branca (Figura 3A). Os animais infectados e tratados com IL-7 ou

IL-9 bem como os animais apenas infectados apresentaram lesfes no
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baco com semelhante gravidade (Figura 3C). Porém o0s animais
infectados que foram submetidos ao tratamento com IL-3 apresentaram
alteracdbes menos intensas neste oOrgdo em relacdo aos animais

infectados e tratados com IL-7 (Figura 3C).
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Figura 3. O tratamento dos animais infectados com IL-3 reduziu a inflamacéo
induzida por T. cruzi no coragdo. Camundongos C57BL/6 foram infectados com
4.0X10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y e tratados com as citocinas
recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante 15
dias ap6s a positividade média da parasitemia. Ap6s 30 dias de infec¢cdo, coracéo,
baco e figado foram analisados e escores inflamatoérios foram atribuidos de acordo
com a extensdo da inflamacdo. Fotomicrografias representativas das alteracdes
histol6gicas de cada 6rgdo dos animais infectados e nédo tratados; infectados e
tratados com IL-3; infectados e tratados com IL-7 e infectados e tratados com IL-9
coradas por H&E (A). Quantificacdo do escore inflamatério do coracdo (B), baco
(C) e figado (D) dos animais infectados. Os dados sao representativos de dois
experimentos independentes com pelo menos trés camundongos por grupo. Seta
preta: foco inflamatério; linha pontilhada: Ilimite dos centros germinativos
esplénicos; PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; Tc: camundongos infectados

com T. cruzi. *Kruskal-Wallis e teste de comparacao multipla de Dunnet, p<0,05.
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Aos 30 dias de infeccdo com T. cruzi, o figado apresentou
infiltrado de células inflamatdrias, predominantemente mononucleadas,
dispostos em focos espalhados por areas portal e de parénquima
(Figura 3A). Independentemente do tratamento aplicado, todos os
animais infectados apresentaram lesGes hepaticas similares quando
comparados entre si (Figura 3D). Ndo observou-se diferenca no namero
de células inflamatorias entre os camundongos controle ndo infectados

independente do tratamento aplicado (dados ndo mostrados).

4.4, O tratamento com IL-9 diminuiu a fibrose cardiaca nos animais
infectados com T. cruzi

A neoformacédo tecidual conectiva fibrosa ou fibrose é uma das
alteracdes frequentes que ocorre de maneira lenta e progressiva na
doenca de Chagas em resposta a inflamacdo crénica induzida por T.
cruzi (DE LIMA PEREIRA et al., 2007). Assim, visando avaliar se os
diferentes tratamentos aqui aplicados possuiram algum papel na
alteracao da fibrose induzida por T. cruzi, amostras cardiacas de todos
0S grupos experimentais foram coletadas e analisadas quanto a area
ocupada pelas fibras colagenas, 30 dias pés-infeccao (Figura 4A).

Como esperado, todos os animais infectados, independentemente
do tratamento aplicado, apresentaram maior fibrose quando
comparados com seus respectivos controles nédo infectados (Figura
4B). Os animais infectados e tratados com IL-9 apresentaram uma

diminuicdo significante na quantidade de fibrose no tecido cardiaco em

relacdo a todos os outros grupos experimentais infectados, sugerindo
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um possivel papel modulador de IL-9 na fibrose dos animais infectados

(Figura 4B).
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Figura 4. O tratamento com IL-9 diminuiu a fibrose cardiaca nos animais
infectados com T. cruzi. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 4.0X10°
tripomastigotas de T. cruzi cepa Y e tratados com as citocinas recombinantes
murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante 15 dias ap6s a
positividade média da parasitemia. Apés 30 dias de infeccdo, o coracado foi
analisado quanto a area ocupada pelas fibras colagenas. Fotomicrografias
representativas das fibras coldgenas cardiacas de todos 0s grupos experimentais
coradas por Picrossirius Red (A). Quantificacdo da area de fibrose ocupada pelas
fibras colagenas (B). Os dados sédo representativos de dois experimentos
independentes com pelo menos trés camundongos por grupo. Barra de escala =
100 upm. *SignificAncia estatistica entre os grupos infectados; #Significéncia
estatistica entre os grupos nédo infectados e infectados (Two-way ANOVA e pos-

teste de comparacao multipla de Bonferroni, p<0,05).
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4.5. Os tratamentos néo alteraram a quantidade de mastocitos no coracao dos
animais infectados com T. cruzi

Como foi observado maior fibrose no coracao de todos os animais infectados
independente do tratamento aplicado e a densidade de mastoécitos teciduais pode
ser um indicador da proliferacéo de fibroblastos bem como do desenvolvimento de
fibrose local (DE LIMA PEREIRA et al., 2007), quantificaram-se o0s mastécitos
cardiacos de todos o0s grupos experimentais inclusive dos grupo controle aos 30 dias
apos infeccao.

