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RESUMO

A infeccdo por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), induz resposta imune cuja eficiéncia é
importante para que a infeccdo persista ou seja eliminada. Com o consumo de etanol
(EtOH) ocorre alteracdo da expressdo de moléculas de co-sinalizacdo em células
apresentadoras de antigenos (APCs) que possuem papel fundamental na determinagéo
da funcéo efetora de linfdcitos T, direcionando o perfil dessas células para a tolerancia
ou para a inflamacao. Nosso estudo avaliou o perfil fenotipico das APCs e linfdocitos T
em camundongos da linhagem C57/BL6 néo infectados e infectados com T. cruzi e que
ingeriram ou nédo etanol (EtOH) durante 15 dias. Observou-se maior parasitemia nos
primeiros dias de inoculagdo no grupo que ingeriu EtOH. Os animais que ingeriram
EtOH apresentaram aumento significativo na producdo de IL-4 por linfocitos T CD4+.
Os que ingeriram EtOH e foram infectados com T. cruzi apresentaram, em linfocitos T
CD4+, aumento significativo IFN- y e I1L-4, além de tendéncia de aumento de IL-10.
Apresentaram também tendéncia de aumento de IL-10 em Linfocitos T CD8+.
Percebeu-se em células NK redugéo significativa do IFN- y no grupo que ingeriu alcool
e foi infectado pelo T. cruzi. Portanto, o consumo do etanol repercute de forma mais
significativa sobre a populagéo de linfdcitos T e células NK, promovendo predominio
de perfil inflamatério T helper 2, caracterizado pela diminuicdo de moléculas de
ativacdo celular, como IFN-y, aumento de moléculas associadas com atividades de
modulacdo de linfocitos T CD8+ (IL-10) e aumento de IL-4 em linfécitos T CD4+. Os
resultados adquiridos com este trabalho permitem concluir que ha um aumento da
parasitemia no terceiro dia de deteccdo, refletindo maior suscetibilidade a infeccdo nos

animais que ingeriram etanol.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi; Alergia e Imunologia; Etanol.



ABSTRACT

Infection by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), induces immune response whose efficiency
Is important for the infection to persist or be eliminated. With the consumption of
ethanol (EtOH), there is a change in the expression of co-signaling molecules in antigen
presenting cells (APCs) that play a fundamental role in the determination of T-
lymphocyte effector function, directing the profile of these cells to tolerance or
inflammation. Our study evaluated the phenotypic profile of APCs and T lymphocytes
in uninfected and T. cruzi infected mice of the C57/BL6 lineage and ingested or not
ethanol (EtOH) for 15 days. Greater parasitemia were observed in the first days of
inoculation in the group that consumed EtOH. Animals that ingested EtOH showed a
significant increase in IL-4 production by CD4 + T lymphocytes. Those who ingested
EtOH and were infected with T. cruzi showed a significant increase in IFN-y and IL-4 in
CD4 + T lymphocytes, in addition to an increase in IL-10. They also showed a tendency
to increase IL-10 in CD8 + T lymphocytes. Significant reduction in IFN-y was observed
in NK cells in the alcohol-ingested group and infected by T. cruzi. Therefore, the
consumption of ethanol has a significant impact on the population of T lymphocytes and
NK cells, promoting a predominance of T helper 2 inflammatory profile, characterized
by the decrease of cellular activation molecules, such as IFN-y, increase of molecules
associated with activities modulation of CD8 + T lymphocytes (IL-10) and increase of
IL-4 in CD4 + T lymphocytes. The results obtained with this study allow to conclude
that there is an increase in parasitemia on the third day of detection, reflecting a higher

susceptibility to infection in the animals that ingested ethanol.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Allergy and Immunology; Ethanol.



1. Introducgéo

Ha 108 anos Carlos Chagas descreveu a doenca de Chagas, reportando seus
elementos clinicos, anatomopatologicos, epidemioldgicos, bem como seu agente
etiolégico, Trypanosoma cruzi (T. cruzi), transmitido pelo inseto da ordem
Hemiptera (CHAGAS, 1909).

E reconhecida pela Organizacdo Mundial de Salide (OMS) como uma das 13
doencas tropicais mais negligenciadas do mundo (HOTEZ;, MOLYNEUX;
FENWICK, 2007). E estima-se em aproximadamente 6 a 7 milhdes o numero de
pessoas infectadas em todo o mundo, a maioria ha América Latina. Estimativas
recentes para 21 paises latino-americanos, com base em dados de 2010,
indicavam 5.742.167 pessoas infectadas por T. cruzi, das quais 3.581.423
(62,4%) eram residentes em nacdes da Iniciativa dos Paises do Cone Sul,
destacando-se a Argentina (1.505.235), o Brasil (1.156.821) e o Meéxico
(876.458), seguidos da Bolivia (607.186). Todavia, estes dados divergem de
outras estimativas realizadas por diferentes grupos de pesquisa de métodos para
definicdo de infeccdo por T. cruzi em varios paises, o que dificulta o
estabelecimento exato da prevaléncia da doenca de Chagas nas Ameéricas. No
entanto, os autores concordam que o numero de infectados é ainda muito
expressivo no contexto sanitéario e social do continente, requerendo prioridade e

atencdo por parte dos paises (DIAS, J.C.P ; et al., 2016).

Apesar dos grandes avancos obtidos no controle da transmissdo natural, dados da
OMS mostram que ainda existe a incidéncia de 200 mil novos casos ao ano
(WHO., 2003).

No recente Il Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas, publicado em 2016,
apresenta-se uma avaliacdo do ano 2000 ao ano 2055, com uma estimativa do
numero de pessoas infectadas no Brasil, estimativa de casos com a forma

digestiva e estimativa de casos com a forma cardiaca (DIAS, J.C.P ; et al., 2016).
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Para 0 ano de 2020, a estimativa de infectados no Brasil serd de 1.365.585 a 3.213.142
pessoas. Destes, a estimativa de pessoas com a forma digestiva serd de 136.559 a
321.314; e a estimativa de pessoas com a forma cardiaca serd de 409.676 a 963.943
(DIAS, J.C.P; et al., 2016).

Tabela 1 - ProjecOes das estimativas de prevaléncia de infec¢do por T. cruzi e da doenca
de Chagas na fase cronica com a forma cardiaca e com a forma digestiva no Brasil, no
periodo de 2000 a 2055.

Estimativa do nimero de Estimativa de casos com Estimativa de casos com

Estlmatlve Faixa etoriade refesencia pessoas infectadas aforma digestiva aforma cardiaca
Ano. " idapepalegio —py Infeccio  Infeccao  Infecggo  Infeccao  Infeccao  Infecga
Biasilena aixa Populagio % nfeccao nfeccao nfeccao nfeccao nfeccao nfeccao

etaria 1,02% 2,4% 1,02% 2,4% 1,02% 2,4%"
2000 173.448.346 >5  156.133.836 90,0 1.592.565 3747.212 19257 374721 477770 1124164
2005 185.150.806  >10  150.944.641 81,5 1539.635 3.622.671  153.964 362267  461.891  1.086.801
2010 195497.797  >15  145.563.676 74,5 1484749 3493528 148475 349353 445425  1.048.058
2015 204450649  >20 139901357 684 1426994 3357633 142699 335763 428098  1.007.290
2020 212077375 =25  133.880.929 631 1365585 3.213.142  136.559 321314 409676  963.943
2025 218330014  >30  127.334466 583 1.298.812 3.056027 129881 305603 389644  916.808
2030 223126917  >35  120.096.221 53,8 1.224981 2882309 122498  288.231 367494  864.693
2035 226438916 >40  112.013.898 49,5 1142542 2688334 114254 268.833 342763  806.500
2040 228153.204  >45 102983115 451 1050428 2471595 105043 247160 315128 741479
2045 228116279  >50 92984144 408  948.438  2.231.619 94.844 223162 284.531  669.486
2050 226347688  >55 82097220 363 837392 1970333 83739 197033 251218 591100
2055 222975532 =60 70485475 31,6 718952  1.691.651 71895 169165 215.686 507495

Fonte: DIAS, JCP et al . Il Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015.
Epidemiol. Serv. Saude, Brasilia, v. 25, n. esp, p. 7-86, jun. 2016.

A transmissdo natural da doenca se faz pelo contato do hospedeiro vertebrado
com as fezes do inseto vetor, contaminadas com as formas tripomastigotas do
protozoario (COURA, 2015). A infeccdo dos insetos ocorre durante a succdo do
sangue do hospedeiro vertebrado infectado, quando o0s tripomastigotas
sanguineos sdo ingeridos e, uma vez no intestino do inseto, passam por alteragoes
morfologicas e fisiologicas transformando-se em formas tripomastigotas
metaciclicas. Os tripomastigotas metaciclicos sdo expelidos com as fezes e/ou
urina do inseto vetor no local da picada, apds o repasto sanguineo, e penetram no
hospedeiro através da pele lesada ou mucosa. A forma tripomastigota se
desenvolve no interior de diferentes tipos de células do hospedeiro vertebrado e
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se transformam na forma amastigota que se multiplica por sucessivas divisdes
binérias, evoluindo, posteriormente, para a forma tripomastigota. As células
infectadas rompem-se e o0s parasitos livres invadem células préximas ou
alcancam a corrente sanguinea, disseminando a infeccdo para os diferentes
orgdos e sistemas (DIAS, J.C.P., 2000).

Outros mecanismos de transmisséo, alternativos ao vetorial, tém sido descritos e
incluem a via transfusional, a transmissdo congénita, transplantes de érgdos e
acidentes laboratoriais (DIAS, J.C.P., 2000). Um novo problema epidemioldégico,
econbmico, social e politico foi criado com a internacionalizacdo da doenca de
Chagas devido a migracdo legal e ilegal de pessoas dos paises endémicos da
América Latina para paises ndo endémicos da América do Norte, Europa, Asia e
Oceania, em particular os Estados Unidos, Canada, Espanha, Franca, Suica,
Japdo, paises asiaticos emergentes e Australia (ANDRADE, D. V.; GOLLOB;
DUTRA, 2014; PEREZ-MOLINA; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012).

