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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 17 capitulos, o volume 2 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
teodricos e revisOes da literatura aplicados ao ensino e a saude. Neste volume
vocé encontra atualidades nas areas de biologia geral, parasitologia, imunologia,
anatomia, ensino de ciéncias, educagdo em salde e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biolégicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas
multiprofissionais, especialmente, no &mbito do ensino e da saude relacionados as

ciéncias biologicas

Edson da Silva
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RESUMO: A doenga de Chagas é causada pelo
parasito protozoario intracelular Trypanosoma
cruzi, o qual acomete milhdes de pessoas em
todo o mundo. Nos Ultimos anos, a transmissdo
pela via oral da doenga de Chagas tem ganhado
grande importancia e muitos autores demonstram
que T. cruzi é capaz de infectar o estbmago e
se espalhar para diferentes 6rgdos e tecidos
apos a infecgéo por via oral. No entanto, pouco
se sabe sobre a resposta imune do hospedeiro
no estbmago. Assim, o presente estudo propds
analisar os eventos imunolégicos que ocorrem
in situ. Nossos dados revelaram um aumento da
secrecdo de IL-12 e mastocitose no estémago
de camundongos experimentalmente infectados
por via oral. Durante a fase aguda da infecgao
por T. cruzi, a alta produ¢do de IL-12 parece
ser o principal mecanismo desencadeado na
tentativa de controlar o parasitismo em modelo
murino. Em contrapartida, o aumento no nimero
de mastécitos pode ter um papel importante na
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promocdo de um ambiente adequado para a
persisténcia do parasito, inibindo a expressao de
citocinas proé-inflamatérias.
PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma
infeccéo oral, resposta imune.

cruzi,

HIGH EXPRESSION OF IL-12 AND
MASTOCYTOSIS ARE EARLY EVENTS
IN STOMACHS FROM Trypanosoma cruzi
EXPERIMENTALLY INFECTED MICE BY
ORAL ROUTE

ABSTRACT: Chagas disease is caused by the
intracellular protozoan parasite Trypanosoma
cruzi that affects million people worldwide. In
recent years, the oral route has gained great
importance and many authors have demonstrated
how efficiently T. cruzi infects stomach and
spread to different organs and tissues upon oral
inoculation. However, little is known about host
immune response in stomach. Then, we proposed
to analyze the immunological events that occur
in situ. Our data revealed upregulation of IL-12
secretion and mastocytosis in stomach from orally
infected mice. During acute T. cruzi experimental
infection, up-regulation of IL-12 seemed to be
the major mechanism ftriggered in attempt to
control parasitism in murine models. Conversely,
mastocytosis may play role in promoting a
suitable environment for parasite persistence by
inhibiting pro-inflammatory cytokines expression.
KEYWORDS: T. cruzi, oral infection, immune
response.

Capitulo 3



11 INTRODUGAO

A doencga de Chagas é causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi
que tem acometido entre 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, e estima-se
que causa mais de 10.000 mortes por ano (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2015; STANAWAY, ROTH 2015). O conhecimento sobre a biologia da infec¢éo por T.
cruzi foi alcangado principalmente a partir de estudos com camundongos infectados
pelas vias intraperitoneal e subcutanea (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2015). No entanto, nos ultimos anos, a infeccdo oral tem ganhado relevancia devido
a sua importancia epidemiologica. Estudos por infeccdo oral demonstram o papel de
diferentes proteinas presentes na superficie das formas tripomastigotas metaciclicas
na interagé@o parasito-mucosa géastrica, garantindo a infeccéo por T. cruzi.

