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RESUMO

Trypanosma cruzi, € o agente causador da doenca de Chagas. Essa
tripanosomiase tem se tornado um problema de sadde mundial devido a migracfes de
latinoamericanos a paises ndo endémico. Na América Latina com 0 sucesso da
implementacdo do controle da infestacdo doméstica pelo vetor e de transfusbes
sanguineas, a importancia da transmissdo congénita tem aumentado recentemente.
Considerando a cuidadosa regulacdo do sistema imune durante a gestacdo, nosso
objetivo foi investigar as mudancas causadas pela infeccdo por T.cruzi ao sistema imune
na progressao da gestagcdo. Foram utilizadas cepas G e Y de T cruzi para infectar fémeas
BALB/c antes ou depois do acasalamento com machos néo infectados. A presenca da
rolha vaginal foi usada como indicativo de acasalamento. As fémeas foram eutanasiadas
8 dias depois da confirmacdo da rolha vaginal. Foram usados trés grupos controles,
fémeas apenas infectadas, apenas gravidas e nenhuma das situacfes. Dois grupos de
fémeas foram infectadas antes do acasalamento e dois grupos 4 dias apds a confirmacéo
da rolha vaginal. O utero e o baco foram coletados para analises de imunohistoquimica,
gPCR, imunfluorescéncia e dosagem de citocinas. Nossos resultados mostraram que,
apesar do padrdo de marcacdo para MMPs ter sido semelhante entre os grupos, a cepa
mais virulenta de T.cruzi pode impedir a progressao da gestacdo quando anterior ao
acasalamento; a infeccdo aumentou de forma sistémica citocinas como IFN-y, IL-1p e
IL-4; e os leuc6citos no ambiente uterino se apresesntaram alterados, respondendo de
forma local a alteracdo sistémica causada pela infeccdo. Em conclusédo, esse trabalho
sugere que a infeccdo por T.cruzi pode prejudicar o desenvolvimento da gestacdo e a
resposta local a uma infeccdo sistémica foi capaz de controlar a infeccdo e permitir a
progressao da gestacao sob algumas dentre as condicdes analisadas.

Palavras-chave: Metaloproteinase; Gestagéo; Sistema imune; Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

Trypanosma cruzi is the causative agent of Chagas disease. This trypanosomiasis
has become a global public health problem due to migration of Latin Americans to non-
endemic countries. In Latin America with the succesful implementation of control
domiciliated vector infestation and blood transfusion, the importance of congenital
transmission has recently increased. Considering the tight regulation of immune system
during gestation, we aimed to investigate the changes in the immune system caused by
T.cruzi infection in the gestation outcome. T cruzi G and Y strain were used to infect
female BALB/c mice before or after mating with non-infected male mice. The presence
of vaginal plug was used as indicative of mating. Females were euthanized 8 days after
confirmation of vaginal plug. We used three female control groups, only infected, only
infected and non-infected and non-pregnant females. Two groups were infected before
mating and other two were infected 4 days after confirmation of vaginal plug. The
uterus and spleen were collected to immunochemistry, gPCR, immunofluorescence and
cytokine analysis. Our results showed that despite the MMP’s identification being
similarly among groups, T.cruzi higher virulent strain can impaire gestation outcome
prior mating; the infection also increased cytokines like IFN-y, IL-1p and IL-4; and
leucocytes in uterine environment was altered, responding locally to systemic changes
caused by T.cruzi infection. In conclusion this work suggests that T.cruzi infection can
impaire gestation outcome and local response to sistemic infection was able to control
the infection allowing pregnancy development in some conditions.

Keywords: Metalloproteinase, Pregnancy; Immune System; Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, esta
no grupo das doencas negligenciadas e se distribui por toda a América do Sul e Central
e pelo sul dos Estados Unidos. A fase aguda da doenca estd comumente associada a
sintomas comuns a outras infecgdes, e a fase crbnica da doenca é caracterizada por
sintomas como megacélon, megaesdfago e o mais comum entre todos a cardiomegalia
chagasica crénica.

O ciclo normal do protozoario na natureza inclui a transmissdo por meio de um
inseto hematdfago, popularmente chamado de barbeiro, que durante o repasto sanguineo
em mamiferos, incluindo o homem, elimina as formas infectantes de T.cruzi.

Além das formas de transmissdo através do inseto, o parasito pode ser transmitido
entre individuos por transfusdo sanguinea ou doacdo de 6rgdos, via congénita; por via
oral ou até mesmo por acidentes laboratoriais.

Considerando a forma de transmissdo congénita, buscamos estudar ndo s6 o
contexto da infeccdo como as alteracfes que o organismo sofre durante a gestacao.
Dentro dessas alteragdes avaliamos a resposta imune sistémica e algumas adaptacdes
locais para tolerar o feto e responder a infecgéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes Gerais

Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas, € um parasito
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e € caracterizado
morfologicamente por apresentar trés estagios evolutivos distintos: epimastigota,
tripomastigota e amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).

O ciclo do parasito & denominado heteroxénico, envolvendo um hospedeiro
vertebrado (mamiferos de varias espécies, incluindo o homem) e um vetor invertebrado,
representado por insetos hemipteros da Familia Reduvidae, cujos géneros de maior
relevancia sdo Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979). Durante o
repasto sanguineo em mamiferos infectados com T.cruzi, o inseto vetor pode ingerir
formas tripomastigotas sanguineas, que se transformam em epimastigotas no seu
estdbmago, dividindo-se no intestino médio com intensidade até se diferenciarem em
tripomastigotas metaciclicos (formas infectivas) no intestino posterior. Ao se alimentar
novamente o inseto defeca, eliminando formas infectantes do parasito, que podem
penetrar no organismo através de pele lesionada ou mucosas. Na corrente sanguinea do
novo hospedeiro, tripomastigotas metaciclicos invadem vérios tipos celulares, formando
um vacuolo parasitoforo intracelular, onde se diferenciam em amastigotas, forma
arredondada e sem flagelo externo, que causam lise do vacuolo. Estas sdo formas
replicativas do parasito que apds o rompimento da membrana do vacuolo se
multiplicam por divisdo binaria e diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos apds
cerca de cinco dias. O parasito é entdo liberado no intersticio, podendo invadir novas
células, ou serem ingeridos pelo inseto durante seu repasto sanguineo (DE SOUZA,
2000; MORTARA et al., 2008; HERNANDEZ OSORIO et al., 2010).

O envolvimento de formas amastigotas na manutencdo de infeccdo ativa foi
demonstrada em modelos experimentais. Acredita-se que a presenca destas formas,
designadas amastigotas intracelulares, no ambiente extracelular possa ser devido a lise
prematura das células infectadas, ou decorrentes da diferenciacdo de tripomastigotas
extracelulares, nesse caso sdo designadas amastigotas extracelulares; tal envolvimento
foi descrito em um subciclo alternativo, sendo essas formas capazes de invadir células
fagociticas e ndo fagociticas (PAN, 1978; LEY, 1988; MORTARA, 1991; ALVES;



Revisdo da Literatura | 18

MORTARA, 2009). Essa capacidade invasiva de amastigotas constitui in vivo um modo
alternativo de propagacédo do ciclo do parasito, o que contribui para a sobrevivéncia do
mesmo no hospedeiro vertebrado (REGO, 1956; BURLEIGH; ANDREWS, 1995).