Essas migracBes criaram novos problemas epidemioldgicos e de saude publica
para os paises que receberam os migrantes infectados. Esses problemas incluem
riscos de transfusdo e transmissdo congénita, bem como a necessidade de
cuidados médicos para pacientes com Chagas e controles adicionais sobre bancos
de sangue em paises com pouca experiéncia sobre esse assunto. Por outro lado,
além dos aspectos meédicos, sociais e econdmicos, foi criado um conflito politico
em relacdo ao controle da imigracdo (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

A fase aguda da doenca é muitas vezes assintomatica ou pode se limitar a um
estado febril que dura de quatro a oito semanas (COURA, 2015; COURA;
BORGES-PEREIRA, 2010; MONCAYO; SILVEIRA, 2009). Apdés um periodo
minimo de incubacdo de uma ou duas semanas, alguns individuos recentemente
infectados podem desenvolver sinais e sintomas graves, tais como febre,
calafrios, nausea e vomito, diarréia, erupgdo cutdnea e irritacdo da meninge.
Podem apresentar ainda uma lesdo inflamatoria no local da entrada do parasito
(chagoma), edema periorbital unilateral (sinal de Romafa), conjuntivite,

linfodenopatia e hepatoesplenomegalia. Anormalidades laboratoriais ndo séo
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especificas e podem incluir anemia, trombocitopenia e elevacdo das enzimas
hepéticas e cardiacas (TANOWITZ et al., 2009).

Em muitos pacientes, com o desenvolvimento da resposta imune especifica tanto
celular como humoral, a parasitemia diminui e o0s sinais e sintomas s&o
resolvidos completamente em cerca de dois a quatro meses, ocorrendo a
recuperacdo de um estado aparentemente saudavel. Esses individuos entram,
entdo, na fase cronica da doenca de Chagas e perdura por toda a vida do
individuo infectado (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; TANOWITZ et al., 2009).

Durante o processo de evolucdo da infeccdo por T. cruzi, as respostas
imunolégicas inata e adaptativa coexistem. Entretanto, a participacdo de cada
uma dessas respostas pode ser mais evidente em fases distintas da infecgéo
(ANDRADE, D. V. et al.,, 2014). A resposta inata & normalmente mais
importante nas fases iniciais da infec¢do, uma vez que linfocitos e anticorpos
especificos precisam de um tempo para serem gerados. Por outro lado, a resposta
adaptativa desempenha um papel importante apds a cronificacdo da doenca ou

mesmo em respostas secundarias (COURA, 2015).

Dessa forma, a resposta imune que se segue a infeccdo é bastante complexa e
representa um importante fator na determinacdo da evolucdo da inflamacdo. Ja
tem sido bem aceito que a auséncia de patologia chagasica estd principalmente
associada com a habilidade do hospedeiro infectado para regular a resposta
imune anti-T.cruzi. Entretanto, essa resposta que controla a parasitemia
persistente, também pode contribuir para o dano inflamatério que causa a
morbidade da doenca de Chagas (SATHLER-AVELAR R et al., 2009).

Assim, 0s mecanismos especificos envolvidos com o estabelecimento e até
mesmo manutencdo das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas séo
heterogéneos. Acredita-se que essas manifestagbes sejam consequéncias de
multiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo,
tamanho do indéculo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raga, perfil da resposta
imune). O prolongado periodo de laténcia e a escassez no numero de parasitos na

fase cronica, contrapostos a intensidade e a extensdo das lesdes, tém levado
15



diversos autores a avaliarem o envolvimento de fatores autoimunes na patogénese
da lesdo chagésica (DIAS, J.C.P., 2000).

Alguns autores apontam, ainda, para a existéncia de reacdo cruzada entre
componentes autélogos e antigenos do protozodrio (ANDRADE, D. V. et al.,
2014; CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2015; DOSREIS, 2011).
Entretanto, outros trabalhos sugerem que o parasitismo intracelular pode ser mais
frequente do que previamente demonstrado por microscopia Otica, sugerindo
haver, na patologia chagésica, uma participacdo direta da reatividade
imunolégica contra células parasitadas (LIDANI et al., 2017; SOUZA, P. E. A.
et al.,, 2007). De fato, Higuchi e colaboradores, utilizando técnicas de
imunohistoquimica, estabeleceram uma associacdo entre a presenca de antigenos
do T. cruzi e a formagdo de infiltrados inflamatérios no tecido cardiaco de
pacientes com miocardite chagasica (HIGUCHI MDE et al., 1993).

Contudo, o sangue periférico de pacientes chagasicos crénicos demonstrou um
grande numero de células T e B circulantes. Embora inumeros trabalhos
utilizando modelos experimentais tenham definido a importancia das
subpopulacdes de linfécitos T CD4+ e T CD8+, bem como de células NK,
macréfagos e células B na infeccdo pelo T. cruzi, o papel dessas células ainda
ndo esta totalmente esclarecido na infeccdo humana (ROTTENBERG et al.,
1993; SOUZA, P. E. A. et al., 2007).

A resposta das células T a uma infeccdo aguda tipicamente pode ser dividida nas
seguintes fases: expansdo, contracdo e memdria. Durante a primeira fase, as
células T CD8+ se dividem e se diferenciam em células efetoras que adquirem a
capacidade de produzir as citocinas pré-inflamatorias, como interferon-gama
(IFN-vy) e fator de necrose tumoral (TNF-a), e proteinas citotoxicas tais como
granzimas e perforinas (KAECH; CUI, 2012; LAIDLAW et al., 2015). Este
processo pelo qual os linfocitos T citotoxicos sofrem diferenciagdo e expansao
clonal é regida pela sinalizacao atraves de antigenos, co-estimulacéo e receptores
de citocinas (incluindo receptores para IL-2, IL-12, IL-27 e interferons de tipo |
(KAECH; CUI, 2012).
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Apb6s a depuragdo de agentes patogénicos intracelulares, ocorre a fase de
contracdo e resolucdo, na qual a maioria das células T CD8+ efetoras morrem e
aproximadamente 5 a 10% das células sobrevivem. As células sobreviventes
entram no terceiro estagio, a fase "memaria"”, e se desenvolvem em células T de
memoria central (células T CM), células T de memoéria efetora e células T de
memoria residente, que sdo mantidas por longo prazo por IL-7 e IL-15. Pouco se
sabe sobre os sinais que operam durante o segundo estagio (a fase de contracéo e
resolugdo) para influenciar os tipos e a capacidade de protecdo do
desenvolvimento de memdria das células T CD8+ (KAECH; CUI, 2012).

Sabe-se que durante a infec¢do aguda, existe uma intensa reacdo inflamatdria. As
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27, TNF-a e
IFN.y, sdo prontamente liberadas por células imunes ativadas e ativam ainda mais
outras células inflamatoérias (BILATE; CUNHA-NETO, 2008; MACHADO et
al., 2008).

As citocinas desempenham papel importante na regulacdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infec¢do quanto nos
mecanismos relacionados a evolucdo da doenca de Chagas. Citocinas e
mediadores da resposta imune produzidos por estas células, como a IL-10,
prostaglandinas, reativos intermedidrios de oxigénio ou de nitrogénio sao
moléculas que poderiam mediar a supressdo da proliferacdo e ativacdo de
linfécitos (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995; DE BARROS-MAZON et al.,
2004), levando consequentemente a diminuicdo da intensidade da reacdo imune.
Além disso, na doenca de Chagas, também foi observado que mondcitos de
pacientes apresentando a forma clinica indeterminada apresentam caracteristicas
moduladoras, como baixa expressdo da molecula HLA-DR e alta expressdo de
IL-10; enquanto mondcitos derivados de pacientes apresentando a forma clinica
cardiaca parecem estar comprometidos com intensa resposta inflamatoria, devido
a alta expressdo de TNF-a, sugerindo uma participagdo critica dessas células na
infeccdo (SOUZA, P. E. et al., 2004).
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Dentre essas citocinas, o IFN.y possui um papel critico no controle inicial da
replicacdo do parasito onde, na auséncia da resposta imune inata, este controle
dependente de IFN.y esta comprometido. A regulacdo da expressdao de
quimiocinas e de IFN.y, associados ao decréscimo do parasitismo tecidual, pode
ser responsavel pelo controle da inflamagdo em infec¢Bes experimentais por T.
cruzi (MARTINS et al., 2004; SILVA, J. S. etal., 1992).

A acdo dos parasitos em celulas monociticas promove a liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios, incluindo citocinas (TNF-o e IL-12), quimiocinas e 6xido
nitrico (NO) (TALVANI, A. et al., 2009; TALVANI, A. et al., 2004). Essas
interagGes fornecem a primeira linha de defesa, embora de eficacia limitada,
contra a infeccdo e fornecem os sinais inflamatdrios necessarios para a resposta
imune adaptativa (SATHLER-AVELAR R et al., 2009). Um sistema de feedback
positivo para IL-12 atua estimulando as células natural killer a sintetizar IFN.y e
gerar respostas de linfdcitos tipo |, que estimula macréfagos para liberar mais
TNF-a, IL-12, NO e quimiocinas (BASTOS et al., 2007, TEIXEIRA;
GAZZINELLI; SILVA, 2002). Acredita-se que o NO derivado de macréfagos é
crucial para esse processo (MACHADO et al., 2008).

Portanto, estd claro que na doenca de Chagas, e na maioria das doencas
infecciosas, a resposta inflamatéria imunomediada do hospedeiro precisa atuar
em equilibrio adequado, para destruir o parasito ou atingir um nivel de
convivéncia compativel com uma pequena doenca e restaurar integridade do
tecido (MARTINS et al., 2004).

Estudos, in vitro e in vivo, tém sugerido que outros mediadores como por
exemplo, eicosanoides, citocinas e quimiocinas também contribuem para induzir
ativacdo de macrofagos e promocdo da sintese de NO, possivelmente por
regulacdo da expressdo do iNOS. Assim, para examinar o papel relativo dos
mediadores e das células na doenca de Chagas, é necessario compreender as
limitacbes dos modelos experimentais que tentam reproduzir os parametros
clinicos, patoldgicos e imunes acometidos pelo T. cruzi (COELHO et al., 2002;
TALVANI, A. et al., 2009).
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Os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de lesdes crbnicas ndo séo
totalmente compreendidos. Estudos da resposta imune contra T. cruzi em
humanos descreveram numerosas alteracdes de células T no sangue periférico de
individuos infectados (MACHADO et al., 2012). Alguns dos defeitos das células
T que surgem em pacientes cronicamente infectados podem ser revertidos pelo
tratamento antiparasitario, indicando que sdo provavelmente reflexo da
estimulacdo antigénica cronica conduzida por parasitos persistentes
(FERNANDEZ et al., 2014).

O envolvimento potencial das células B na patogénese da doenca de Chagas
cronica foi ofuscado pela énfase na pesquisa de células T. Estudos experimentais
com camundongos mostraram que a infecgdo por T. cruzi diminuiu a producéo de
células B maduras, aumentou a inflamacéo e geracdo de células T de memoria
deficiente, indicando o papel crucial no controle da multiplicacdo parasitaria e
modulacgdo das respostas das células T (CARDILLO et al., 2007).