Observou-se a presenca de mastécitos desgranulados no coracdo tanto de
animais ndo infectados quanto de infectados (Figura 5A — 5C). Todos 0s animais
infectados, independentemente do tratamento aplicado, apresentaram semelhante
guantidade de mastocitos desgranulados no tecido cardiaco (Figura 5C). Assim os
tratamentos parecem nao influenciar na quantidade de mastocitos desgranulados
nos animais infectados. Entretanto, o tratamento com IL-3 nos animais nao
infectados, aumentou significantemente a quantidade de mastdcitos desgranulados
em relagdo aos animais controle néo tratados e néo infectados (Figura 5C).

Quanto a presenca de mastécitos granulados, estes também foram
observados em todos o0s grupos experimentais (Figura 5D — 5F). Os animais néo
tratados e infectados apresentaram quantidade similar de mastocitos granulados
quando comparados aos animais tratados com IL-3 e infectados (Figura 5F). Tal
guantidade mostrou-se significantemente menor em relagcdo aos seus respectivos
grupos controle ndo infectados, sugerindo que a infeccdo por T. cruzi diminuiu a
guantidade de mastdécitos granulados nestes grupos (Figura 5F). Por outro lado, o

tratamento com IL-7 ou IL-9 nos animais ndo infectados também diminuiu a
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guantidade de mastocitos granulados no coracdo em relacdo tanto aos animais nao
infectados e ndo tratados quanto aos nédo infectados e tratados com IL-3 (Figura 5F).
A quantidade de mastdcitos totais, ndo apresentou diferenca significante entre

0S grupos experimentais analisados (Figura 5G).
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Figura 5. O tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 néo alterou a quantidade de
mastocitos no coracdo dos animais infectados com T. cruzi. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com 4.0X10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y e
tratados com as citocinas recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a
cada 72 horas durante 15 dias ap6s a positividade média da parasitemia. Apds 30
dias de infec¢do, o coracdo foi analisado quanto a quantidade de mastécitos
desgranulados e granulados. Fotomicrografias representativas de animais ndao
infectados e nédo tratados (A e D); infectados e nao tratados (B e E) mostrando a
presenca de mastdcitos desgranulados (A e B) e granulados (D e E) coradas por
Azul de Toluidina. Quantificacdo de mastocitos desgranulados (C), granulados (F)
e totais (G). Os dados séo representativos de dois experimentos independentes
com pelo menos trés camundongos por grupo. Barra de escala = 20 pum.
*SignificAncia estatistica entre os grupos nao infectados; #Significéncia estatistica
entre os grupos nédo infectados e infectados (Two-way ANOVA e pés-teste de

comparacao multipla de Bonferroni, p<0,05).
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4.6. Os tratamentos alteraram o perfil das citocinas nos animais
infectados com T. cruzi

Devido a diminuicdo da parasitemia nos animais infectados e
tratados, hipotetizamos que houvesse alguma alteracdo no perfil de
citocinas presentes no soro que explicasse tal fendmeno. Assim,
amostras de soro de todos o0s grupos experimentais foram coletadas
nos dias 10, 20 e 30 apo6s a infeccdo e submetidas a quantificacdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y e TNF-a por CBA.

Em relacdo as citocinas de polarizacdo para resposta de perfil
Th2 (IL-4 e IL-5), os tratamentos ndo induziram alteracdo significante
na producao de IL-4 (Figura 6A), apesar de seu notavel aumento nos
animais infectados e tratados com IL-3 aos 10 d.p.i. Ja em relacdo a
citocina IL-5, o tratamento com IL-7 aumentou sua dosagem nos
animais infectados em relacdo aos outros grupos aos 20 d.p.i. (Figura
6B).