Alguns estudos (CORTEZ, 2003; NEIRA et al., 2003; YOSHIDA, CORTEZ
2008) tem demostrado que, durante a infeccdo oral por T. cruzi, tripomastigotas
metaciclicos sédo capazes de alcancarem o estdmago e resistir as condi¢des
adversas do meio gastrico devido a protecdo mediada por gp35/50, glicoproteinas
de superficie semelhantes a mucina, as quais sdo altamente resistentes a proteolise.
Além disso, a gp82 de T. cruzi parece se ligar a mucina gastrica do hospedeiro,
permitindo a invasdo parasitaria por rompimento da camada de muco. Uma vez
quebrada a barreira, tripomastigotas metaciclicos invadem eficientemente o epitélio
da mucosa géstrica e se disseminam para varios 6rgaos e tecidos (HOFT et al.,
1996).

Nesse contexto, alguns autores demonstraram que apds a inoculagéo oral,
T. cruzi € capaz de migrar para esOfago/estbmago (HOFT et al., 1996), coracao
(GUARNER et al., 2001), figado (HOFT et al., 1996), masculo (BUCKNER et al.,
1999), rim (BUCKNER et al., 1999) e sistema nervoso central (ANDRADE et al.,
1999). Desde entdo, questdes importantes foram levantadas, incluindo a possivel
modulacéo da resposta imune local e o impacto na imunidade regional e sistémica
(HOFT et al., 1996; NEIRA et al., 2003; DE MEIS et al., 2013). No entanto, ha poucos
estudos que demonstram os eventos imunoldgicos que ocorrem especificamente na
mucosa gastrica, assim como a sua importancia para o controle inicial da infecg¢éo.
Por essa razdo, o presente trabalho teve como objetivo compreender alguns
eventos imunoldgicos que ocorrem no estdmago de camundongos infectados

experimentalmente por via oral durante a fase aguda.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Declaracao de animais e ética

Camundongos machos BALB/c com seis a oito semanas de idade foram

Ciéncias Biologicas: Consideracoes e Novos Segmentos 2 Capitulo 3 “



fornecidos e mantidos sob condigées padrao em um ciclo de 12 horas claro/escuro
em uma sala com temperatura controlada, comida e 4gua ad libitum. A manutencao e
o cuidado desses animais obedeceram as diretrizes do Comité de Etica em Animais
da Universidade Federal de Uberlandia. A eutanéasia dos animais foi realizada de
acordo com o American Veterinary Medical Association Guidelines on Euthanasia.
O Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia
aprovou este estudo (nUmero de protocolo 056/13).

2.2 Parasitos, infeccao e parasitemia

Tripomastigotas metaciclicos (cepa Y) de T. cruzi foram obtidos a partir da
cultura axénica de epimastigotas estacionarios em meio de Infusdo de Triptose
(LIT) (pH 7,8), suplementado em 10% Soro Fetal Bovino (SFB), 0,2% glicose e
1% de solucédo de antibidticos (60 mg/L penicilina, 40 mg/L gentamicina e 10 mg/L
estreptomicina) (SILVA et al., 1953).

Camundongos BALB/c foram infectados por via oral por gavagem. Cada
animal recebeu o in6culo de 10° tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi (cepa Y)
diluidos em 300 mL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) 1x. Os animais
foram divididos em quatro grupos: trés grupos infectados (10,20 e 40 dias de
infeccé@o) e um grupo controle (animais néao infectados). O grupo controle recebeu
um in6culo de 300 mL de PBS 1x. Os animais foram sacrificados aos 10, 20 e 40
dias pos-infeccao (dpi) e estbmagos foram removidos. Depois disso, uma parte de
cada 6rgéo foi colocado em solugao contendo inibidores de protease para dosagem
de citocinas por ELISA, e a porc¢éo restante foi usado para analise histologica.

A parasitemia foi detectada com 2, 4, 7, 11, 15, 21, 29 e 40 dias ap6s a
infeccéo, pela contagem de formas tripomastigotas sanguineas em 5 puL de amostras
de sangue obtidas via veia da cauda de camundongos infectados.

2.3 Analise histoldgica

Os estdbmagos designados para andlise histologica foram fixados em
formaldeido (10% em PBS 1x), depois desidratados em concentragdes crescentes
de etanol, diafanizados em xileno e finalmente embebidos em parafina. Cortes
seriados de 5 ym de tecido foram cortados e cortes adjacentes foram corados
com hematoxilina e eosina (HE) ou azul de toluidina. As imagens foram obtidas em
microscépio Leica DM500 acoplado a camera e ao software Las Ez.