Como as células B e as células plasmaéticas raramente sdo encontradas em lesdes
de tecido induzidas por T. cruzi, e a maioria das células B circulantes carecem de
especificidade parasitaria, presume-se em experimentos in vitro e in vivo que as
células B desempenham um papel secundario no controle da infec¢do por T. cruzi
(FERNANDEZ et al., 2014).

Na maioria dos individuos ha equilibrio entre a replicacdo do parasito e a
intensidade da resposta inflamatoria. Esse equilibrio é alcancado de tal forma que
0 hospedeiro é incapaz de eliminar o parasito, persistindo infectado durante toda
a vida. No contexto clinico, isso é referido como a forma indeterminada da
doenca de Chagas. No contexto crénico, o controle do mecanismos imune e
inflamatério estdo atuando sistematicamente, ou nos tecidos infectados, de forma
sutil, para manter a infeccdo sob controle e para modular as respostas
inflamatdrias e imunes, prevenindo danos nos tecidos. Na auséncia de respostas

inflamatdrias e imunes, pode haver replicacdo parasitaria aprimorada e morte do
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hospedeiro, como observado em pacientes infectados utilizam farmacos

imunossupressoras (BACAL et al., 2010).

Por outro lado, cerca de 10 a 30% de individuos infectados irdo desenvolver
doencas cardiacas ou mega sindromes. Nesses pacientes que desenvolvem doenca
cronica grave, ha evidencia de que existem mecanismos reguladores deficientes
(por exemplo, perda relativa da IL-10 em relagdo a producdo de IFN-y), que
podem contribuir para a patogénese da doenca (DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA,
2005; GOMES, J. A. et al., 2003). Portanto, é claro que na doenca de Chagas e,
na maioria das doencas infecciosas, a doenca inflamatoria e a resposta imune do
hospedeiro deve atuar no equilibrio adequado, para destruir o parasito ou atingir
um nivel de coexisténcia compativel com baixo desenvolvimento da doencga, e
restabelecer a integridade do tecido (TALVANI, ANDRE; TEIXEIRA, 2011).
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Figura 1: Mediadores inflamatdrios nas fases aguda e cronica da doenca de Chagas.
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Fonte: TALVANI, A.; TEIXEIRA, M. M. Chapter 8 - Inflammation and Chagas
Disease: Some Mechanisms and Relevance. In: WEISS, L. M. e TANOWITZ, H.
B. (Ed.). Advances in Parasitology: Academic Press, v.76, 2011. p.171-194.
ISBN 0065-308X.

A persisténcia do parasito no hospedeiro € uma grande caracteristica da doenca
de Chagas. As células T podem exercer sua funcdo através da citotoxicidade
mediada por células CD8+ ou através da secrecdo de citocinas que vdo ativar
macrofagos para destruir os agentes intracelulares (TALVANI, ANDRE;

TEIXEIRA, 2011).

Em camundongos, a doencga se desenvolve de forma diferente da observada em
humanos, como demonstrado na Figura. 2. Durante a fase aguda da infeccdo
experimental, caracterizada por alta parasitemia, as células T CD4+ sdo o

subconjunto predominante, seguido pelas células T CD8+. A medida que a
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doenca progride, as células T CD8+ assumem o controle como o tipo de células
inflamatorias predominantes. As celulas T CD4+ e CD8+ séo relevantes para
controlar a replicacdo parasitaria (por exemplo, replicacdo descontrolada e alto
parasitismo), mas novamente podem contribuir para causar inflamagdo e danos
nos tecidos a medida que a doenca progride (PASCUTTI et al., 2003; RACHID
et al., 2006).

Figura 2. Cronograma da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi em modelos humanos e

experimentais
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Fonte: TALVANI, A.; TEIXEIRA, M. M. Chapter 8 - Inflammation and Chagas Disease:
Some Mechanisms and Relevance. In: WEISS, L. M. e TANOWITZ, H. B. (Ed.). Advances
in Parasitology: Academic Press, v.76, 2011. p.171-194. ISBN 0065-308X.

Na figura 2 é apresentado um cronograma de infec¢do pelo T. cruzi em meses,
anos e décadas em diferentes hospedeiros, com demonstracdo do periodo de fase
aguda e de fase crbnica descritas na literatura (TALVANI, A.; TEIXEIRA, M. M.
Chapter, 2011).

A produgdo de quimiocinas é essencial para recrutar leucdcitos em tecidos
infectados (PAIVA et al., 2009; YAMAUCHI et al., 2007). Ao atrair leucocitos,
as quimiocinas sdo relevantes para a protecdo mediadora contra a infec¢cdo, mas
também contribuem para a inflamacao do tecido e eventuais danos. Por exemplo,
na auséncia de CCR5, as células T CD4+ e CD8+ ndo migram para o coracao
infectado e ha replicacdo descontrolada de parasitos, que culmina na morte dos
animais (MACHADO et al., 2005; ROFFE et al., 2006).
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A deplegdo de células T CD4+ ou CD8+ na resposta imune da doenga de Chagas
resulta em uma infeccdo aguda descontrolada com consequente morte em
modelos experimentais (DHIMAN; GARG, 2014; MARIANO et al., 2008;
PADILLA; BUSTAMANTE; TARLETON, 2009). Também ja foi observada a
presenca de células T no infiltrado inflamatério de tecido endomiocardico de
pacientes infectados por T. cruzi, tanto em fase aguda quanto na fase crénica da

doenca de Chagas (TARLETON, R. L., 2015b).

Apesar da grande importancia de células T para o controle da parasitemia durante
a fase aguda, conforme demonstrado em modelos experimentais, sabe-se que
essas células ativadas sao os principais componentes do infiltrado inflamatério
observado em pacientes cardiacos e digestivos, relacionando sua presenga e 0
perfil de citocinas secretadas por elas com a patologia durante a fase crénica
(BRENER, 1962; DA SILVEIRA et al., 2007; XU et al., 2017). Sendo assim, é
consistentemente encontrado na literatura que o balangco de citocinas
inflamatérias e anti-inflamatérias durante a fase crénica, caracterizada por alta
expressao da citocina IL-10, esta relacionado com a forma clinica indeterminada,
enquanto a alta expressdo e desequilibrio de citocinas inflamatérias, como por
exemplo TNF-a e IFN-Y, esta relacionada com o desenvolvimento de patologia,

tanto na forma clinica cardiaca quanto na forma digestiva (DUTRA et al., 2009).

O consumo cronico de alcool tem sido associado com significativo aumento da
prevaléncia de doencas infecciosas e parasitarias e tem se sugerido que este
aumento se deve ao efeito direto do &lcool no sistema imune (KROLEWIECKI et
al., 2001).

O consumo cronico do alcool tem demonstrado aumento significativo da
prevaléncia de infec¢Ges causadas por organismos oportunistas e patogénicos,
como bactérias, virus e fungos (SZABO, 1999). Em estudos laboratoriais, o
consumo de alcool por camundongos também causou aumento nos niveis de
infeccdo parasitaria de T. cruzi (GOMES, N. D. G.; PEREIRA, 1989), Giardia
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muris (IRIKOV; KOVALENKO, 2007), Ancilostoma caninum (VARDHANI;
DEVI, 1991) e Trichinella spiralis (SEELIG; STEVEN; STEWART, 1999).
Contudo, o alcool também afeta o sistema imune, cujos efeitos ja foram bastante
abordados na literatura cientifica (ANDRADE, L. O.; ANDREWS, 2005;
ANDRADE, M. C. et al., 2009).

O consumo de alcool, seja de forma cronica ou aguda, resulta em alteracdes em
componentes celulares do sistema imune inato e adaptativo. O etanol mostrou ter
um efeito nas duas subpopulacdes de células T CD4+, ou linfécitos T auxiliares
(T helper, Th). Em alcodlatras humanos, ha um aumento nas respostas Thl e uma
diminuicdo nas respostas Th2 (KROLEWIECKI et al., 2001). As células Thl ddo
origem a imunidade mediada por células que geram IFN.y, linfotoxina e
interleucina (IL2). Apds a estimulacdo, induzem as respostas de anticorpos G2a
da imunoglobulina (Ig) (VOLTA et al., 2016). As células Th2 sdo responsaveis
pela imunidade mediada por anticorpos, gerando IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13
apos a estimulacdo, induzem respostas de anticorpos 1gGl e IgE
(KROLEWIECKI et al., 2001; VOLTA et al., 2016).

A administracdo de etanol a curto prazo, pode mudar a classe de resposta imune
desencadeada para uma reatividade de tipo 2, quando promove aumento dos
niveis séricos de IgE (DE ROUX et al., 2006). Existem outras evidéncias na
literatura, inclusive do nosso grupo de pesquisa, de que a apresentacdo de
antigenos por células B pode levar a polarizacdo Th2 e respostas alérgicas
(ANDRADE, M. C. et al., 2009; DENG et al., 2002), incluindo inflamacéo,
eosinofilia, acimulo e ativacdo de macréfagos. No entanto, ha poucos dados na
literatura sobre os mecanismos que afetam o desenvolvimento e a manutencédo
das células Th2 (LINDELL et al., 2008).

Confirmando os estudos, uma investigacdo identificou um mecanismo de
susceptibilidade & infeccdo pelos tripanosomatideos, pela supressdo de
macréfagos, devido a resposta polarizada ao Th2, que reflete na expressédo de IL-
4 (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995; KIERSZENBAUM, 1981). Isso

porque, os macrofagos residuais do figado (células de Kupffer) desempenham
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papel fundamental nas anormalidades imunes induzidas por etanol e na doenca
hepéatica (DENG et al., 2002).

A maioria dos trabalhos publicados sobre os efeitos do alcool na celulas
apresentadoras de antigeno (APCs) incluiu subconjuntos APCs "cléssicos", como
mondcitos, macrofagos, células dendriticas (DC), células de Kupffer (KC) e
Langerhans em condicdes experimentais distintas (ANDRADE, M. C. et al.,
2009). As APCs sdo células especializadas do sistema imune inato, que possuem
um importante papel na ativagcdo da resposta imune adaptativa, visto que
apresentam o antigeno para os linfécitos T, levando a ativacdo dessa populacédo
celular e desencadeando o inicio de uma resposta imune especifica efetiva
(SAALMULLER, 2006).

A ativacdo inespecifica de macréfagos e células NK acompanhados de ativacao
policlonal de linfocitos B e T e hipergamaglobulinemia sdo observados durante
estagios iniciais da paresitemia (HATCHER et al., 1981; LUNA-GOMES et al.,
2014). No entanto, estudos identificaram a presenca de uma etapa de
imunossupressdo generalizada in vitro de macr6fagos mediado por produtos de
linfocitos T ativados (HATCHER et al., 1981).