Foi observado que o tratamento com IL-9 induziu aumento na
producdo de IL-2, citocina de estimulacdo da proliferacdo de células T,
nos animais infectados em relacdo aos outros grupos experimentais
infectados aos 10 d.p.i. (Figura 6C). Semelhantemente, o mesmo foi
observado para as citocinas de polarizacao para resposta de perfil Thl
(IFN-y e TNF-a) nos animais infectados aos 10 d.p.i. quando
comparados aos outros grupos experimentais infectados (Figura 6D e
6E). Além disso, a infec¢do por T. cruzi induziu a producao significativa

de IFN-y e TNF-a em todos os grupos de animais infectados em relacao
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aos animais nao infectados aos 10 e 20 d.p.i. indepentemente dos
tratamentos adotados (dados ndo mostrados).

De modo geral, o tratamento com IL-7 induziu aumento da
citocina IL-5 de perfil Th2 aos 20 d.p.i. e o tratamento com IL-9
apresentou semelhante efeito nas citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a de

perfil Thl nos animais infectados aos 10 d.p.i.
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Figura 6. O tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 alterou o perfil das citocinas nos
animais infectados com T. cruzi. Camundongos C57BL/6 foram infectados com
4.0X10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y e tratados com as citocinas
recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante 15
dias ap0s a positividade média da parasitemia. Apds 10, 20 e 30 dias de infeccdo o
soro dos camundongos foram coletados e submetidos a quantificacdo das citocinas
IL-4 (A), IL-5 (B), IL-2 (C), IFN-y (D) e TNF-a (E) por CBA. Os dados séo
representativos de dois experimentos independentes com pelo menos trés
camundongos por grupo. NI: camundongos nao infectados; Tc: camundongos
infectados com T. cruzi. *Two-way ANOVA e pés-teste de comparacdo multipla de

Bonferroni, p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A regulacdo da resposta imunolégica é necessaria a protecao
adequada contra o estabelecimento e proliferacdo de muitos agentes
infecciosos, inclusive do protozoério T. cruzi. Consequentemente, a
elucidacdo dos mecanismos subjacentes relacionados ao papel das
citocinas na resposta imune auxiliara na compreensdo sobre como a
resposta protetora difere da patogénica induzida por este parasita, que
por sua vez resulta em inflamacdo exacerbada e doenca crdnica.
Considerando o papel central desempenhado pela atividade das
citocinas na resisténcia precoce a infeccdo por T. cruzi, o presente
estudo analisou o papel de IL-3, IL-7 e IL-9 na fase aguda da infeccao
experimental em camundongos. E importante ressaltar que até o
momento nenhum estudo avaliou o papel destas citocinas in vivo
durante a fase aguda da infeccao.

IL-3 é uma citocina derivada de linfécitos T que contribui na
viabilidade e na diferenciacdo das células progenitoras hematopoiéticas
envolvidas na monocitopoiese (ELLIOT et al., 1989; OTTMAN et al.,
1990). Todos os tratamentos adotados neste estudo, inclusive o de IL-
3, diminuiu a parasitemia dos animais infectados em relacdo aos
animais apenas infectados e nédo tratados, o que esta de acordo com
varios estudos que confirmam que as citocinas associadas ao perfil Thl
sdo elementos essenciais para a resisténcia precoce contra a doenca
de Chagas aguda (BASSO, 2013). Além disso, macrofagos humanos
ativados por IL-3 apresentaram um maior aumento em sua capacidade

oxidativa e assim inibiram a replicacdao de Leishmania amazonensis e
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de T. cruzi in vitro, efeitos estes comparaveis aos do IFN-y (HO et al.,
1992).

Ainda que antigenos isolados de T. cruzi induzam autoimunidade
e dano cardiaco, a resposta imune dominante Th1l/Thl7 que ocorre
frente a presenca do parasita durante a fase aguda da infeccdo € a
principal responsavel pela inflamacdo cardiaca (BASSO, 2013). Assim,
a queda na parasitemia observada nos animais infectados e tratados
com IL-3 pode estar diretamente relacionada a significativa diminuicao
no quadro inflamatério induzido por T. cruzi no tecido cardiaco destes
animais.