2.4 Analise de citocinas no estdmago

As amostras de estdmago foram coletadas e mantidas em solugédo de
inibidores de protease (Sigma Aldrich) para evitar a degradacéao de proteinas. Os
niveis de citocinas foram quantificados a partir do homogenato do estémago de
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ambos os grupos, infectado (10, 20 e 40 dpi) e néo infectado. Os niveis de IL-12,
IL-18, TNF-a e IL-4 foram medidos pelo ensaio de ELISA, de acordo as normas do
fabricante (BD Biosciences®).

2.5 Quantificacao de macréfagos a partir da cavidade peritoneal

Para quantificar o numero de macr6fagos na cavidade peritoneal, inoculamos
5 mL de meio a 4°C na cavidade peritoneal de cada animal. O fluido peritoneal foi
aspirado com uma seringa € o numero de macréfagos foi contado (KUEHN et al.,
2014).

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi determinada por One-way ANOVA, e pelo teste de
comparacao multipla de Turkey’s (paramétrico) ou teste de Kruskal-Wallis (ndo
paramétrico) pelo GraphPad Prism (GraphPad Software © Inc., San Diego, CA,
EUA), versao 6.01. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

T. cruzi é capaz de causar cardiomegalia, megacélon e megaesd6fago ao longo
da infecgéo cronica, além de esplenomegalia durante infeccdo aguda (ANTUNEZ,
CARDONI 2000). Curiosamente, apesar de diferentes estudos (HOFT et al., 1996;
HOFT, 1996; GUARNER et al., 2001; NEIRA et al., 2003; YOSHIDA, CORTEZ 2008)
demonstrarem o papel critico do epitélio da mucosa géstrica durante a infec¢éo oral,
pouco se sabe sobre o impacto do parasitismo na arquitetura do estbmago.

Nesse sentido, propomos avaliar o impacto da infec¢ao oral por T. cruzi no
epitélio estomacal ao longo da fase aguda in vivo. Surpreendentemente, observamos
que as camadas muscular e da submucosa se apresentaram normais (Figura 1A-
D). No entanto, acreditamos que apés a invaséo do epitélio da mucosa gastrica, os
parasitos passam por um processo de multiplicagcéo intracelular no inicio da infec¢ao
e, no 7° dpi, esse patdgeno lisa as células infectadas e atinja a circulagao sistémica
com pico de parasitemia em torno de 11 a 15 dpi (Figura 1E).
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Figura 1: Epitélio do estémago de camundongos BALB/c infectados nao sofreu
alteracoes significativas ao longo da infeccdo aguda. Imagens representativas de
cortes histologicos corados com HE mostraram um epitélio da mucosa gastrica normal

no grupo controle (A) e no grupo infectado com 10 dpi (B), 20 dpi (C) e 40 dpi (D).

Apbs a invaséo do epitélio da mucosa gastrica, os parasitos apresentaram uma forte

multiplicagéo intracelular observada na circulagéo sistémica (E).

Em relagéo aos niveis de citocinas de IL-12, IL-13, TNF-a e IL-4, observamos
caracteristicas importantes (Figura 2A-D). Enquanto a IL-18, TNF-a e IL-4 foram
regulados negativamente, a expressao de IL-12 foi regulada positivamente em 20
dpi. Curiosamente, observou-se uma redugao do nimero de macrofagos peritoneais
com 10 e 20 dpi (Figura 2E). Neste sentido, sugerimos que com 10 e 20 dpi, os
macroéfagos peritoneais provavelmente foram recrutados para o estbmago para
participarem da resposta imune precoce direta contra os parasitos internalizados,
além de serem responsaveis pela alta produgéo de IL-12. Posteriormente, com 40
dpi os niveis de IL-12 foram reduzidos no estdbmago acompanhado do aumento do
numero de macrofagos no periténio.
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Figura 2: A expressao de IL-12 é regulada nos primeiros tempos durante a
infeccao oral. Amostras de estbmago foram coletadas de camundongos infectados
e ndo infectados. A infec¢éo oral por T. cruzi promoveu uma elevada producéo de
IL-12 com 20 dpi (A), regulagdo negativa do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (B),
interleucina-1p (IL- 1B) (C) e IL-4 (D) no estdmago. Além disso, durante 10 e 20 dpi,
observamos uma reducgao do numero de macréfagos peritoneais (E). ****p <0,0001;
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