Além do consumo de alcool, infeccBes parasitarias em modelos experimentais
como em camundongos, representam excelentes exemplos de infeccdes
controladas exclusivamente por respostas Thl ou Th2. A imunidade ao
protozoario Leishmania major é totalmente dependente de Thl, e a imunidade a
Strongyloides stercoralis é totalmente dependente de Th2 (LOCKSLEY; SCOTT,
1991).

H& muitos estudos na literatura com énfase na elucidacdo da resposta imune em
infec¢Bes causadas protozoarios associadas a doencas com alta morbimortalidade
na populacdo humana, como aquelas causadas pelos membros da familia
Trypanosomatidae. Diante da complexidade da rede de interagdes celulares e
moleculares do sistema imune, acredita-se que ainda ha muito a se investigar,

principalmente no que diz respeito ao perfil de susceptibilidade e resisténcia do
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individuo associado ao padrdo de citocinas produzidas no microambiente da
infeccdo (BESTETTI, 2016). Uma vez que o alcool sabidamente interfere nesse
perfil, mudando a hierarquia de apresentacdo de antigenos para Linfocitos B e,
com isso, favorecendo a geracdo de Linfécitos T produtores de grandes
quantidades de IL-4, seria altamente relevante investigar a relacdo entre a
ingestdo de &lcool com o curso da infecgdo por T. cruzi. Esse estudo torna-se
ainda mais importante na medida que o exato papel da IL-4 na infeccdo por T.
cruzi ainda ndo esta totalmente definido e o fato do alcool ser uma droga de

abuso licita, amplamente consumida em todo o mundo.

Em modelo experimental, este estudo investigou o comportamento da infeccéo
pelo T. cruzi em animais pré-expostos ao alcool. Avaliou-se a parasitemia e 0
perfil de citocinas das células apresentados de antigenos (macrofagos, células
dendriticas, linfécitos B e células NK) e linfocitos T esplénicos, estimulados

apos cultura com antigenos do parasito.

Nesse sentido, esta dissertagdo tem um carater inovador, uma vez que ainda ndo
se estudou essa relacdo consumo de alcool x infec¢do por T. cruzi no modelo
proposto, e 0s conhecimentos gerados podem contribuir para ampliar as bases do
conhecimento imunoldgico, fundamentais para a definicdo resisténcia e

susceptibilidade em processos infecto-parasitarios.
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2 Objetivo

Avaliar o efeito do pré-tratamento com etanol na suscetibilidade de camundongos
a infecdo por Trypanosoma cruzi, analisado pelo perfil de citocinas produzido

por leucdcitos, com énfase em APC e Linfocitos.

2.1 Objetivos Especificos

- Avaliar, em APC esplénicas, a producgédo das citocinas (IL-4, IL-10, IFN-g) em
células dendriticas CD1lc+, macrofagos CD14+ e linfécitos B CD19+,
utilizando a citometria de fluxo, em animais previamente tratados com etanol a

10% e posteriormente infectados com T. cruzi;

- Avaliar, em Linfocitos T esplénicos, TCD4 e TCD8, a producdo das citocinas
(IL-4, IL-10, IFN-g), utilizando a citometria de fluxo, em animais previamente

tratados com etanol a 10% e posteriormente infectados com T. cruzi;

- Avaliar, em células Natural Killer, a producgdo das citocinas (IL-4, IL-10, IFN-
g), utilizando a citometria de fluxo, em animais previamente tratados com etanol

a 10% e posteriormente infectados com T. cruzi.
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3 Metodologia

3.1 Delineamento Experimental

Este estudo trata-se de um investigacdo experimental que foi realizado durante os
meses de maio a novembro de 2014 no Laboratério de Biomarcadores de
Diagnostico e Monitoracdo do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz- MG, e
analises realizadas no Laboratério de Epidemiologia e Biocontrole de

Microorganismos/Unimontes- MG.

3.2 Amostras

Nesta pesquisa foram utilizados 20 camundongos da linhagem C57/BL6, adultos
(8 semanas), provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou. Os animais
foram divididos em quatro grupos experimentais com cinco animais cada (Tabela
). E importante ressaltar que foi considerado como dia zero (0) o dia da
infeccdo, que foi realizado ap6s 15 dias de administracdo intragastrica de etanol.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O

projeto foi submetido ao Comité de uso animal da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ).

Identificagdo do grupo Descrigéo do tratamento
< Grupo controle tratado via intrdgastica com agua
« Agua .
Né&o filtrada
Infectado EtOH Grupo controle etanol, tratado via intrgastica com
solucgéo de 10% de etanol por 15 dias
Agua Grupo controle de infecéo, infectados com T. cruzi
Infectado . - ~
Grupo tratado via intragastrica com solucdo de 10%
EtOH : . X
de etanol por 15 dias e infectados com T. cruzi

Quadro I: Descrigdo dos grupos experimentais e o tratamento utilizados nesta pesquisa
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3.2.1 Modelo de administracdo oral (pré-tratamento) de etanol (EtOH)

Apo6s contencdo, os animais do grupo EtOH foram submetidos a 15
administracdes intragastricas de 0,2 mL de etanol (10%v/v), diluido em &agua
filtrada durante 15 dias consecutivos, atraves da técnica de gavagem. Os animais
do grupo controle receberam somente agua filtrada via intragastrica. A infec¢do
pelo T. cruzi (descrita abaixo) foi realizada 24 horas ap6s a ultima administracdo

de EtOH, considerado como Dia 0.

3.2.2 Infeccdo experimental por Trypanosoma cruzi e curva de parasitemia

Vinte e quatro horas ap6s a Gltima administracdo intragastrica de EtOH, a cepa Y
foi inoculada, por via intraperitoneal, com 5x10% tripomastigotas sanguineos,
quantificados de acordo com estudos anteriores (BRENER, 1962). Para a
determinacdo da parasitemia, os animais foram avaliados diariamente, a partir do
2° dia apos a infeccdo, até o 13° dia pds-indculo (BRENER, 1962). Cinco uL de
sangue da veia caudal dos camundongos foram analisados diariamente ao
microscépio Optico e a curva de parasitemia plotada para cada grupo
experimental, empregando a média diaria da parasitemia detectada dos animais.
Essa foi expressa em nimero de tripomastigotas sangiiineos por mL de sangue,

sendo avaliados o0s seguintes parametros:

-Periodo pré-patente (PPP): Periodo compreendido entre a inoculacdo e o
primeiro dia de deteccdo do parasito no sangue periférico do animal, expresso em

dias.

-Periodo patente (PP): Periodo compreendido entre o primeiro dia de exame a

fresco positivo até a completa negativagdo da parasitemia, expresso em dias.

-Pico méximo de parasitemia (PMP): Este corresponde ao maximo de
parasitemia, expresso em numero de tripomastigotas sanguineos/0.1 mL de

sangue.

-Dia do pico maximo de parasitemia (DPMP): Este corresponde ao dia de

ocorréncia do maximo de parasitemia, expresso em dias.
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-Taxa de mortalidade: Para determinagdo da taxa de mortalidade os animais
foram acompanhados diariamente durante todo o curso da infeccdo, e a

mortalidade registrada foi expressa em porcentagem cumulativa.

3.3 Obtencéo e preparo de suspensdes celulares esplénicas para avaliacdo de
células apresentadoras de antigenos e linfécitos T

Apés a realizacdo da eutanésia, o baco dos animais foi retirado em capela de
fluxo laminar. Para tanto, o animal foi submetido a anestesia com administracao
intraperitoneal de Ketamina 50mg/kg e Xilazina 25mg/kg, seguido de
deslocamento cervical. Posteriormente, fixado em um suporte. Utilizando-se
pincas e tesouras estéreis, a pele do abdome e o peritdnio do animal foram
cortadas, expondo-se seus Orgdos abdominais. Com o auxilio da pinca e da
tesoura, o bacgo foi retirado com o minimo de gordura possivel aderida ao mesmo.
O baco foi, entdo, colocado em um tubo cénico de poliestireno de 15 mL
(Falcon® - Becton Dickinson) contendo 5 mL de RPMI 1640 estéril gelado

acondicionado em isopor com gelo.

Em seguida, o baco foi colocado em um macerador de vidro estéril, juntamente
com uma pequena quantidade de RPMI (2 mL). Ap6s a maceracdo, o contetido
foi despejado em um tubo cénico de poliestireno de 15 mL (Falcon® - Becton
Dickinson) com aproximadamente 3 mL de RPMI 1640 estéril gelado. Durante
todo o procedimento descrito a seguir, 0s tubos com as amostras foram mantidos

em um isopor contendo gelo.

As suspensoes celulares esplénicas foram submetidas a uma primeira lavagem por
centrifugacdo a 290 g, 10 minutos, 4°C. Apds o descarte do sobrenadante, as
células foram ressuspendidas por meio de batidas no tubo com o dedo indicador e
foi realizado o procedimento de lise osmotica das hemacias, adicionando 9 mL de
agua esteéril e, imediatamente depois, 1 mL de PBS 10 X (0,15M, pH 7,2). Em
seguida, a gordura presente na suspensdo celular foi retirada com o auxilio de
uma pipeta pasteur estéril, e foi realizada uma nova lavagem por centrifugagédo a
290 g, 10 minutos, 4°C. ApOs o descarte do sobrenadante, os leucocitos
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esplénicos foram ressuspendidos por meio de batidas no tubo com o dedo
indicador. Subsequentemente, foi adicionado a cada tubo, 1 mL de PBS 5%SFB
(0,15M, pH 7,2) gelado. Os tubos foram mantidos em isopor contendo gelo para a

realizacdo da contagem celular.

3.3.1 - Contagem das células viaveis

Para a diferenciacdo entre células viaveis e nao-viaveis, foi utilizado o corante
Azul de Tripan 0,4%. Uma solucéo estoque de Azul de Tripan 0,2% foi preparada
em PBS (0,15M, pH 7,2). Para a contagem das células, foram misturados 50 uL
da suspensdo celular (1:100) em volume igual da solucdo de Azul de Tripan
0,2%. A solucdo foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta e, utilizando-se
a mesma pipeta, foi retirado uma aliquota de aproximadamente 10 pL da solucdo.
Foram contadas as células ndo-coradas (viaveis) e as coradas (ndo-viaveis) dos 4
quadrantes externos da caAmara de Neubauer, utilizando-se um microscopio optico
no aumento de 400X. A suspensdo celular foi ajustada para a concentracdo de
1x107 células/mL.