As consequéncias em geral da infeccdo aguda por T.cruzi podem variar desde
sintomas mais simples, semelhantes a um resfriado, até miocardites assintomaticas, que
afetam a maioria dos individuos infectados. Também existem casos mais graves com
alto parasitismo tecidual e na corrente sanguinea em cerca de 10 % de individuos
infectados (CHAGAS, 1909; DIAS et al, 1956). Esse subgrupo pode desenvolver
miocardite fulminante, que frequentemente € fatal (ANDRADE, 1999). Por outro lado,
a maioria dos individuos infectados permanece livre de qualquer sinal clinico, séo
chamados de pacientes em fase indeterminada, e décadas mais tarde podem desenvolver
a forma de cardiomiopatia inflamatdria conhecida como Cardiomiopatia Chagasica
Crbnica. As manifestagbes na fase cronica também podem levar a quadros de:
megaesdfago, megacolon e lesdes no sistema nervoso periférico, ocasionando
desenervacdo (FREITAS et al, 2005; BILATE et al., 2008).

A patogénese da doenca de Chagas relaciona-se a diversos fatores do parasito,
hospedeiro e ambiente. Em relacdo ao parasito, ja € bem caracterizada a existéncia de
diversidade genética intraespecifica, demonstrada pelas diferencas bioldgicas,
bioguimicas e moleculares de isolados do parasito (ANDRADE et al., 2002; MACEDO
et al.,, 2004; DUTRA et al.,, 2008; DUTRA et al., 2009; FREITAS et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2010).

Devido a variabilidade genética e bioldgica de T.cruzi e a partir de estudos de
polimorfismo genético, esta espécie foi primeiramente agrupada em duas grandes
linhagens filogenéticas: T.cruzi I, associado com o ciclo silvestre e T.cruzi 11, ligado a
doenca humana. E, ap6s um consenso em relacdo a classificacdo das cepas, foi definido
a divisao da espécie em seis subgrupos (T.cruzi 1-VI). A cepa G (YOSHIDA, 1983) foi
classificada dentro do grupo I, e a cepa CL (BRENER; CHIARI, 1963), que antes
pertencia ao grupo Il, agora pertence ao grupo VI, grupo que inclui a cepa Y (SOUTO
et al., 1996; MACEDO et al., 2004; ZINGALES et al., 2009). Estas cepas apresentam
mecanismos diferentes de interacdo com a célula hospedeira, e, consequentemente
infectividade diferente (MORTARA et al., 2005; ALVES; MORTARA, 2009).
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2.2 Formas de Transmissao

As principais formas de transmissdo de T.cruzi correspondem a transmissdo pelo
vetor, transmissdo pela transfusdo sanguinea, via congénita e via oral. Consideram-se
formas alternativas de transmissdo as demais vias: transplante de 6rgdos e acidental.
Outras formas sdo vistas como excepcionais ou hipotéticas, como via sexual,
contaminac0es através de outros vetores e por préaticas esdrixulas, como juras de amor
(rituais religiosos que envolvem troca sanguinea entre 0s parceiros) e uso comunitario
de drogas injetaveis (CHIEFFI; AMATO NETO, 2011; DIAS; MACEDO, 2005).

Com os avangos no controle dos vetores domiciliados e o rigoroso controle em
bancos de sangue em toda area endémica, outras vias de transmissao comecaram a ter

maior importancia. Como as vias de transmissdo oral e congénita (DIAS, 2007).

De acordo com o Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas (CBDC), é considerado
caso congeénito criangas nascidas de mées infectadas, com a confirmagao do parasito no
sangue do recém-nascido e/ou a detec¢do de anticorpos ndo maternos na crianga apos 0s
seis ou sete meses de idade, desde que sejam excluidas outras formas de transmissdo
(CARLIER et, 2002 ; MOYA ; MORETT]I, 1997). Os casos de transmissdo congénita
de T.cruzi sdo em sua maioria assintomaticos e afetam gravemente a sobrevivéncia do
recém-nascido (GURTLER ; SEGURA; COHEN, 2003).

O parasito alcanca a circulacdo fetal por via sanguinea, como resultado de
inflamagdo na placenta, onde se encontra focos inflamatérios agudos e/ou crénicos,
areas de necrose, presenca de células gigantes e parasitismo das células trofoblasticas e
macrofagos. O parasito pode entrar de forma ativa na circulacdo fetal, ndo existindo
uma correlacdo direta entre 0 numero de parasitos na placenta e a infeccao fetal (PIAT
et al, 2009).

Estudos mostram que clinicamente, mais de 70% das criangas com transmissao
congénita sdo normais e assintomaticas. Um numero nunca maior que 10% pode
apresentar clinica potencialmente grave, com quadro febril, hepatoesplenomegalia,
miocardite, meningoencefalite ou prematuridade. Nesses casos, hd um elevado risco de
morte, devendo ser prontamente diagnosticados e tratados (ALTCHEH, 2011; MOYA ;
MORETTI, 1997).
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No Brasil o risco de transmissdo congénita em gestantes infectadas é de
aproximadamente 1%. E essa propor¢do pode aumentar em outras areas da América
Latina, chegando a 12%. Fendmenos de globalizacdo e migracgdes internacionais tém
contribuido para o surgimento de novos casos de Doenca de Chagas em paises nédo
endémicos (SCHMUNIS; YADON, 2010). Na Espanha, aconteceu uma imigracédo
intensa nos ultimos dez anos, sendo que entre 1998 e 2010 o nimero de estrangeiros
registrados cresceu quase sete vezes, e aproximadamente 2 milhdes dos imigrantes sdo
da America do Sul e Central (Instituto Nacional de Estatistica, 2012). Um levantamento
feito em 2008 indicava na Espanha mais de 50 mil casos (Instituto Oswaldo Cruz). A
migracdo de mulheres soropositivas para T.cruzi, em idade fertil, vindas da América
Latina para paises desenvolvidos pode disseminar a doenca de Chagas em areas nao

endémicas através da transmissao vertical (JACKSON et al, 2009).

Ao mesmo tempo em que a doenca de Chagas é considerada uma das parasitoses
mais graves das Ameéricas, é também uma das enfermidades mais subestimadas. A
infecgdo diagnosticada ainda na gravidez é facilmente tratada em recém-nascidos, com
elevadas taxas de cura, chegando a quase 100%. As drogas utilizadas atualmente
Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e Benznidazol (Radanil®, Roche) (RASSI et al, 2007)
sdo contraindicados em gestantes, porém toleradas em criancas (PIAT et al, 2009).
Contudo, poucos sdo 0s servicos de pré- natal que incluem, rotineiramente, sorologia
para doenca de Chagas em gestantes procedentes ou naturais de areas endémicas para
esta enfermidade (FRAGATA FILHO et al, 2009)

A falta de deteccdo precoce dos casos de Chagas congénita leva muitas vezes a
evolugdo dos mesmos a formas cronicas e subseqiiente diminuicdo da qualidade de vida
que, somada ao custo elevado do tratamento, se torna um problema de saude publica
(PIAT et al, 2009).