Parte de nossos resultados sdo contrarios a este possivel papel
protetor de IL-3 acima sugerido. Embora nédo significante, o tratamento
dos animais infectados com IL-3 sugeriu uma provavel tendéncia em
aumentar o nivel sérico de IL-4 em relagcdo aos outros grupos
experimentais. Situacdes associadas ao aumento na sintese desta
citocina de perfil Th2 in vivo resultam em maior susceptibilidade a
infeccdo por T. cruzi (HOFT et al., 1993; ABRAHAMSOHN et al., 2000).
Além disso, o tratamento de macréfagos murinos infectados com T.
cruzi com IL-4 aumentou a infeccdo parasitaria in vitro (GOLDEN;
TARLETON, 1991). Tal correlacdo poderia explicar, pelo menos
parcialmente, alguns dos nossos resultados que indicaram, apesar da
insignificancia estatistica, a piora na morbidade com consequente
gueda na taxa de sobrevivéncia no grupo de animais infectados e

tratados com IL-3.
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O aumento, homing e maturacdo dos progenitores dos mastocitos
sdo influenciados por diversas citocinas, destacando-se como mais
importantes, o fator de células tronco (SCF) e a IL-3 (IHLE et al., 1983;
IEMURA et al., 1994). Assim, o aumento observado neste estudo na
gquantidade de mastécitos desgranulados no coracdo dos animais nao
infectados e tratados com IL-3 em relacdo ao seu respectivo controle
poderia ser parcialmente explicado.

Ja a citocina IL-7 esta envolvida na resposta T CD4 (ROSE et al.,
2010), na proliferacdo de células pr6-B e no aumento de linfécitos T
citotoxicos antigeno-especificos (SIN et al., 2000). Além disso, células
T naive dependem de IL-7 para sobrevivéncia, desenvolvimento e
proliferacdo homeostatica (TAN et al., 2001; MACKALL et al., 2011). A
administracdo de IL-7 recombinante humana a camundongos normais
ou linfopénicos, primatas nao-humanos e humanos resulta em
proliferacdo generalizada, modulacdo dos subtipos periféricos e
aumento na diversidade do repertério do receptor de células T
(MACKALL et al., 2011). Estes efeitos aumentam a perspectiva de que
IL-7 poderia mediar beneficios terapéuticos em diversos cenarios
clinicos. Entretanto, apenas trés estudos realizados até agora
avaliaram o papel de IL-7 na infeccdo por T. cruzi sendo que todos
analisaram a fase cronica da doenca. Fonseca e colaboradores (2007)
mostraram que a producdo local de IL-7 e de IL-15 pode estar
associada a manutencdo e predominio de células T CD8+ no tecido
cardiaco, causando o dano tecidual caracteristico da cardiomiopatia

chagasica cronica (CCC) em humanos. Além disso, células T CD8+ de
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memaria central especificas a T. cruzi apresentaram alta expresséao de
CD127 (IL-7Ra) e de CD122 (IL-15RB), sendo auto-renovaveis em
resposta a IL-7 e a IL-15. (BIXBY; TARLETON, 2008). Recentemente,
foi demonstrado a ativacdo de IL-7R (CD127 e CD132) tanto em células
T CD4+ quanto em T CD8+ apéds infeccdo com T. cruzi in vitro. Porém
neste mesmo estudo observou-se aumento no nivel sérico de IL-7 em
pacientes cronicamente infectados e uma menor capacidade de
resposta a IL-7 associada ao aumento na severidade da doenca,
indicando um possivel mecanismo de exaustdo de células T durante a
fase crbnica da doenca (ALBAREDA et al., 2015). Além disso, o
tratamento com IL-7 in vivo agravou o curso clinico da leishmaniose
cutanea murina em camundongos BALB/c por estimular a linfopoiese de
células B, o0 que ndo ocorreu nos camundongos C57BL/6
semelhantemente tratados e infectados (GESSNER et al., 1995). Em
concordancia, nossos resultados demonstraram que o tratamento com
IL-7 in vivo ndo prejudicou o curso clinico da doenca de Chagas murina
durante a fase aguda nos camundongos C57BL/6 geneticamente
resistentes, uma vez que, embora tenha diminuido o peso corporal dos
animais infectados nao alterou o0s outros parametros clinicos
analisados. Resultado este que pode estar relacionado ao que foi
descrito por Bryan e colaboradores (2010), onde a proliferacdo das
populagbes de células B que respondem especificamente a T. cruzi com
baixa resposta policlonal, alta producdo de IFN-y e prevaléncia de
perfil Thl estd associada a linhagem C57BL/6. Adicionalmente, os