3.4 Deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas em células apresentadoras de

antigeno e linfocitos T pela Citometria de Fluxo

Os ensaios de deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas foram realizados de
acordo com o protocolo descrito a seguir. Ap6s a obtencdo da suspensdo celular
peritoneal enriquecida de macrofagos, como descrito no item - Suspensdo celular
enriquecida de macrdofagos peritoneais, 500 pL da suspensdo celular (1,0x107
céls/mL) foram incubados (37°C, 5% de CO2, 4 horas, sem agitagdo), em tubos
de polipropileno de 5 mL (BECTON DICKINSON), com 1000 pl de uma solugdo
contendo o agente estimulador, PMA (Phorbol Miristate Acetate, 1 mg/mL) ,
juntamente com 1pL ionomicina (1mg/mL) e 10 uL de brefeldina A (1mg/mL). A
utilizacdo de Brefeldina A assegura a retencdo das citocinas no interior celular,
mantendo a citocina no complexo de Golgi. Além disto, foi avaliado também
estimulos antigénicos para T. cruzi, utilizado antigeno sollvel de epimastigotas,

obtido conforme descrito por Gomes et al. (2005). Para cada tubo, foi realizado

31



um controle sem a adigdo do estimulo PMA (Phorbol Miristate Acetate). Apos 4
horas de incubacdo, foram adicionados a suspensdo celular 110 pL de EDTA
(0,2g/mL, 20mM) e foi realizada uma incubacado por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram lavadas por centrifugacdo (315 g, 7
minutos, 4°C), e adicionado 200 pL de PBS-Wash (PBS-W, 15M pH7.4,
contendo 0.5% FCS e 0.1% de azida sddica) a cada tubo. O sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspendidas por meio de batidas no tubo com o
dedo indicador. As células foram incubadas (30 minutos ao abrigo da luz, a 4°C)
com o anticorpo antiMac3-FITC (antimacrofagos). Em seguida, as amostras
foram lavadas por centrifugacao (315 g, 7 minutos, 4°C), adicionando-se 200 pL
de PBSWash (PBS-W, 15M pH7.4, contendo 0.5% FCS e 0.1% de azida sodica) a
cada tubo. O sobrenadante foi desprezado e posteriormente realizada a lise de
hemaécias adicionando-se a cada tubo, sob agitacdo no vértex, 5 ml da solucéo de
lise (Billig 10X pH 7.85). Foi realizada uma nova lavagem por centrifugagao
(315 g, 7 minutos, 4°C), adicionando-se 200 uL de PBS-Wash (PBS-W, 15M
pH7.4, contendo 0.5% FCS e 0.1% de azida sodica) a cada tubo. Posteriormente,
foram adicionados a cada tubo 3 mL de uma solucdo de PBS contendo 0,5% de
saponina (PBS-P), um detergente para fazer a permeabilizacdo da membrana
plasmatica. Apds incubacdo com PBS-P por 15 minutos a temperatura ambiente,
as células foram lavadas por centrifugacdo (315 g, 7 minutos, 4°C), adicionando-
se 200 pL de PBSWash (PBS-W, 15M pH 7.4, contendo 0.5% FCS e 0.1% de
azida sodica) a cada tubo e foi realizada a marcacdo com 0s anticorpos
anticitocinas. Aos wells de placas de 96 pocos, fundo em U (FALCON® -
BECTON DICKINSON), serdo adicionados previamente 10 pL. dos anticorpos
anti (IL-12, TNF-, IL-4 e IL-10) marcados com PE de acordo com a diluicdo
padrdo estabelecida (Tabela 1). Vinte e cinco pL da suspensdo celular (marcada
com antiMac3) foram entdo transferidos dos tubos para cada well das placas de
96 pocos ja contendo os anticorpos anticitocinas, de acordo com o protocolo
experimental. Apos 30 minutos de incubacdo a 4°C, ao abrigo da luz, foram
realizadas 2 lavagens por centrifugacdo (315 g, 7 minutos, 4°C), adicionando-se
200 uL de PBS-Wash (PBS-W, 15M pH?7.4, contendo 0.5% FCS e 0.1% de azida
sodica) e posteriormente 200 uL. de PBS-P a cada well. O sobrenadante sera

desprezado. As células foram, entdo, ressuspendidas e fixadas com MFF (10g/L
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de Paraformaldeido, 1% de Cacodilato de Sddio, 6.67g/L de Cloreto de sddio,
pH7.2). As amostras contendo suspensdo celular a ser analisada foram
transferidas para tubos conicos de polipropileno de 5 mL (BECTON
DICKINSON). A aquisicdo para leitura dos parametros fenotipicos foi realizada
em aparelho FACScalibur (BECTON DICKINSON), utilizando ajustes

previamente determinados em experimentos de padronizacéo.

Anticorpo Fluorocromo

Anti-1L-4 PE
AntilL-10 PE
Anti-1EN-y PE

Quadro I1: Anticorpos para detecgdo de citocinas intracitoplasmaticas em macréfagos
peritoneais pela citometria de fluxo. Todos os anticorpos utilizados foram produzidos
pela BD Biosciences Pharmingen.

3.5 - Imunofenotipagem celular pela Citometria de Fluxo no contexto ex-vivo

As reacOes de imunofluorescéncia foram realizadas de acordo com protocolo
sugerido pela BECTON DICKINSON (San Jose, CA, USA) e adaptado para
placas de 96 pocos, como descrito a seguir. A cada well da placa de 96 pocos
fundo em U (FALCON® - BECTON DICKINSON) foram adicionados 25uL da
suspensao celular (1x107 céls/ml), obtida segundo a descricdo feita no item -
Obtencédo e preparo de suspensdes celulares. Em seguida, foram adicionados a
cada well da placa 10 pL da solucdo de anticorpos monoclonais especificos para
as moléculas de interesse, marcados com diferentes fluorocromos, diluidos em
tampédo PBS 5%SFB (0,15M, pH 7,2), sendo a diluigdo de cada anticorpo devera
ser previamente obtida por padronizacdo (Tabela 2). Para cada teste, foram
utilizadas 250.000 células por poco, que foram incubando com os anticorpos por
30 min ao abrigo da luz a 4°C. Em seguida, foram realizadas duas lavagens das
amostras pela adigdo de 200uL de PBS-Wash (PBS-W, 15M pH7.4, contendo
0.5% FCS e 0.1% de azida sddica) a cada well, seguidas por centrifugacdo a 315

g, 7min, 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas e
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fixadas em 200uL de solugdo fixadora MaxFacsFix (MFF- 10g/L de
Paraformaldeido, 1% de Cacodilato de Sodio, 6.67g/L de Cloreto de sddio,
pH7.2). As amostras, entdo, foram transferidas para tubos cénicos de poliestireno
de 5 mL (BECTON DICKINSON) e submetidas a leitura no citbmetro de fluxo.
A aquisicdo para leitura dos parametros fenotipicos foi realizada em aparelho
FACScalibur (BECTON DICKINSON), utilizando-se ajustes previamente

determinados em experimentos de padronizacao.

Anticorpo \Fluorocromo \Célula-alvo

AntiCD3 CY Linfocito T
AntiCD3 FITC Linfécito T
AntiCD4 FITC Linfocito T
AntiCD11c APC Célula dentritica/ Macréfago
AntiCD14 FITC Macréfago
AntiCD19 FITC Linfocito B
AntiNk1.1 FITC Célula Natural Killer
Quadro Il - Anticorpos para imunofenotipagem celular por citometria de fluxo no

contexto ex-vivo. Todos os anticorpos utilizados foram produzidos pela BD Biosciences
Phamingen.(APC- célula apresentadora de antigeno).

3.6 Analise estatistica dos dados

Inicialmente, a natureza paramétrica ou ndo paramétrica dos dados foi avaliada
considerando-se 0 seu grau de independéncia, normalidade e variancia,
empregando-se 0 programa estatistico Minitab versdo 11.0 (San Diego, USA). As
demais analises estatisticas foram realizadas, empregando-se o software
GraphPad Prism 3.03. Para dados que apresentarem uma distribuicdo paramétrica
foi empregado a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey.
Para dados com distribuicdo ndo paramétrica foi empregado o teste Kruskal-
wallis, seqguido pelo Teste de Dunns. Anélises de correlacdo entre varidveis de
distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica foram realizadas pelos testes de
Pearson ou Spearman, respectivamente. Em todas as analises, as diferengas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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RESUMO ESTRUTURADO

INTRODUCAO: A infeccdo por Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas,
induz uma resposta imune no hospedeiro cuja eficiéncia é importante para que a
infeccdo persista ou seja eliminada. Com o consumo de etanol (EtOH) ocorre um grande
impacto sobre as atividades do sistema imune, como alteracdo da expressdo de
moléculas de co-sinalizacdo em celulas apresentadoras de antigenos (APCs) que
possuem um papel fundamental na determinacdo da funcdo efetora de linfocitos T,
direcionando o perfil dessas células para a tolerancia ou para a inflamacao.
METODOS: Nosso estudo avaliou o perfil fenotipico das APCs e linfocitos T em
camundongos da linhagem C57/BL6 ndo infectados e infectados com T. cruzi e tratados
e nédo tratados com etanol (EtOH) durante 15 dias. RESULTADOS: Nosso resultado
demonstrou maior parasitemia nos primeiros dias de inoculacdo no grupo infectado T.
Cruzi e tratado com EtOH. Os animais tratados com EtOH apresentaram modifica¢des
funcionais relacionadas com alteracdes na producdo de citocinas (IL-4, IL-10 e IFN-y)
por linfécitos T CD4+ e CD8+. O mesmo resultado reflete na expressao das célula NK,
qguanto a producdo de citocinas (IL-10 e TNF-a). Por células dendriticas CD11c+,
macréfagos CD14+, linfocitos B CD19+, ndo houve diferenca significativas. O
consumo do etanol repercutiu de forma mais significativa sobre a populacdo de
linfocitos T e células NK, levando a um predominio de um perfil inflamatério por T
helper 2, caracterizado pela diminui¢do de moléculas de ativacdo celular, como IFN-y, e
por um aumento de moléculas associadas com atividades de modulac&o de linfocitos T
CD8+, como IL-10, associado a um aumento com significancia estatistica de IL-4 em
linfocitos T CD4+. CONCLUSAO: Os resultados adquiridos com o
desenvolvimento deste trabalho permitiram concluir que houve aumento na
parasitemia no terceiro dia ap6s a infeccdo, refletindo maior suscetibilidade a
infeccdo nesses animais pré tratados com etanol. Observou-se que os linfocito T
CD4+ contribuiram para um aumento de citocinas IL-4. Constatou-se que o
principal mecanismo de protecdo por células T CD8+, na fase aguda, seja
relacionado com a producdo de IFN-y, mas houve uma tendéncia de aumento da
citocina moduladora IL-10. Percebemos que os animais tratados com EtOH
apresentam uma provavel reducdo de IFN-y induzido por células NK, mas sem
aumento da producdo de IL-10. Nossos resultados ndo demonstraram diferencgas
na producdo de citocinas por macrofagos, mondcitos e células B.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi; Alergia e Imunologia; Etanol
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Trypanosoma cruzi infection, which causes Chagas' disease,
induces an immune response in the host whose efficiency is important for the infection
to persist or be eliminated. With the consumption of ethanol (EtOH), there is a great
impact on the activities of the immune system, such as the alteration of the expression
of co-signaling molecules in antigen-presenting cells (APCs), which play a fundamental
role in the determination of T lymphocyte effector function, directing the profile of
these cells to tolerance or to inflammation. METHODS: Our study evaluated the
phenotypic profile of APCs and T lymphocytes in uninfected and T. cruzi infected and
untreated C57 / BL6 mice (EtOH) for 15 days. RESULTS: Our results showed a higher
parasitemia in the first days of inoculation in the infected group T. cruzi and treated
with EtOH. The animals treated with EtOH exhibited functional modifications related to
changes in the production of cytokines (IL-4, IL-10 and IFN-y) by CD4 + and CD8 + T
lymphocytes. The same result reflects on NK cell expression, as for the production of
cytokines (IL-10 and TNF-a). For CD11c + dendritic cells, CD14 + macrophages,
CD19 + B lymphocytes, there was no significant difference. The consumption of
ethanol had a more significant effect on the population of T lymphocytes and NK cells,
leading to a predominance of an inflammatory profile by T helper 2, characterized by
the decrease of cellular activation molecules, such as IFN-y, and by an increase of
molecules associated with CD8 + T lymphocyte modulating activities, such as IL-10
associated with a statistically significant increase of IL-4 in CD4 + T lymphocytes.
CONCLUSION: The results obtained with the development of this work allowed to
conclude that there was an increase in parasitemia on the third day after infection,
reflecting a higher susceptibility to infection in these animals pretreated with ethanol. It
was observed that CD4 + T lymphocytes contributed to an increase in IL-4 cytokines. It
was found that the main mechanism of protection by CD8 + T cells in the acute phase is
related to the production of IFN-y, but there was a tendency to increase the IL-10
modulating cytokine. We found that the animals treated with EtOH show a probable
reduction of IFN-y induced by NK cells, but without an increase in IL-10 production.
Our results did not demonstrate differences in the production of cytokines by
macrophages, monocytes and B cells.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Allergy and Immunology; Ethanol.
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TEXTO DO MANUSCRITO