A resisténcia do hospedeiro durante a infeccdo experimental por T. cruzi
depende da resposta imune inata e adquirida. Estes mecanismos desempenham
um papel importante no controle de parasitos e requerem esforgos combinados de
varios tipos celulares, tais como células TCD4*e CD8*, células NK e macroéfagos
(RODRIGUES et al., 2012). A IL-12 é uma citocina essencial para a polarizagédo
do perfil pro-inflamatério Th1 da resposta imune, além de estimular a producgéo de
IFN-y por células NK (ALIBERTI et al., 1996). Assim, propomos que ap0s a infec¢éo
oral, a resposta imune protetora do hospedeiro no estdmago seja impulsionada
principalmente pela regulag¢édo da IL-12.

Os mastocitos sé@o células chaves na resposta imune inata contra varias
infecgbes em modelos murinos. Estas células estéo estrategicamente localizadas na
interface do hospedeiro e do ambiente, tais como pele e mucosas, onde através da
secrecao de citocinas e quimiocinas desempenham um papel central na imunidade
inata e adaptativa (HEIB et al., 2008). Alguns estudos tém demonstrado o papel dos
mastbcitos durante a cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) (MEUSER-BATISTA
et al., 2011), megaesbéfago (MARTINS et al., 2015) e megacdlon (MARTINS et al.,
2014). No entanto, o envolvimento dos mastoécitos durante a infeccao oral por T.

Ciéncias Biologicas: Consideracoes e Novos Segmentos 2 Capitulo 3 “



cruzi permanece incerto. Analisando cortes histologicos de camundongos BALB/c
infectados por via oral, observamos mastocitose estomacal proeminente até 40 dpi
com evidente degranulacdo em 10 e 40 dpi (Figura 3A-B). O infiltrado de mastécitos
€ evidente na base da mucosa superficial entre o epitélio escamoso estratificado

queratinizado e o epitélio colunar que reveste a mucosa gastrica glandular (Figura
3C-F).
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Figura 3: A infecgcao oral promoveu alta mastocitose estomacal. O corte histologico
corado com azul de toluidina do estémago de camundongos BALB/c mostrou alta
quantidade de mastocitos em 40 dpi (A) com degranulag@o proeminente em 10 e 40
dpi (B). Imagens representativas dos nimeros de mastécitos na base da mucosa
superficial sdo mostradas no grupo néo infectado (C) e o grupo infectado com 40 dpi
(D). Asteriscos amarelos indicam os mastécitos. Além disso, mastécitos degranulados
também sdo mostrados com 10 dpi (E) e 40 dpi (F). Setas amarelas indicam os
granulos dos mastocitos. ****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

Além disso, sugere-se que o elevado niumero de mastécitos na mucosa do
estdbmago pode estar relacionado com a inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatérias, tais como IL-13 e TNF-a e contribuir para 0 aumento de danos nos
tecidos, tal como previamente descrito (MEUSER-BATISTA et al., 2011).

41 CONCLUSAO

Durante a fase aguda da infeccao oral por T. cruzi, a regulagéo positiva da IL-
12 parece ser um dos principais mecanismos envolvidos no controle do parasitismo.
A mastocitose pode ter papel importante na promoc¢ao de um ambiente adequado

para a persisténcia do parasito, inibindo a expresséao de citocinas pro-inflamatorias.
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