nossos resultados apresentaram menor parasitemia nos animais
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infectados e tratados com IL-7 em relagcdo aos animais apenas
infectados, sugerindo um possivel papel de controle desta citocina na
guantidade de parasitas sanguineos circulantes, o que ndo condiz com
o semelhante escore inflamatorio e a elevada dosagem sérica de IL-5
apresentados por estes animais quando comparados aos animais
apenas infectados. Lembrando que IL-5 é uma citocina de perfil Th2,
relacionada a respostas imunes inflamatérias e alérgicas provenientes
principalmente de eosinoéfilos, tais como, asma e dermatite atdpica
(MOLFINO et al., 2011). Apesar de apenas um estudo realizado até
agora ter descrito o aumento da secrecdo de IL-5 por células humanas
apos infec¢do com T. cruzi in vitro, nenhum trabalho avaliou seu papel
funcional na doenca de Chagas (MARTELLO et al., 2013).

IL-9 é uma citocina pleiotropica originalmente identificada como
fator de proliferacdo de mastocitos e de células T murinas produzida
principalmente por células Th (UYTTENHOVE et al., 1988; HULTNER et
al., 1990). A principal fonte de IL-9 é o linfécito T, incluindo suas
linhagens de longa duracado, antigeno-especificas e naive (GOSWAMI;
KAPLAN, 2011). Esta citocina tem sido frequentemente associada as
doencas atopicas, autoimunes, inflamatdrias intestinais e infeccdes por
helmintos, porém estudos recentes tém demonstrado seu papel na
inflamacdo mediada por Thl/Thl7 e nas respostas Treg (NOELLE;
NOWAK, 2010; GOSWAMI; KAPLAN, 2011; SCHMITT et al., 2014;
KAPLAN et al., 2015). Muitas evidéncias sugerem a existéncia de um
subtipo de células T especializado em produzir IL-9, chamado Th9, no

qual tal producédo é regulada por uma série de citocinas e fatores de
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transcricao, tais como, IL-2, STATS5, IL-4, STAT6, TGF-B e GATAS3
(GOSWAMI; KAPLAN, 2011; KAPLAN et al., 2015). Apesar de IL-9 atuar
como fator de susceptibilidade na infeccdo por Leishmania major uma
vez que promoveu a resposta prejudicial do tipo 2/Th2 em
camundongos BALB/c (ARENDSE et al., 2005), nossos dados sugerem
efeito benéfico desta citocina na infeccdo por T. cruzi jA que o
tratamento com IL-9 diminuiu a parasitemia dos animais tratados e
infectados em relacdo aos animais apenas infectados. Além disso, no
nosso modelo experimental, a administracdo de IL-9 nos animais
infectados induziu um significante aumento nos niveis séricos das
citocinas de perfil Thl; IL-2, IFN-y e TNF-a, relacionadas a resposta
protetora contra T. cruzi.

Sabe-se que IL-2 é fundamental a producao de IL-9 em células T
CD4+ e ao desenvolvimento de células Th9 (SCHMITT et al., 2014;
KAPLAN et al., 2015). Diferentes estudos, em concordancia com
nossos resultados, apontam o papel protetor de IL-2 na infeccdo com T.
cruzi. Albareda e colaboradores (2013) descreveram que a expansao
de células T induzida por IL-2, controla a expansédo de T. cruzi e limita
o dano tecidual periférico em criancas. Adicionalmente, o parasita tem
a habilidade de reduzir a producédo de IL-2 e a expressao do seu
receptor IL-2Ra nas células T, restringindo a resposta Th1 protetora e
beneficiando sua replicacdo (DIAZ et al., 2015).