2.3 T.cruzi e Gestacao

O organismo reage a grande variedade de agentes fisicos, quimicos e biol6gicos
potencialmente lesivos, aos quais 0s animais sdo expostos diariamente, para isso conta
com o sistema imune, capaz de identificar substancias “proprias” e “ndo proprias”,
preparando mecanismos de defesa para evitar a ocorréncia de doencas. Em algumas
situagdes, este sistema organico precisa também tolerar a presenca de organismos, que

sdo considerados “ndo proprios”, para garantir eventos primordiais na manutencao e
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perpetuacdo da vida. A gestacdo é um exemplo desta situacdo e para que a reproducao
seja viavel é fundamental que o organismo materno tolere a presenca do feto até que
este venha a termo (VASCONCELLOS et al, 2003).

Um paradigma inicial para a forma como ocorre essa resposta imunolégica afirma
que citocinas de perfil Thl exercem efeito prejudicial, induzindo a reacédo inflamatdria e
a necrose placentaria, podendo assim comprometer o desenvolvimento do feto e/ou
placenta. Por outro lado, as citocinas Th2 seriam benéficas para a gestacdo, promovendo
proliferacdo e diferenciacdo de células trofoblasticas e a placentacdo, além disso,
desempenhando um papel protetor sobre a unidade feto-placentéaria inibindo a producéo
de citocinas do tipo Thl. Essa teoria afirma que o sucesso gestacional esta associado ao
desenvolvimento preferencial de perfil Th2. Sendo um processo cuidadosamente
regulado (WEGMANN et al, 1993).

A interacdo da gestacdo e sistema inume, tem duas consequéncias em uma infecgédo
parasitaria. Primeiro, a gestacdo pode favorecer a sobrevivéncia de muitos parasitas que
necessitam de uma resposta tipo Thl (T helper 1) para serem controlados. Segundo,
infeccdes parasitarias que induzem uma resposta do tipo Th1l exacerbada podem afetar a
gestacdo. A citocina pro-inflamatéria IFN-y tem sido relatada como potencialmente
deletéria para a concep¢do (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER, 2001)

A atividade do sistema imune esta diretamente relacionada com a presenca de
células como leuctcitos, componentes importantes do Utero (decidua e miométrio)
normalmente em um quadro gestacional e desempenham multiplos papéis ao longo da
gestacdo, incluindo: implantacdo, estabelecimento da unidade fetoplacentéria, tolerancia
materna ao feto semi-alogénico, defesa contra infeccGes e a indugdo ao parto (AREK;
HECHER, 2013). Mesmo no endométrio de um Gtero normal os leucdcitos tém sido
encontrados nas fases proliferativas e no inicio da fase secretoria mensal e seus nimeros
aumentam significativamente no momento de uma possivel implantacdo
(THIRUCHELVAM et al, 2013).

Além da resposta imunolégica, proteinas como metaloproteinases (MMPs), também
sdo importantes para o sucesso gestacional. Durante processos fisioldgicos normais, tal
como embriogénese e cicatrizacdo de feridas, a atividade de MMPs é cuidadosamente

regulada pela combinacdo da ativacdo ou inibicdo de seus ativadores. (BREW,
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NAGASE, 2010). Um balanco entre essa ativacdo e inibicdo é essencial para evitar
atividades descontroladas de MMPs, que podem causar inUmeras patologias, tais como
progressdo tumoral, doencas vasculares, neurodegenerativas e autoimunes
(ROSENBERG et al 2009).

Estudos realizados por Castillo e colaboradores em 2012, mostraram que T.cruzi
induz aumento tanto na expressdo quanto na atividade de MMP-2 e MMP-9, MMPs
constitutivamente expressas, em vilosidade coridnica. Além disso, a inibicdo de MMPs
preveniu o dano ao tecido induzido por T.cruzi e diminuiu parcialmente a infec¢do ex
vivo da vilosidade coribnica, indicando que essas proteinas sdo parcialmente
responsaveis pelas mudancas na matriz extracelular (MEC) observadas em vilosidades

corionicas humanas durante a infecg¢éo por T.cruzi e que participam na invasao tecidual.

Dados recentes em fémeas de camundongos Balb/c infectadas com T.cruzi,
mostraram que a infeccdo aguda € prejudicial para a progressdo da gestacdo, podendo
impedir drasticamente o desenvolvimento embrionario, como abortos espontaneos, e em
alguns casos levando a infertilidade (CENCIG et al 2013; NOTARIO et al 2013).

Dessa forma, mais estudos sdo necessarios a fim de buscar os mecanismos pelos
quais a infeccdo por T.cruzi prejudica o desenvolvimento normal da gestacdo. A fim de
fornecer futuras abordagens terapéuticas e profiléticas, podendo melhorar a qualidade
de vida da gestante e do feto, como a prevencdo de abortos espontaneos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil imunologico e citohistologico de fémeas infectadas com cepa G

ou Y de T.cruzi no antes ou depois do inicio da gestacao.

3.2 Objetivos Especificos

e Acompanhar o desenvolvimento inicial da gestacdo de fémeas com infeccao
experimental pelas cepas G ou Y de T.cruzi

e Analisar o perfil de citocinas em tecidos maternos e embrionarios.

e Analisar infiltrado inflamatorio em tecidos uterinos e/ou embrionarios.

e Comparar a capacidade de engravidar e de manter a gestacdo em diferentes fases

de infeccao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Células

Células Vero (fibroblastos de rim de macaco verde da Africa), foram utilizadas
para manutencdo do ciclo de T.cruzi in vitro. Foram cultivadas na presenca de meio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (DMEM-10% SFB) e mantidas a 37°C com atmosfera imida e 5% de
CO.a.

4.2 Parasitos

Neste estudo, foram utilizadas as cepas G (YOSHIDA, 1983) e Y (BRENER,;
CHIARI, 1963) de T.cruzi. Os parasitos foram mantidos em células descritas
anteriormente, com sucessivos repiques para dar continuidade ao ciclo de T.cruzi. Apos
0 rompimento das células, o meio da garrafa de cultura foi retirado e centrifugado. Em
um primeiro momento a 1500 rpm por 5 minutos, para a separacao dos restos celulares
presentes, logo apo6s o pellet formado foi descartado e o sobrenadante centrifugado a
4000 rpm durante 10 minutos. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de phosphate buffered saline (PBS) para

posterior contagem em camara de Neubauer.

4.3 Animais

Camundongos Balb/c foram mantidos em condi¢des padrdes de temperatura (25
+ 2 °C) e iluminacdo (ciclo alternando 12 horas com luz 12 horas em auséncia de luz),
com alimento e &gua ad libitum. A manutengdo e cuidado dos animais estiveram de
acordo com o Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal de Uberlandia.
A eutanasia dos animais foi realizada de acordo com os fundamentos internacionais de
bem-estar animal, conforme OrientacGes da Associacdo Médica Veterinaria em
Eutanésia (2007). Protocolo CEUA 040/15 (ANEXO ).