INTRODUCAO

A doenca de Chagas é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
uma das 13 doencas tropicais mais negligenciadas do mundo (HOTEZ; MOLYNEUX;
FENWICK, 2007). Estima-se em aproximadamente 6 a 7 milhées o niUmero de pessoas
infectadas em todo o mundo, a maioria na América Latina, destacando-se a Argentina, o

Brasil, o México e a Bolivia. (WHO, 2017; DIAS, J.C.P ; et al., 2016).

Possui duas fases sucessivas: aguda e crbénica. A fase aguda é muitas vezes
assintomatica ou pode se limitar a uma doenca febril que dura de quatro a oito
semanas (COURA, 2015; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; MONCAYO;

SILVEIRA, 2009).

Em muitos pacientes, com o desenvolvimento da resposta imune especifica, tanto
celular como humoral, a parasitemia diminui e o0s sinais e sintomas sao
resolvidos completamente em cerca de dois a quatro meses, ocorrendo a
recuperacdo de um estado aparentemente saudavel. Esses individuos entram na
fase cronica da doenca de Chagas, que perdura por toda a vida do individuo

infectado (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; TANOWITZ et al., 2009).

Durante o processo de evolucdo da infeccdo por T. cruzi, as respostas
imunoldgicas inata e adaptativa coexistem (ANDRADE, D. V. et al., 2014). A
resposta inata é normalmente mais importante nas fases iniciais da infec¢do, uma
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vez que linfocitos e anticorpos especificos precisam de um tempo para serem
gerados. Por outro lado, a resposta adaptativa desempenha um papel importante
apos a cronificacdo da doenca, ou mesmo em respostas secundarias (COURA,

2015).

Dessa forma, a resposta imune que se segue a infeccdo é bastante complexa e
representa importante fator na determinacdo da evolucdo da inflamacdo. Ja tem
sido bem aceito que a auséncia de patologia chagasica esta principalmente
associada com a habilidade do hospedeiro infectado para regular a resposta
imune anti-T.cruzi. Entretanto, essa resposta que controla a parasitemia
persistente também pode contribuir para o dano inflamatério, que causa a

morbidade da doenca de Chagas (SATHLER-AVELAR R et al., 2009).

Acredita-se que estas manifestacfes sejam consequéncias de multiplos fatores
ligados ao T. cruzi (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo, tamanho do
indculo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raca, perfil da resposta imune) (DIAS,
J.C.P., 2000). Alguns autores apontam, ainda, para a existéncia de rea¢do cruzada
entre componentes autélogos e antigenos do T. cruzi (ANDRADE, D. V. et al.,

2014; CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2015; DOSREIS, 2011).

As células presentes no sangue periférico de pacientes chagasicos cronicos
demonstraram grande numero de células T e B circulantes. Embora indmeros
trabalhos utilizando modelos experimentais tenham definido a importancia das
subpopulagdes de linfécitos T CD4+ e T CD8+, bem como de células NK,
macrofagos e celulas B na infeccdo pelo T. cruzi, o papel dessas células ainda
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ndo esta totalmente esclarecido na infeccdo humana (ROTTENBERG et al.,

1993; SOUZA, P. E. A. et al., 2007).

Sabe-se que durante a infeccdo aguda, existe intensa reacdo inflamatoria. As
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-27, TNF-a e
IFN.g, sdo prontamente liberadas por células imunes ativadas e ativam ainda
mais outras células inflamatérias (BILATE; CUNHA-NETO, 2008; MACHADO

et al., 2008).

As citocinas desempenham papel importante na regulacdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infeccdo quanto nos
mecanismos relacionados a evolucdo da doenca de Chagas. Citocinas e
mediadores da resposta imune como a IL-10, prostaglandinas, reativos
intermediarios de oxigénio ou de nitrogénio sdo moléculas que poderiam mediar
a supressdo da proliferacdo e ativacdo de linfocitos (ABRAHAMSOHN;
COFFMAN, 1995; DE BARROS-MAZON et al., 2004), levando,
consequentemente, a diminuicdo da intensidade da reacdo imune. Além disso, foi
observado que mondcitos de pacientes apresentando a forma clinica
indeterminada apresentam caracteristicas moduladoras, como baixa expressao da
molécula HLA-DR e alta expressdo de IL-10. Diferentemente, mondcitos
derivados de pacientes apresentando a forma clinica cardiaca parecem estar
comprometidos com intensa resposta inflamatoria, devido a alta expressdo de
TNF-a, sugerindo participacdo critica dessas citocinas na infeccdo (SOUZA, P.

E. et al., 2004).
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Dentre as citocinas envolvidas, o IFN.g possui papel critico no controle inicial da
replicacdo do parasito. A regulacdo da expressdo de quimiocinas e de IFN.g,
associados ao decréscimo do parasitismo tecidual, pode ser responsavel pelo
controle da inflamacdo em infeccdes experimentais por T. cruzi (MARTINS et

al., 2004; SILVA,J.S.etal., 1992).

A acdo dos parasitos em células monociticas promove a liberacdo de varios
mediadores pro-inflamatorios, incluindo citocinas (TNF-a e IL-12), quimiocinas
e oxido nitrico (NO) (TALVANI, A. et al., 2009; TALVANI, A. et al., 2004).
Essas interacdes fornecem a primeira linha de defesa contra a infeccdo, embora
de eficacia limitada, e fornecem os sinais inflamatorios necessarios para a
resposta imune adaptativa (SATHLER-AVELAR R et al., 2009). Um sistema de
feedback positivo para IL-12 atua estimulando as células natural Kkiller a
sintetizar IFN.g e gerar respostas de linfocitos tipo | (T helper I), que estimula
macrofagos para liberar mais TNF-a, IL-12, NO e quimiocinas (BASTOS et al.,

2007; TEIXEIRA; GAZZINELLI; SILVA, 2002).

A persisténcia do parasito no hospedeiro é caracteristica marcante da doenca de
Chagas. As células T podem exercer citotoxicidade mediada por células CD8+ ou
através da secrecdo de citocinas, que ativam macrofagos para destruir os agentes

intracelulares.

Durante a fase aguda da infeccdo experimental, caracterizada por alta
parasitemia, as células T CD4+ sdo o subconjunto predominante, seguido pelas
células T CD8+. A medida que a doenca progride, as células T CD8+ assumem o
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controle como o tipo de células inflamatdrias predominantes. As células T CD4+
e CD8+ sdo relevantes para controlar a replicacdo parasitaria (por exemplo,
replicacdo descontrolada e alto parasitismo), mas novamente podem contribuir
para causar inflamacdo e danos nos tecidos a medida que a doenca progride

(PASCUTTI et al., 2003; RACHID et al., 2006)

Entretanto, toda essa resposta imunoldgica conhecida pode ser alterada em
funcdo do consumo de alcool. O consumo crénico do etanol tem demonstrado um
aumento significativo da prevaléncia de infeccGes causadas por organismos

oportunistas e patogénicos, tais como bactérias, virus e fungos (SZABO, 1999).

Estudos tém revelado que o consumo de alcool, seja de forma crbénica ou aguda,
resulta em alteracdes em componentes celulares do sistema imune inato e
adaptativo. Essas alteracdes sdo parcialmente mediadas por citocinas e

mensageiros quimicos (NELSON; KOLLS, 2002).

A administracdo de etanol a curto prazo pode mudar a classe de resposta imune
desencadeada para uma reatividade de tipo Il (T helper 11), quando promove o
aumento dos niveis séricos de IgE (DE ROUX et al., 2006). Existem outras
evidéncias na literatura, inclusive do nosso grupo de pesquisa, de que a
apresentacdo de antigenos por células B pode levar a polarizacdo T helper Il e
respostas alérgicas (ANDRADE, M. C. et al., 2009; DENG et al.,, 2002),
incluindo inflamacdo, eosinofilia, acimulo e ativacdo de macréfagos. No entanto,
ha poucos dados na literatura sobre o0s mecanismos que afetam o
desenvolvimento e a manutencéo das células T helper Il (LINDELL et al., 2008).
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Corroborando com os estudos (ANDRADE, M. C. et al., 2009; DENG et al.,
2002), ja foi identificado um mecanismo de susceptibilidade a infeccdo pelos
tripanosomatideos, pela supressdo de macrdofagos devido a resposta polarizada ao
T helper II, que reflete na maior expressdo de IL-4 (ABRAHAMSOHN;
COFFMAN, 1995; KIERSZENBAUM, 1981). Isso porque, os macrofagos
residuais do figado (células de Kupffer) desempenham um papel fundamental nas
anormalidades imunes induzidas por etanol e na doenca hepéatica (DENG et al.,

2002).