Jager e colaboradores (2009) também demonstraram o aumento
de IFN-y proveniente de células Th9 em modelos murinos de

encefalomielite alérgica experimental (EAE) apo6s a transferéncia
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adotiva para estes animais de células Th especificas diferenciadas in
vitro sob condicdes promotoras de perfil Th9. Além disso, a alta
producdo de IFN-y e TNF-a associada a eliminagdo de T. cruzi durante
a fase aguda da infeccdo tem sido amplamente demonstrada, o que
esta de acordo com nossos resultados (SILVA et al., 1992; CARDILLO
et al., 1996; ALIBERTI et al., 2001). Camargo e colaboradores (1997)
observaram que macrofagos ativados por antigenos de T. cruzi induzem
uma cascata de citocinas: inicialmente eles produzem IL-12, que atua
nas células NK induzindo a producdo de IFN-y, que por sua vez
aumenta a producdo de 1IL-12, TNF-a e NO nos macrofagos,
contribuindo a eliminacdo do parasita. Assim, no que refere-se a T.
cruzi, IFN-y e TNF-a reforgam a ativacdo das respostas imunes
efetoras inata e adaptativa, resultando na morte efetiva do parasita e
em forte resposta inflamatéoria tecidual nos locais de replicacéo
parasitaria, incluindo o miocardio (GOLGHER; GAZZINELLI, 2004). Em
concordancia com nossos resultados que demonstraram alto nivel de
miocardite nos animais infectados e tradado com IL-9 assim como nos
animais apenas infectados.

A cicatrizacao desregulada leva a fibrose, na qual fibroblastos
sintetizam matriz extracelular em excesso, principalmente colageno,
gue originam cicatrizes levando a perda funcional do 6rgdo acometido,
quadro frequentemente encontrado na cardiomiopatia chagasica
crébnica (SOARES et al., 2010; BARRON; WYNN, 2011). Muitas
evidéncias relacionam a fibrose com a resposta imune de perfil Th2,

caracterizada principalmente pelas citocinas IL-4, IL-13 e TGF-B que
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estimulam os fibroblastos a sintetizarem colageno (WYNN, 2008).
Diversos genes conhecidos por estarem envolvidos nos mecanismos de
cicatrizacdo e fibrose s&o up-regulados nos animais que exibem
inflamacé&do polarizada-Th2 (HOFFMANN et al., 2001; SANDLER et al.,
2003). Além disso, diversos modelos experimentais de fibrose tém
documentado potente atividade anti-fibrotica de citocinas associadas
ao perfil Thl, como IFN-y e IL-12. Na esquistossomose, enquanto o
tratamento com IFN-y ou IL-12 ndo tem efeito no estabelecimento da
infeccdo, a deposicdo de coldgeno associada ao granuloma é
significativamente diminuida (WYNN et al., 1995). Resultados similiares
foram obtidos em modelos de fibrose pulmonar, renal e hepatica
(GURUJEYALAKSHMI; GIRI, 1995; OLDROYD et al., 1999; KEANE et
al., 2000; POYNARD et al., 2003). Como esperado, grande numero de
genes induzidos por IFN-y sdo up-regulados na resposta Thl, sem a
ativacdo de genes associados a fibrose (HOFFMANN et al., 2001;
SANDLER et al., 2003). Assim, a resposta Th2 ativa a deposi¢cdo de
coldgeno, enquanto a resposta Thl inibe este processo, indicando
assim papéis opostos para estas respostas no reparo tecidual (WYNN,
2004; BORTHWICK et al., 2013). Conforme dados obtidos neste estudo,
0 aumento das citocinas de perfil Thl estd de acordo com a diminuigcao
da fibrose observados nos animais infectados e tratados com IL-9,
sugerindo que o tratamento com IL-9 ao estimular citocinas de perfil
Th1l controlou a parasitemia e diminuiu a fibrose induzida por T. cruzi,
tendo assim um possivel papel protetor durante a fase aguda da

infeccao.



71

Mastocitos apresentam um importante papel na formacdo do
tecido conjuntivo, liberando mediadores que estimulam a proliferacao
de fibroblastos e a sintese de colageno (JORDANA, 1993;
GARBUZENKO et al., 2002). Apesar de diversos estudos terem descrito
a correlacdo positiva entre a densidade destas células e a fibrose no
esd6fago (PEREIRA, 1972), célon (PINHEIRO et al., 2003) e lingua (DE
LIMA PEREIRA et al., 2007) de pacientes chagasicos, nossos
resultados ndo apresentaram tal relacdo uma vez que ndo se observou
diferenca estatistica entre as quantificacdes de mastocitos cardiacos
totais nos animais néao infectados e nos animais infectados.