4.4 Infecgdo dos Animais

Camundongos fémeas de Balb/c de seis a oito semanas de idade foram
infectados com 5 x 10* tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) de T.cruzi das cepas

G ou Y via intraperitoneal (IP).
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4.5 Acasalamento e Deteccdo de Prenhez

Fémeas virgens de Balb/c foram colocadas nas gaiolas dos machos na propor¢éo
de duas fémeas para cada macho. Apo6s 14 horas, foi verificada a presenca da rolha
vaginal (mistura de sémen e secrecdo vaginal). O dia em que foi observada a presenca
da rolha vaginal foi considerado o primeiro dia de gestacdo. As fémeas dividas em 8
grupos de 6, sendo 4 grupos infectados (Figura 1) e 4 grupos controles. O controle I ndo
foi infectado, as fémeas foram apenas colocadas para acasalar; as fémeas do controle 11
foram infectadas apenas com TCT da cepa G e as fémeas do controle 111 com TCT da
cepa Y. As fémeas do controle IV ndo estavam nem infectadas e nem gravidas. Todas as

fémeas foram sacrificadas no 8° ou 9° dia apds a observacédo da rolha vaginal.

DIAS
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
GRUPOS | | | | | | | | Periodo de
I | | I | I | | —CGestacdo
Periodo de
G antes ‘ + Infecgiio
v
RV Rolha
Y antes _— - + Vaginal
u
~ Inicioda
G depois + u Infeccdo
u .
+ Diado
Y depois + sacrificio
u
Controlel +
RV

Figura 1: Linha do tempo ilustrando a diferencga entre os grupos. O grupo Controle I ndo foi infectado.
Todas as fémeas foram colocadas para acasalar no mesmo periodo.

4.6 Obtencao dos Tecidos para Analise

Animais foram anestesiados com 0,2 mL ( para cada 100 gramas do animal) de
uma solugdo contendo Cetamina a 37,5 mg/mL e Xylasina a 5 mg/mL em agua, e logo
ap6s foram eutanasiadas de acordo com as regras do Comité de Etica local. Logo
depois, foi feita uma laparotomia. Foram coletados bago e utero dos animais. Aquelas
fémeas que tinham sitios de implantacdo foram consideradas fémeas gravidas e tais
sitios foram coletados. Das fémeas ndo gestantes foi coletado todo o Utero. As amostras
de Utero/ sitio de implantacdo foram separadas para posterior processamento histologico
e para PCR.
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4.7 Armazenamento das Amostras

As amostras de tecido foram armazenadas em Protease Inhibitor Cocktail 1° com
quantidade suficiente para cobrir completamente a amostra. Logo depois de maceradas,
as amostras de tecidos foram mantidas em freezer -20°C.

Os orgéos coletados para morfoldgica e imunohistoquimica foram mantidos em
formol 4% durante 24 horas e posteriormente armazenados em alcool 70% até o

momento do processamento para inclusdo em parafina.

4.8 Dosagem de Citocinas por ELISA

A dosagem de citocinas foi feita em amostras de bacos maternos. Foi utilizada a
reacdo de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) indireta. As reacdes foram
feitas de acordo com o protocolo do fabricante do kit BD Biosciences®. A leitura foi
feita em absorbancia de 450 nm. As citocinas dosadas foram: IFN-y, TNF-a, IL-1B, e
IL-4.

4.9 Anélise Morfoldgica

Cortes histoldgicos de 4um foram feitos a partir dos blocos parafinados, no caso
dos sitios de implantacdo foram feitos cortes sequenciais em todo o tecido e a
preferéncia para andlise foi para aquelas ldminas que continham corte de embrido.
Posteriormente esses cortes passaram por processo de desparafinizacdo e hidratacdo em
concentracdes decrescentes de alcool etilico para coloracdo com Hematoxilina-Eosina
(HE). Apds a coloragdo as Idaminas foram montadas e analisadas a microscopia Optica
nas objetivas de 4x, 10x e 40x. Analise do infiltrado inflamatério foi feita analisando 10

campos aleatdrios na objetiva de 40x com o auxilio de um patologista.

4.10 Ensaio Imunohistoquimico

A técnica utilizada para identificacdo da expressdo das proteinas MMP2 e
MMP9 foi a estreptavidina-biotina-peroxidase, todos os anticorpos foram adquiridos da
empresa Abcam®. As diluicBes consideradas para cada anticorpo, controle positivos,
bem como a referéncia dos mesmos estéo detalhados na Tabela 1.

Tabela 1: EspecificagBes dos anticorpos usados de acordo com as respectivas diluigdes padronizadas,
controles positivos empregados e referéncia

Anticorpos Diluicdo  Controle Positivo Referéncia

Anti- MMP2 1:1000 Carcinoma de prostata ab 86607
Anti- MMP9 1-1500 Linfoma ab 137867
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Para o ensaio imunohistoquimico, cortes teciduais de 4um de espessura foram
obtidos do blocos parafinados montados em laminas sinalizadas com Poly-L-Lisina®.
Os cortes foram desparafinizados em xilol e hidratados em concentragGes decrescentes
de etanol. Para a remocao do pigmento formolico os cortes foram imersos em solucéo
de hidréxido de amonio 10% em etanol 95%, por 10 minutos, em seguida as laminas
passaram por 7 lavagens em &gua destilada. A recuperacdo antigénica foi realizada de
acordo com a padronizacdo do laboratério e recomendacGes dos fabricantes, utilizando
solucdo tampao EDTA (pH 8.0) em Decloaking Chamber™ NxGen (Biocare Medical,
Concord, CA, USA) com ciclo de 110°C por 15 minutos. Apos o resfriamento e
lavagem em 5 banhos de agua destilada, os cortes foram submetidos primeiramente, ao
blogueio da biotina enddgena com solucéo de clara de ovo, na proporg¢éo de 2 claras de
ovo para 200ml de agua destilada, essa solucdo é previamente homogeneizada e filtrada
e entdo incubada com as laminas a TA, por 20 minutos. Em seguida, 10 lavagens em
agua destilada, para retirar todo o excesso da solucdo para entdo bloquear a avidina
endégena através do uso de leite em p6 desnatado Molico®, na proporcido de 30g de
leite para 180ml de agua destilada, a TA por 20 minutos, seguido de 10 banhos em &gua
destilada novamente. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizada com solucdo de
H,O, a 10%, em 3 banhos de 10 minutos cada, apds esse bloqueio os cortes foram
lavados em 5 banhos de agua destilada. Os cortes foram submetidos a 3 banhos de 5
minutos cada em solucdo tampdo TRIS-HCI (pH 7.4). Depois desses passos 0s cortes
estavam prontos para seguirem as incubagdes com o kit Starr Trek™ Universal HRP
Detection System (Referéncia: STUHRP700, Biocare Medical, Concord, CA, USA),
todas as incubacdes foram realizadas em camara Umida a TA, a primeira solucdo
utilizada foi a solucdo de bloqueio Background Sniper, por 15 minutos em camara
Umida a TA, para bloqueio de ligacGes inespecificas, depois desse passo é necessario a
retirada do excesso de background das laminas com auxilio de papel filtro. O préximo
passo foi a incubacdo com os anticorpos primarios, o tempo de incubacdo padronizado
para os anticorpos foi de 2 horas a TA.