A maioria dos trabalhos publicados sobre os efeitos do alcool na celulas
apresentadoras de antigeno (APCs) incluiu subconjuntos APCs "classicos"”, como
monocitos, macréfagos, células dendriticas (DC), células de Kupffer (KC) e
Langerhans em condicdes experimentais distintas (ANDRADE, M. C. et al.,
2009). As APCs sdo células especializadas do sistema imune inato que possuem
importante papel na ativacdo da resposta imune adaptativa, visto que apresentam
0 antigeno para os linfocitos T, levando a ativacdo dessa populacdo celular e
desencadeando o inicio de resposta imune especifica efetiva (SAALMULLER,

2006).

Diante da complexidade da rede de interacdes celulares e moleculares do sistema
imune, ainda ha muito a se investigar, principalmente no que diz respeito ao
perfil de susceptibilidade e resisténcia do individuo, associado ao padrdo de
citocinas produzidas no microambiente da infeccdo, especialmente as causadas
pelos membros da familia Trypanosomatidae. Uma vez que o alcool sabidamente
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interfere nesse perfil, mudando a hierarquia de apresentacdo de antigenos para
Linfécitos B e, com isso, favorecendo a geracao de Linfécitos T produtores de
grandes quantidades de IL-4, seria altamente relevante investigar a relacdo entre
a ingestdo de alcool com o curso da infeccdo por T. cruzi. Esse estudo torna-se
ainda mais importante na medida que o exato papel da IL-4 na infeccdo por T.
cruzi ainda ndo esta totalmente definido e o fato do alcool ser uma droga de

abuso licita, amplamente consumida em todo o mundo (BESTETTI, 2016).

Em estudos laboratoriais, o consumo de alcool por camundongos causou um
aumento nos niveis de infeccdo parasitaria dos protozoarios Trypanosoma cruzi
(GOMES, N. D. G.; PEREIRA, 1989). Nesta pesquisa, de forma inovadora, foi
realizada a analise dos niveis de parasitemia associado ao perfil de citocinas das
células apresentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas, células NK)
e linfocitos T esplénicos, estimulados apos cultura com antigenos do parasito, em
camundongos que foram pré-expostos a administracdo do etanol e infectados pelo

T. cruzi.

METODOS

Neste estudo foram utilizados 20 camundongos da linhagem C57/BL6, adultos (8
semanas), provenientes do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz-MG. Os
animais foram divididos em quatro grupos experimentais com cinco animais
cada, sendo: um grupo controle tratado via intragastica com agua filtrada; um grupo

controle tratado via intragastica com solucdo de 10% de etanol por 15 dias; um grupo
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controle infectado com T. cruzi e tratado via intrdgastica com agua; um grupo tratado

via intragastrica com solucéo de 10% de etanol por 15 dias e infectados com T. cruzi.

Apo6s contencdo, os animais do grupo EtOH foram submetidos a 15
administracdes intragastricas de 0,2 mL de etanol (10%v/v), diluido em &agua
filtrada durante 15 dias consecutivos, através de gavagem. Os animais do grupo

controle receberam somente agua filtrada via intragastrica.

Foi considerado como dia zero o dia da infeccdo, que foi realizado apds 15 dias
de administracdo intragastrica de etanol. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o0s principios éticos preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi submetido ao

Comité de uso animal da Funda¢ao Oswaldo Cruz

Vinte e quatro horas ap6s a Gltima administracdo intragastrica de EtOH, a cepa Y
foi inoculada, por via intraperitoneal, com 5x10% tripomastigotas sanguineos,
quantificados de acordo com Brener (1962). Para a determinacdo da parasitemia,
os animais foram avaliados diariamente, a partir do 22 dia ap6s a infeccdo, até o

13° dia p6s-in6culo (BRENER, 1962).

Apoés a realizacdo da eutanasia, o baco dos animais foi retirado em capela de
fluxo laminar. Para tanto, o animal foi submetido a anestesia com administracéo
intraperitoneal de Ketamina 50mg/kg e Xilazina 25mg/kg, seguido de
deslocamento cervical. Posteriormente, fixado em um suporte. O bago dos
animais foi retirado em capela de fluxo laminar, com o minimo de gordura
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possivel, em seguida macerado e preparado conforme o protocolo de Brener
(BRENER, 1962). Conforme demonstrado na Figura 1, houve incubagcdo com
anticorpos de superficie marcados com fluorocromos para identificacdo celular
(Anti-CD3, Anti-CD4, Anti-CD8, Anti-CD19, Anti-Mac3, Anti-NK1.1, Anti-
CD11c). A seguir, incubacdo com anticorpos Anti-citocinas (Anti-1L4, Anti-
IL10, Anti-INFg, Anti-TNF), com fixacdo e posterior analise. Assim, realizou-se
a deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas em APCs e linfécitos T pela

citometria de fluxo.

Inicialmente, a natureza paramétrica ou ndo paramétrica dos dados foi avaliada
considerando-se o grau de independéncia, normalidade e variancia, empregando-
se 0 programa estatistico Minitab versdo 11.0 (San Diego, USA). As demais
andlises estatisticas foram realizadas, empregando-se o software GraphPad Prism
3.03. Para dados que apresentaram uma distribuicdo paramétrica foi empregado a
andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey. Para dados com
distribuicdo ndo paramétrica foi empregado o teste Kruskal-wallis, seguido pelo
Teste de Dunns. Analises de correlacdo entre variaveis de distribuicao
paramétrica ou ndo paramétrica foram realizadas pelos testes de Pearson ou
Spearman, respectivamente. Em todas as analises, as diferencas serdo

consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Nos primeiros dias de analise o nivel de parasitemia foi similar para 0os grupos

controle e infectado (figura 1). Animais infectados com T. cruzi e pré-tratados
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com EtOH, apresentaram maior contagem de parasitos no sangue desde o inicio
do periodo patente (quarto dia apds a infeccdo) até o sétimo dia pds-infeccao,
quando comparados ao grupo de controles infectados (p<0,05).
Interessantemente, por volta do quinto dia pos-infeccdo, em ambos 0s grupos
observou-se um aumento do nimero de parasitos circulantes, destacando que no
grupo pré-tratado com EtOH o nivel de parasitemia se manteve maior que no
grupo controle até o sétimo dia (p<0,05). No sétimo dia, houve o pico de
parasitemia para ambos 0s grupos e ndo observou-se mais a diferenca no nivel de
parasitemia até o fim do experimento, sendo que ambos 0s grupos apresentaram a
mesma dindmica de controle da parasitemia, pelo menos no que diz respeito a

diminuicdo de parasitos circulantes.

No grupo ndo infectado houve aumento no nivel intracelular de IL-4 em
linfocitos T CD4+ dos animais tratados com EtOH comparados com aqueles ndo
tratados (p<0,05). Esse mesmo perfil foi mantido no grupo infectado com T.
cruzi, destacando para um nivel ainda mais elevado de IL-4 (p<0,05) no grupo

tratado com EtOH quando comparado com seu respectivo controle (Figura 3A).

N&o foram observadas diferengas significativas entre os grupos que ingeriram
EtOH e os que ndo ingeriram, quando analisada a frequéncia de linfocitos T

CD4+ expressando IL-10, mesmo apos a infecc¢do (Figura 3B).

Na andlise de IFN.y no grupo ndo infectado, observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre os animais ndo tratados com agua ou com EtOH. No

entanto, linfécitos T CD4+ de animais infectados com T. cruzi apresentam um
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pronunciado aumento na producdo de IFN-y (p<0,05) quando comparados com

animais ndo infectados e que receberam agua como pré-tratamento (Figura 3C).

Em animais nédo infectados, observou-se uma reducgdo significativa de IL-4 em
linfécitos T CD8+ (p<0,05), no grupo tratado com agua, quando comparado ao
grupo tratado com EtOH (Figura 4A). No grupo infectado com T. cruzi, iSso ndo
foi observado. A infecgdo com T. cruzi contribuiu para uma reversdo no perfil
observado nos animais ndo infectados, no que diz respeito a uma diminuicdo da
producédo de IL-4 no grupo controle e aumento de IL-4 produzida por linfocitos T
CD8+ no grupo pré-tratado com etanol, apesar dessa diferenca ndo ter

confirmacdo estatistica (p>0,05).

Em relacdo a andlise de IL-10 e IFN-y em linfécitos T CD8+, apesar de ndo haver
diferenca significativa nos grupos analisados, observou-se uma tendéncia a um
aumento na producdo dessas citocinas, potencializado tanto pelo pré-tratamento

com EtOH quanto pela infeccdo com T. cruzi (Figura 4B e C).

Apesar dos dados sugerirem que o tratamento com EtOH e/ou a infeccdo
contribuiram para uma reducdo da producdo de IL-4 por células NK esplénicas
(Figura 5A), ndo houveram diferencas significativas para comprovar essa

observagéo (p>0,05).

A anélise de IL-10 sugere que o pré-tramento com EtOH induz uma tendéncia de

diminuicdo na producdo dessa citocina por celulas NK, reducdo essa ainda mais
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acentuada quando os animais foram infectados com T. cruzi e receberam EtOH

(Figura 5B).

Interessantemente, a analise da producgédo de IFN.y demonstrou que tanto o alcool
quanto a infec¢do, contribuiram para queda drastica (p<0,05) na producdo dessa
citocina por células NK esplénicas (Figura 5C), sendo que a soma dos efeitos
(EtOH + T. cruzi), contribuiu ainda mais para esse perfil de baixa producédo de

IFN-y por células NK (p<0,05).

A producdo de IL-10 por células dendriticas CD11c+ dos grupos avaliados,
apesar de ndo observado diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
(p>0,05), demonstrou uma tendéncia a elevacdo apds a administracdo de EtOH
e/ou T. cruzi. Um possivel aumento de TNF-a em células dendriticas pareceu se

relacionar mais com a infec¢do do que com a administracdo de EtOH.

Em relacdo a populacdo de macréfagos CD14+ esplénicos, os dados sugeriram
que o pré-tratamento com EtOH contribuiu para tendéncia de aumento na
producdo de IL-10, o que ndo acontece ap6s a infeccdo. Ao contréario, no
contexto do alcool mais a infeccdo com o parasito, pareceu haver uma modulagéo
na producdo dessa citocina. Em relacdo ao TNF-a, uma situacéo interessante foi
apresentada: o pré-tratamento com EtOH modulou a elevacdo dos niveis

intracelulares dessa citocina induzida pela infec¢cdo com T. cruzi.