Meuser-Batista e colaboradores (2011) ao tratarem camundongos
infectados com um estabilizador de mastocitos e observarem aumento
na parasitemia, nos niveis de IFN-y, na mortalidade e nos danos
cardiacos destes animais, demonstraram que 0S mastécitos séo
importantes no controle da infeccdo aguda por T. cruzi. Além disso,
esses autores demonstraram reducdo destas células no peritdbnio e no
coracdo durante o inicio da fase aguda da infeccdo e sugeriram tal
fendmeno a diversos fatores, tais como, 1) secrecéao local reduzida dos
fatores de sobrevivéncia de mastoécitos, 2) expressdo dos receptores de
morte, e/ou 3) migracdo reduzida dos precursores sanguineos dos
mastocitos. Similarmente, nossos resultados demonstraram diminuicao
na quantidade de mastocitos totais em todos o0s camundongos
infectados, embora sem significancia estatistica. Em concordancia com
Chapadeiro e colaboradores (1988) que também observaram diminuicao

no numero de mastocitos cardiacos em ratos na fase aguda da
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infeccdo. Porém outros estudos realizados em ratos e humanos
cronicamente infectados demonstraram significante aumento destas
células no coracao, colon e esb6fago, sugerindo que o0 maior
recrutamento de mastocitos esta relacionado com a fase crbnica da
doenca (ALMEIDA et al., 1975; CABRAL et al., 2002; PINHEIRO et al.,
2003; MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2015).

E importante salientar que a concentracdo das citocinas adotada
neste estudo foi inferior as utilizadas na literatura até agora, o que
poderia explicar as alteracdes dos parametros avaliados. Adotamos
esta concentracdo fisiolégica uma vez que o desenvolvimento do
gquadro clinico mais grave da doenca de Chagas, a CCC, esta
associado a forte autoimunidade e resposta Thl, e o balan¢co entre as
respostas Thl e Th2 mostra-se adequado no controle da infeccdao
(GUEDES et al., 2009; GUEDES et al., 2010; BASSO, 2013; SOUSA et
al., 2014).

A resposta imune do hospedeiro e a manipulacao exercida pelo
parasita nesta resposta sao areas-chave de estudo que devem ser
entendidas a fim de alcancar as metas para desenvolvimento de
vacinas seguras e eficazes além de tratamentos que controlem esta
importante doenca. Embora esteja claro que cada citocina nao atua
isoladamente, mas compde uma complexa rede de interacdo, o estudo
do papel individual de cada uma € -essencial na geracdo de
conhecimento sobre a resposta imune do hospedeiro modulada pelo

parasita.
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6. CONCLUSOES
e Os tratamentos com as citocinas recombinantes murinas IL-3, IL-7
ou IL-9 néo alteraram os parametros clinicos analisados
(mortalidade, morbidade e variacdo do peso corporal) dos animais

infectados com T. cruzi durante a fase aguda da infecgéo.

e O tratamento com a citocina recombinante murina IL-3 diminuiu a
inflamacédo cardiaca nos animais infectados com T. cruzi na fase

aguda da infeccéao.

e Os tratamentos com as citocinas recombinantes murinas IL-3, IL-7
ou IL-9 ndo alteraram a quantidade de mastocitos recrutados no
tecido cardiaco dos animais infectados com T. cruzi na fase

aguda da infeccéao.

e O tratamento com a citocina recombinante murina IL-7 aumentou
a dosagem sérica de IL-5 nos animais infectados com T. cruzi

durante a fase aguda da infeccao.

e O tratamento com a citocina recombinante murina IL-9 aumentou
a dosagem sérica de citocinas de perfil Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a)
e diminuiu a fibrose cardiaca nos animais infectados com T. cruzi
durante a fase aguda da infeccdo, sugerindo um possivel papel

protetor desta citocina neste contexto.
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ANALISE FINAL N2 151/13 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 042/13

Projeto Pesquisa: “Efeito do tratamento com IL-3, IL-7 efou IL-9 em
camundongos experimentalmente infectados com Trypanosoma cruzi durante a
fase aguda da doenca”.

Pesquisador Responsavel: Claudio Vieira da Silva

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatdrio final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
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