Ap0s esse periodo de incubagdo, os cortes foram lavados em solucdo de TRIS-
HCI, em 2 banhos de 2 minutos cada, e entdo incubados com a solugdo Trekkie
Universal Link (disponivel no kit) contendo anticorpo secundario, a TA por 20 minutos.
Os cortes foram novamente lavados em TRIS-HCI, em 2 banhos de 2 minutos cada, e

imersos com a solucdo contendo o complexo terciario TrekAvidin-HRP (disponivel no
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kit), a TA por 10 minutos, seguido de lavagem em TRIS-HCI, em 2 banhos de 2
minutos cada novamente.

A revelacdo foi realizada com cromogeno DAB (disponivel no kit) por 3
minutos, ap0s esse passo o0s cortes foram lavados em agua corrente e depois
contracorados com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e finalmente montados. Os
controles positivos estdo especificados na Tabela 1 e a omisséo dos anticorpos

primarios foi utilizada como controle negativo.
4.11 Producao de Anticorpo Anti- T.cruzi

O anticorpo anti- T.cruzi foi produzido mediante a imunizacdo de um coelho
pesando cerca de 800g. Foram feitas trés imunizagdes com intervalo de sete dias entre
as administracdes. Sete dias apds a Gltima imunizacdo o sangue foi retirado por puncgéo
cardiaca. As imunizaces foram feitas com 10 parasitos da cepa G mortos por alta
temperatura (10 minutos a 90 °C) diluidos em PBS 1X e acrescentado o adjuvante na
proporcdo de 1:1. Na primeira imunizagdo foi utilizado o adjuvante de Freund completo
e nas duas seguintes o adjuvante incompleto. O anticorpo produzido foi testado in vitro
e in vivo (APENDICE 1).

4.12 Ensaio de Imunofluorescéncia

Laminas contendo cortes histolégicos foram submetidas a sucessivos
tratamentos para inibir a auto-fluorescéncia do tecido fixado em formol: iniciou-se o
processo de remoc¢do da parafina, com xilol e alcool; seguidos por tratamento com
Glicina 3% em PBS 1x por 10 minutos; bloqueio BSA 2,5% em agua destilada por
lhora a 37°C. Procedeu-se a marcacao de anticorpo primario anti — T.cruzi (soro
proveniente de coelhos previamente imunizados), na propor¢do de 1:500 diluidos em
PGN-saponina overnight a 4°C ; e, por fim, marcacdo do anticorpo secundario anti-
rabbit Alexa fluor 488 em verde na proporcdo de 1:200 para marcagdo do parasito e
DAPI na propor¢do 1:500 diluidos em PGN-saponina para marcagdo de nucleo.
Adicionou-se PPD, laminulas e estas foram vedadas com esmalte. As imagens foram
capturadas em microscopio confocal Carl Zeiss® nas objetivas de 40x e 63x.Como
controle positivo foram utilizados cortes de coragdes sabidamente positivos para

T.cruzi.
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4.13 Extracédo de DNA

A extracdo do DNA foi feita utilizando o kit comercial PureLink® Genomic
DNA Kit (Invitrogen, catalog number K1820-01), de acordo com as orientacfes do
fabricante. A quantidade e a pureza do DNA extraido foram determinadas por
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis).

414 QgPCR

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a reacdo de qPCR utilizando-
se 0 primer D71: 3-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-5', que amplifica uma regido do
gene 24s ribossomal de T.cruzi Tcl (110pb). Para as reacdes de qPCR, com um volume
final de 12,5 pL, foram adicionados 2 pL (~ 50 ng) de DNA. Utilizamos o reagente
SYBR ® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), contendo SYBR ® Green
Dye AmpliTag Gold ® DNA polimerase, dNTPs com dUTP, Rox referéncia passiva,
tampdo com componentes otimizados, e 10 UM de primer (D71 e D72). As reacdes
foram realizadas na plataforma ABI7300 (Applied Biosystems) com o seguinte
programa: 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos,
58°C por 45 seg e 72°C por 30 segundos. Apods o alongamento final da PCR, as
amostras foram submetidas a variacdo de temperatura de 50 a 95°C, com um aumento
gradual de 0,5 ° C / s para se obter a temperatura de fusdo (Tm) e produtos néo
especificos. Os resultados foram analisados utilizando o programa 7300 System SDS
Software vs. 1.4. Todas as extraces de DNA e as reacdes de amplificacdo foram
realizadas com controles negativos adequados para detectar a contaminacdo em
qualquer fase do processo e com controles positivos que deram resultados reproduziveis
durante todas as experiéncias. A curva padréo foi preparada a partir de diluicdo de 1010
copias de DNA/ pL (1010 a 105) de T.cruzi (cepas G )em 1mg/mL de BSA (soro
albumina bovina). Para o calculo das diluicdes foi utilizada a ferramente on line DNA
copy number calculation (http://www.thermoscientifichio.com/webtools/copynumber/).
Para cada curva padrdo, o software SDS 7300 (Applied Biosystems) procurou o melhor
ajuste entre os pontos, calculou a regresséo linear e forneceu o R2, o slope (inclinagédo
da curva) e o y-intercept. O R2 mede o quéo préximo € o ajuste entre a regressdo linear
da curva padrdo e os valores individuais de Ct das amostras padrdo (um valor de 1
indica uma ajuste perfeito entre a regressao linear e os dados individuais). O slope
indica a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio (um valor de 3,32 representa 100% de

eficiéncia), e o y-intercept indica o valor esperado de Ct para uma amostra com
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quantidade 1. Utilizando-se o slope pode se calcular a eficiéncia de cada reacdo, por
meio da formula: E= 10 (-1/slope) -1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2012).

4.15 Andlise Estatistica

A significancia dos experimentos foi determinada pelo método one way
ANOVA, realizado de acordo com o programa VassarStats (©Richard Lowry 1998-
2006), através do programa GraphPad Prism, versdo 5.01, sendo os resultados

considerados significantes quando p<0,05.



Resultados | 31

5. RESULTADOS

5.1 Sitios de implantacéo e desenvolvimento gestacional

A rolha vaginal foi vista em todas as fémeas, contudo consideramos gestantes

apenas aquelas fémeas que possuiam o sitio de implantacdo no Utero no dia em que

foram sacrificadas (Figura 2).

Figura 2: Em (A) uma ilustracdo da rolha vaginal, apontada pela seta, observada em todas as fémeas. Em
(B) a seta indica um sitio de implantagdo no Utero da fémea que foi considerada gestante.

Houve diferenca entre os grupos quando comparadas com as fémeas do grupo
controle. Aquelas fémeas que foram infectadas com a cepa Y antes do acasalamento néo
conseguiram ficar gestantes, enquanto 50% das fémeas infectadas com a cepa G na
mesma situacdo conseguiram engravidar. Quando a infec¢do ocorreu quatro dias apos a
rolha vaginal, houve um maior nimero de fémeas gestantes em ambas as cepas. Todas

as fémeas do grupo controle estavam gestantes no dia do sacrificio (Figura 3).
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Figura 3: Gréfico ilustrativo da porcentagem de fémeas gestantes e ndo gestantes. Comparativo entre os
grupos infectados e o controle gestante. O periodo da infeccdo pareceu influenciar naquelas fémeas
infectadas com a cepa Y mais do que em fémeas infectadas com a cepa G.
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Para entender a diferenca existente entre 0s grupos em relacdo a capacidade de
engravidar, analisamos alguns fatores que estdo envolvidos no sucesso da implantacéo e

desenvolvimento gestacional.

5.2 Identificacdo de MMP2 e MMP9

A identificacdo dessas proteinas de matriz foi feita por meio de ensaio
imunohistoquimico, analisando cortes histoldgicos de embribes e de uteros nédo
gestantes. Tais proteinas foram encontradas em Utero, infectado ou ndo, (dados nédo
mostrados) e estiveram expressas em sitio de implantacdo onde ha o embrido. MMP2 e
MMP9 foram identificadas principalmente na periferia da regido de contato do embrido
com a luz uterina (Figura 4). Sendo expressa por células embrionéarias (trofoblastos) e

por células maternas (células da decidua uterina).
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Figura 4: Identificacdo de MMP2 e MMP9 em tecidos embrionarios. Corte de embrido de oito dias no
controle I e na cepa Y e de 9 dias na cepa G. Grupos infectados depois da rolha vaginal Todos os grupos
expressaram uma quantidade semelhante de MMP2 e de MMP9. No controle | destaque de uma célula
trofobléstica expressando MMP2.Amento de 40x.

5.3 Andlise de infiltrado inflamatério

Apo6s a anélise de MMPs através de IHC-P cortes histoldgicos foram corados
com HE para avaliar infiltrado inflamatdrio nos tecidos. A infec¢do por T.cruzi mostrou
ser capaz de aumentar a presenca de células do sistema imune no Utero de fémeas que
estavam apenas infectadas (Controles Il e Il1), quando comparado com cortes de Gtero
de fémeas ndo gestantes (Controle V). Analisando os embrifes, tanto em fémeas
infectadas quanto em fémeas do grupo controle (Controle 1) houve presenca de células

do sistema imune préximas a luz uterina, local de contato com o embrido (Figuras 5 e
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6). Fémeas gestantes apresentaram um processo inflamatorio menos intenso em relagéo
aquelas fémeas apenas infectadas. Também puderam ser observadas caracteristicas
especificas como: aumento de neutrofilo em fémeas apenas infectadas; quantidade
semelhante de linfocitos em todos os grupos; presenca de plasmocitos em Utero de
fémeas do grupo Yantes; diminuicdo de eosindfilo em embrides e presenca de necrose

nos grupos de fémeas que foram infectadas antes da rolha vaginal (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizacéo qualitativa e semi-quantitativa de processo inflamatério em cortes de embrido e
Jou Utero. As caracteristicas foram classificadas de acordo com a intensidade, ausente (-), baixo (+),
moderado(++) e intenso (+++).

Controle Controle Controle  Controle G G Y Y

| 1 i v antes depois antes depois
Neutrofilo ++ +++ ++ + + + + +
Linfécito + + + + - + + +
Plasmdcito - - - - - - ++ -
Macrofago +++ + + + ++ ++ + ++
Células - - - - - - - -
Gigantes
Eosindfilo + +++ + + - - + -
Necrose - - - - + - ++ -

Intensidade ++ +++ + + ++ + ++ +
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Controle |

A

Figura 5: Colora¢do em HE evidenciando células do sistema imune em cortes de embrido Em azul:
neutrofilo; verde: macréfago;. Aumento de 4x a esquerda e de 40x a direita.
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Controle IV

Figura 6: Coloracdo em HE evidenciando células do sistema imune em cortes de Utero. Em azul:
neutrdfilo, amarelo: linfécito; preto: plasmdcito; verde: macr6fago; vermelho: eosindfilo e laranja: area de
necrose. Aumento de 4x a esquerda e de 40x a direita.
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5.4 Andlise de citocinas

A dosagem de citocinas foi feita em sobrenadante de tecido de baco das fémeas
para avaliar perfil de resposta imune sistémico. Os dados mostraram um e aumento de
IFN-y, citocina caracteristica de perfil Thl, em tecidos de fémeas infectadas antes da
rolha vaginal em ambas as cepas, com aumento maior na cepa Y, quando comparado
com o grupo controle. No caso da citocina IL-1, também de perfil Thl, houve aumento
apenas no grupo de fémeas infectadas com a cepa Y antes da rolha vaginal. Outra
citocina de perfil Thl dosada, TNF-o ndo apresentou diferenga entre os grupos. A
citocina de perfil Th2, IL-4, apresentou aumento significativo no grupo de fémeas
infectadas com a cepa Y antes da rolha vaginal e em fémeas infectadas com a cepa G

depois da rolha vaginal (Figura 7).
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Figura 7: Gréficos da dosagem de citocinas em sobrenadante de bago de fémeas infectadas. (A) Houve
aumento de IFN-y em tecidos de fémeas infectadas antes da rolha vaginal em ambas as cepas, com
aumento maior na cepa Y, quando comparado com o grupo controle | e 1. (B) No caso da citocina IL-1§
houve aumento apenas no grupo de fémeas infectadas com a cepa Y antes da rolha vaginal. (C) A citocina
TNF-a ndo apresentou diferenca entre os grupos. (D) A citocina de perfil Th2, IL-4, apresentou aumento
significativo no grupo de fémeas infectadas com a cepa Y antes da rolha vaginal e em fémeas infectadas
com a cepa G depois da rolha vaginal. Diferengas consideradas significativas quando p<0,05.

5.5 Detecgéo do parasita

As alteracbes observadas no ambiente embrionario e/ou uterino nos levaram a
buscar pela presenca do parasita nesse material. Devido a dificuldade de se achar o
parasita da cepa G em tecidos, para a pesquisa dessa cepa foi feita uma gPCR que
mostrou uma diminuicdo da carga parasitaria quando as fémeas estavam gestantes
(andlise feita em sitios de implantagdo), quando comparadas com o grupo controle,

fémeas apenas infectadas com a cepa G (analise feita em utero) (Figura 8).
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A pesquisa pela presenca de parasitos da cepa Y em tecido foi feita por meio de
reacdo de imunofluorescéncia. Pelos resultados da imunfluorescéncia acreditamos haver
uma maior quantidade de parasitos quando foi analisado o Utero das fémeas apenas
infectadas com a cepa Y (controle I11), quando comparado com cortes de embrides de

fémeas infectadas apos a rolha vaginal (Figura 9).
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Figura 8: Pesquisa de parasitos da cepa G em Utero e/ou sitio de
implantagdo por gPCR. Houve uma maior quantidade de deteccéo
no controle em relacdo aos grupos gestantes, e quando foi
comparado os tempos de infecgdo, antes ou depois da rolha. Dados
considerados significativos quando p<0,05
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Controle I11 Y depois

ot

Figura 9: Deteccéo de parasitos da cepa Y em tecido uterino no controle 111 e em cortes
de embrido (fémeas gestantes) no grupo Y depois. T.cruzi marcado em verde com anti-
rabbit Alexafltor® 488
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho demonstrou alteracGes encontradas no Utero de fémeas apenas
infectadas, maior intensidade de resposta inflamatdria e a deteccdo do parasita em
fémeas apenas infectadas. O balanco da resposta imunoldgica sistémica contra a
infeccdo e manutengdo da gestacdo também foram verificados. A gestacdo pareceu ser
capaz de controlar a infeccdo, apenas quando esta ocorreu apos o inicio da gestacao,
levando a uma diminuicdo na intensidade de células do sistema imune no ambiente
uterino e da carga parasitaria. A resposta imunologica sistémica foi mais intensa quando
a infeccdo ocorreu antes do acasalamento. Este fenétipo levou a uma menor
porcentagem de fémeas gestantes. Esta questdo fica bastante evidente em fémeas

infectadas com a cepa Y antes do acasalamento.

Estudos anteriores mostraram a associa¢do entre a fase aguda da infeccdo por
T.cruzi e a infertilidade em camundongos. Infertilidade essa independente de
anormalidade em eventos normais como: ovulacgdo, fertilizacdo e clivagem do zigoto,
estando associada a uma falha na implantacdo do blastocisto em fémeas infectadas, por
um efeito altamente deletério causado pela infecgdo. Essa falha, associada a um retardo
nas divisdes dos blastdmeros levando a uma formacdo anormal do blastocisto e
consequente falha na implantacdo, se mostrou prejudicial para o desenvolvimento
gestacional. E possivel que esse feito agressor e deletério que ocorre entre o
acasalamento e a implantacdo esteja relacionado com a alta carga parasitaria e
consequentemente a viruléncia das cepas de T.cruzi (BOUFKER et al, 2006; CEING et
al 2013). Nossos dados corroboram a proposicao descrita acima. Ressaltamos o fato de
gue nenhuma das fémeas previamente infectadas com a cepa Y foi capaz de engravidar,
enquanto que cerca de 40% de fémeas infectadas com a mesma cepa, alguns dias ap6s a

rolha vaginal, engravidaram.

Para entender melhor esse efeito prejudicial resolvemos analisar alguns fatores
importantes envolvidos do inicio a metade da gestacdo. Analisando a presenca de
MMPs, nossos resultados demonstram um padrdo de marcacdo para tais enzimas
semelhante entre os grupos, ndo nos permitindo inferir uma relagéo entre as MMPs, a
infeccdo e a gestagdo. Embora frequentemente a expressdo de MMPs esteja associada a

presenca de macrdfagos, células identificadas no tecido uterino em todos 0s grupos,
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com uma frequéncia um pouco mais marcante em fémeas apenas gestantes (PARKS;
WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004; LOKE; KING, 1995).

A andlise semi-quantitativa do infiltrado inflamatério chamou a atencéo pela
grande quantidade de células do sistema imune, principalmente de macrofagos, em
cortes histoldgicos de embrides, com uma presenca mais acentuada no grupo apenas
gestante Estudos recentes mostraram que da fase inicial até a metade da gestacdo os
leucdcitos uterinos chegam a representar de 30 a 40% do total de células do endométrio.
Entre eles, se destacam as células NK uterinas e macréfagos deciduais. Que possuem
papel importante na invaséo de células trofoblasticas, remodelamento da artéria espiral,
estdo diretamente relacionados com a expressdo de MMPs e com uma resposta imune
em casos de uma possivel infeccdo. Outras células pouco abundantes sdo as DCs e as
células T, que estdo supostamente envolvidas na tolerdncia imunoldgica (AREK;
HECHER, 2013). Podemos associar a presenca desses macrofagos também com uma
possivel resposta a infeccdo, ja que Likens e colaboradores (2010) demonstraram pela
primeira vez in vivo, a importancia especifica da ativacdo de macrofagos diretamente
mediada por citocinas pro inflamatdrias para o controle da infeccdo de protozoarios,
(LYKENS et al, 2010).

Neste trabalho também observamos a presenca de neutréfilos em todos os
grupos, chamando a atencdo a maior quantidade dessas células no Gtero de fémeas
infectadas e ndo gestantes quando comparadas com as fémeas infectadas e gestantes, em
ambas as cepas. Neutrofilos raramente sdo encontrados em tecidos periféricos
saudaveis, sendo encontrados somente em locais onde exercem forte acdo antibacteriana
(RINALDI et al, 2014. Dessa forma, podemos associar esse aumento de neutréfilos em
utero de fémeas apenas infectadas, como uma possivel tentativa de contencdo do

parasitismo, considerando que foram encontrados parasitos nesses tecidos.

Para entender a participacdo principalmente de neutrdfilos presentes no Gtero
durante a gestacdo, Zhao e colaboradores em 2015 demonstraram que, enquanto O
infiltrado de neutréfilos imaturos poderia limitar a expansdo de células T e DCs no
utero, os neutrofilos teriam um papel critico em resposta a inflamacao sistémica. Além
disso, os dados também mostraram que o perfil de subpopulactes de células mieldides
circulantes poderia alterar diretamente o microambiente uterino local via a infiltragéo

tais células. Essas células podem, por sua vez, afetar macrofagos e células NK
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residentes, levando ao comprometimento do remodelamento da artéria espiral e uma
invasdo trofoblastica anormal, resultando numa placentagdo deficiente e consequente
falha gestacional. Sabendo desse papel de neutrofilos como reacdo a uma resposta
imune sistémica, nos chama atencdo o fato dessa populacdo de células estarem
aumentada em Utero de fémeas apenas infectadas, mostrando realmente essa resposta
local contra uma acdo sistémica para combater a infecgdo. A diminuicdo dessas células
nos grupos de fémeas infectadas e gestantes, principalmente naqueles grupos em que
menos fémeas engravidaram, poderia ser um fator a mais prejudicando o sucesso da

gestacdo na contencdo local da inflamacéo sistémica.

Como ja discutido, durante a gestacdo o sistema imune materno passa por
significativas adaptacdes ndo sé para prevenir rejeicdo ao feto semi-alogénico, mas
também para preservar a habilidade de defesa em resposta a uma infeccdo. Estudos em
modelos murinos e humanos apontam uma forte associacdo entre a imunidade materna
do tipo Th2 e o sucesso da gestagdo; enquanto uma reagdo imune do tipo Thl pode estar
associada com uma perda gestacional (ERLEBACHER 2013). Essa prevaléncia de
perfil Thl pode ser associada a dosagem de IFN-y, aumentada principalmente no grupo
de fémeas que ndo conseguiram engravidar, mais um dano causado pela infeccdo a

gestacéo.

A infeccdo anterior ao quadro gestacional pareceu exigir um controle maior por
parte do organismo dos animais, como aumento de citocinas de perfil pro-inflamatdrio.
Como foi 0 caso do aumento de IFN-y nos dois grupos de fémeas infectadas antes da
rolha vaginal, com um aumento maior no grupo de fémeas infectadas com a cepa Y e
que ndo engravidaram. IFN-y é um importante mediador de resisténcia a T.cruzi,
estudos feitos por Rodrigues e colaboradores em 2012 mostrou susceptibilidade de
amastigotas de cepa G de T.cruzi a essa citocina, um papel crucial e Unico no controle
da infecgé@o. IFN-y também regula a expressdo de uma grande diversidade de genes em
tipos celulares como as NKs, incluindo quimiocinas e receptores de quimiocinas, que
mostram ter papel preponderante na prote¢do contra T.cruzi mediada por IFN-y. No
inicio da infecgdo, IFN-y ¢ secretado por células NK e outros tipos celulares, como parte
da resposta inata, e mais tardiamente no curso da infeccdo pela ativacdo de células T
CD4+ e CD8+ (GAZZINELLI et al, 1992; HOLSHER et al, 1998; ALIBERTI et al,
2001).
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Ainda no contexto da prevaléncia de perfil Thl, o grupo de fémeas infectadas
com a cepa Y em gque nenhuma das fémeas engravidou apresentou um aumento de 1l-1p.
Tal citocina é descrita como mediador pré-inflamatorio, tendo efeito regulatorio na
expressao génica, incluindo na regulacéo positiva na secrecao de citocinas, assim como
na resposta imune adaptativa, estimulando o desenvolvimento de linfdcitos ativados
(LUHESHI; ROTHWELL; BROUGH, 2009). Outra propriedade pro-inflamatéria
importante de IL-1B ¢é sua habilidade em aumentar a expressdo de moléculas de adesao.
Tais propriedades promovem o recrutado de células inflamatorias, tais como neutréfitos
e leucdcitos. IL-1p também atua como fator angiogénico, tendo papel importante na
formacdo de vasos, auxiliando na producdo do fator de crescimento de endotélio
vascular (VEGF) (VORONOV et al, 2003). Foi demonstrado que em camundongos
deficientes de IL-1B, VEGF nao ¢ capaz de estimular a formagdo de vasos sanguineos
(DINARELLO, 2009). Além disso, a atividade de VEGF esta envolvida no crescimento
e estabilidade da placenta (WANG et al, 2015). Essa dualidade na acdo de IL-1p tanto a
favor quanto prejudicial para o desenvolvimento da gestacdo suporta a ideia da
necessidade de uma regulacdo precisa e eficaz da resposta imune por parte do
organismo, regulacdo essa que acaba sendo afetada com a presenca da infeccdo.

Podendo ocasionar danos incompativeis com o sucesso gestacional.

Estudos feitos em nosso laboratério mostraram um aumento de citocinas anti-
inflamatdrias como IL-4 na fase inicial da infeccdo por T.cruzi, independente da
viruléncia da cepa (RODRIGUES et al, 2015). Outro fator associado a citocina IL-4 é a
capacidade de regular a atividade de macréfagos, com tendéncia a um perfil M2 que
pode levar a inibicdo de receptor de VEGF e consequente diminuicdo de angiogénese
(HART et al, 1999; WU et al, 2015). Essa acdo de IL-4 mostra a necessidade de um
balanco entre perfis de resposta imune e ndo uma prevaléncia, considerando o aumento
de tal citocina em grupos onde algumas fémeas ndo foram capazes de engravidar. O
aumento de IL-4 a nivel sistémico em resposta a infeccdo poderia levar a uma alteracdo

local, como por exemplo, a diminuicdo da angiogénese.

De forma resumida a participacdo de células imunes no ambiente uterino em
resposta a um perfil de resposta sisttmico faz com que a interface materno-fetal torne-se
imunotolerante para suportar o desenvolvimento tanto placentario quanto fetal. A
supressdo de células T juntamente com a falha de células dendriticas em apresentar

antigenos parece ter um papel chave nesse processo. Além da atuacdo de neutrofilos
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para conter a resposta sistémica. A falha na sucessdo de todos esses acontecimentos
complexos interfere no tempo e na coordenacdo das mudancas de células imunes no
inicio da gestacdo, podendo causar uma ma formacéo placentéria, resultando na falha
gestacional (ZHAO et al, 2015).

Por serem cuidadosamente moduladas no momento inicial da gestacdo, todas
essas alteracdes juntas podem colaborar com a dificuldade de fémeas infectadas com a
cepa Y em desenvolverem a gestacdo. E justamente por ter essa alta regulacdo, ainda
que as fémeas estejam infectadas, é possivel que a maquinaria local seja capaz de conter
a resposta sistémica contra a infeccdo, permitindo a continuidade da gestacdo em alguns

Casos.

Juntos nossos resultados levantam algumas questdes como: 0 mecanismo pelo
qual a cepa mais virulenta de T.cruzi () interfere nos momentos iniciais da gestacéo;
até onde a influéncia da infeccdo causa danos em Uteros de fémeas ndo gestantes, e

quais 0s prejuizos desses danos para gestagdes futuras.

Em conclusdo, podemos perceber que quando a infecgdo ocorre antes da
gestacdo ela se torna prejudicial, principalmente por uma cepa com maior viruléncia.
Por outro lado, quando a fémea ja esta gestante e a infec¢do ocorre ap0s esse inicio,
apesar da resposta imune sistémica para conter tal infeccdo, a resposta local de

tolerancia consegue diminuir os danos a favor da manutencao da gestacéo.
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7. CONCLUSAO

Fémeas infectadas com a cepa Y antes do inicio da gestagdo apresentam
maior dificuldade de engravidar;

Fémeas que sdo infectadas apos o inicio da gestacdo sdo capazes de controlar
a infeccdo e manter a gestacao;

Né&o houve diferenca na marcacdo para MMP2 e MMP9 em tecidos
embrionarios entre as cepas;

Citocinas como IFNy, IL-1f e IL-4 apresentaram aumento em fémeas
infectadas;

Todos os tecidos apresentaram células do sistema imune, com maior

intensidade naqueles tecidos de grupos infectados.
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APENDICE I

Figura 10. Teste do anticorpo produzido anti- T.cruzi. Em (A), (B) e (C) teste do soro de coelho em
cultura de TCT de T.cruzi da cepa G nas diluiges de 1:100, 1:500 e 1:1000 respectivamente. Em (D) e
(E) testes in vivo em cortes de coragOes chagasicos. Em (D) o parasito marcado em verde com anti-rabbit
Alexa fluor488® e em (E) o mesmo corte em contrate de fase, evidenciando o ninho de amastigotas de
T.cruzi. Microscopia Confocal.