A anélise de producdo de citocinas por linfécitos B CD19+ demonstrou que tanto
a administracdo de alcool quanto a infeccdo com T. cruzi ndo repercutiu em
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diferencas no que diz respeito a producdo de IL-4, IL-10 e IFN.y, que mostrou-se

semelhante em todos os grupos analisados.

DISCUSSAO

Na andlise dos niveis de parasitemia, o distinto perfil no curso da infeccao,
proporcionado pelo tratamento com o EtOH, poderia ser justificado por maior
suscetibilidade a infeccdo. Houve aumento do numero de parasitos circulantes
nos grupos a partir do quinto dia pés-infeccdo. No grupo que ingeriu etanol, o
nivel de parasitemia foi que no grupo controle até o sétimo dia, quando se
equipararam. Os dados sugerem que os efeitos no organismo da administracdo
por 15 dias de EtOH a 10% sejam facilitadores do sucesso da infec¢do pelo

parasito.

O tempo de 15 dias de ingestdo de EtOH a 10% € considerado ingesta cronica
(KNAPP et al., 2016) e, assim, demonstra um impacto na evolugéo da infeccao
pelo T. cruzi em camundongos. O estudo de Gomes e Pereira (1989) apresentou o
efeito da intoxicagdo por etanol administrado por 5 meses na evolugdo da
infeccdo pelo T. cruzi em camundongos, comprovando que 0S animais
apresentaram altos niveis de parasitemia. Nosso estudo complementa essas
informagGes, demonstrando, de forma muito interessante, que a administragdo de

EtOH por 15 dias tem 0 mesmo impacto em relagdo a parasitemia.

A resposta imune que se segue a infeccdo pelo T. cruzi é bastante complexa e

representa importante fator na determinagdo do destino da infeccdo. Entretanto,
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essa resposta que controla a parasitemia persistente, também pode contribuir para
o dano inflamatorio que causa a morbidade da doenca de Chagas (SATHLER-
AVELAR R et al., 2009). A reacdo inflamatoria leva a destruicdo de tecidos
musculares e neurénios e com reacdo tardia de hipersensibilidade, dilatacdo da
microcirculacdo e fibrose, induzindo cardiomiopatia crénica dilatada, arritmias,

megaes6fago e megacdlon (DIAS, J.C.P., 2000).

Observou-se aumento de parasitemia concomitante a um alto grau de parasitismo
tecidual, e diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias, demonstrando que ambas
as subpopulacGes CD4+ e CD8+ parecem ser relevantes no controle da infecgao.
As respostas mediadas por linfocitos T CD4+ e CD8+ e pelos anticorpos
produzidos por células B, sdo essenciais para o controle da parasitemia e para a
sobrevivéncia do hospedeiro (HIYAMA et al., 2001). Dessa forma, o sistema
imunoldgico € determinante na resisténcia antiparasitaria durante o curso da
infeccdo pelo T. cruzi (TARLETON, R.L., 1995). Isso pode ser verificado
qguando se analisa a infeccdo pelo T. cruzi em animais que tém depletados seus
linfocitos T CD4+ (LOPES et al.,, 1995) ou de CD8+ (TARLETON, R. L.,

2015a).

Nosso estudo demonstrou que alteragdes imunes induzidas apds administracdo
cronica de alcool se mantém na presenca da infeccdo pelo T. cruzi, no que diz
respeito ao perfil de citocinas produzidas por linfocitos e APCs. Linfécitos T
CD4+ e CD8+ de animais pré-tratados com EtOH apresentaram as alteracdes

mais impactantes no contexto da infecgéo.
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Ja foi amplamente demonstrado que a producdo local de IL-12 e IFN-y, por
mecanismos inatos de defesa, facilitam a inducdo de células T CD4+ com o
fenotipo secretorio de células Thl. Essa deve ser a razdo pela qual uma onda de
ativacdo de células Thl ocorre primeiro na infec¢do chagasica, predominando no
inicio da fase aguda (ZHANG; TARLETON, 1996). Um dos aspectos do controle
relaciona-se com a ativacdo de macrofagos infectados por linfocitos Thl,
produtores de IFN.y, que contribuem com a destruicdo intracelular de parasitos

(MARIANO et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa ja havia demonstrado que a ingestdo aguda de alcool em
alta dose 50% (v/v) proporcionou um estado de atopia em animais C57BI/6,
devido a um aumento de IL-4 (por linfécitos B) e IgE circulante (ANDRADE et
al, 2006). No entanto, interessantemente, neste trabalho observamos que a
ingestdo cronica de baixa dose (10% v/v) de alcool também resultou em aumento
de IL-4 na mesma linhagem de camundongos, mas a célula que provavelmente

contribuiu para isso foi o linfocito T CD4+, em um perfil secretério Th2.

Nossos resultados condizem com os dados de infeccdo aguda, por observarmos
aumento da producdo de IFN-y por linfécitos T CD4+ nos animais infectados,
sem elevacdo significativa de IL-10. No entanto, curiosamente, 0s animais
infectados que foram pré tratados com EtOH apresentam além de elevacdo de
IFN-y, aumento de IL-4, o que poderia comprometer o controle do parasito
mediado por IFN-y na fase aguda, como demonstrado na curva de parasitemia

(Figura 2).
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Nos animais pré tratados com etanol deste estudo, apds a infec¢cdo com T. cruzi,
observou-se que a producdo de IL-4 por linfécitos T CD4+ se manteve elevada,
mesmo havendo também elevacdo na producdo de IFN-y. E possivel que uma
reacdo inflamatéria mista (Th2/Th1l) no inicio da infeccdo possa favorecer o

parasito, contribuindo com a evolugdo da doenga.

A participacdo de linfocitos T CD8+ na resposta imune deve estar relacionada
com a capacidade do parasito infectar células que expressam MHC classe I, ou
seja, qualquer tipo celular do organismo, inclusive APC. A atividade imunoldgica
anti-T. cruzi estd relacionada com citotoxicidade ativada pela apresentacdo de
antigenos proteicos de T. cruzi a linfécitos T CD8+, por macrofagos, pela via do
MHC | (MARTIN, D.; TARLETON, 2004; MARTIN, D. L. et al., 2006). No
entanto, estudos como este tém sido prejudicados pela inexplicavel dificuldade
de se demonstrar e isolar células T CD8+ citotoxicas especificas para antigenos
do parasito (MARTIN, D.; TARLETON, 2004). Entretanto, acredita-se que o
principal mecanismo de protecdo por células T CD8+, na fase aguda, seja
relacionado com a producdo de IFN-y ou de oxido nitrico (NO), com consequente
eliminagdo do parasitismo (ALVARADO ARNEZ et al., 2011; MARTIN, D. L.
et al., 2006). Nossos resultados em relacdo a linfécitos T CD8+ ndo nos
permitiram chegar a uma conclusdo sobre a participacdo dessas células no estudo.
Mas, de qualquer maneira, observamos reducdo na producdo de IL-4 por essa
populacdo, além de tendéncia de aumento da citocina moduladora IL-10,
evidenciando que hd uma provavel hierarquia na produgdo de citocinas nos

animais tratados com EtOH e infectados.
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Os mecanismos imunoldgicos desencadeados logo apds a infeccdo por T. cruzi
parecem ser essenciais para controlar a duplicacdo precoce de parasitos. Sabe-se
que as células NK contribuem com a producédo inicial de IFN-y, desempenhando
um papel importante no controle do parasito (ANTUNEZ; CARDONI, 2004,
BATALLA et al., 2013). Neste estudo, animais tratados com EtOH apresentaram
reducdo de IFN-y, induzido por células NK. Mais uma vez, nossos resultados
demonstraram que a infeccdo por T. cruzi, no contexto do &lcool, pode

comprometer o controle celular do parasitismo mediado pelo sistema imune.

Nossos resultados sugerem que a infeccdo com T. cruzi parece favorecer o
aumento da producdo de IL-10 por células NK, mas, por sua vez, o tratamento
com EtOH ndo estimula o aumento da producdo de IL-10, pelo contrario. Um
estudo sugere que a producdo de IL-10 por células NK, induzida pela infec¢cdo
com T. cruzi, provavelmente poderia levar a uma resisténcia do hospedeiro
(PERONA-WRIGHT et al., 2009). Na verdade, um papel regulador das células
NK durante a infeccdo por T. cruzi foi proposto por Cardillo e colaboradores,
demonstrando que essas células controlam a hiperatividade das células T de
camundongos infectados. O papel principal das células NK, logo ap6s a infec¢do
por T. cruzi, seria contribuir para a indu¢do de mecanismos tripanosomicidas,
principalmente através da producdo inicial de IFN-y, ajudando na estimulacdo de
macréfagos e matando diretamente parasitos extracelulares (CARDILLO et al.,

2004).

Nossos resultados ndo demonstraram diferengas na produgdo de TNF-o por

macréfagos e mondcitos, como também na frequéncia de células B que
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expressam CD19+, nem na producdo das citocinas analisadas entre os grupos do

estudo.

Apesar de muitas pesquisas e de grandes progressos alcancados no estudo da
doenca de Chagas, as alteracdes imunologicas ocorridas dificultam o tratamento e
apresentam problemas a saude (BESTETTI, 2016). Interferéncia nos mecanismos
imunes em processos infecciosos mostrou-se mais evidente a partir dos estudos
com pacientes etilistas (SMITH; PALMER, 1976), admitindo que a ingestao
cronica de etanol leva a reducdo da resisténcia imune a infeccdo bacteriana no

homem (SMITH; PALMER, 1976).

O alcoolismo também vem sendo associado a uma ruptura no balanco e funcéo de
citocinas (ACHUR; FREEMAN; VRANA, 2010; CREWS et al., 2006).
Concentracdes aumentadas de TNF-a e IL-6, bem como uma diminuicdo nos
niveis de IL-2, IFN-y e IL-10 tém sido frequentemente associadas a pacientes
alcodlatras com cirrose (ROMEO et al., 2007). Em contraste, ap4s um consumo
moderado de cerveja durante 30 dias, foi mostrado um aumento na producdo de
IL-2, IL-4 e IL-10 e IFN-y em humanos. Os resultados contrastantes refor¢am a
hipotese de que os niveis de alcool consumido podem influenciar o tipo de

resposta do sistema imune (ACHUR et al., 2010).

Camundongos naturalmente resistentes e sensiveis a infeccdo por
tripanossomatideos, respectivamente, C57BL/6 e BALB/c, fazem parte do
repertorio murino dos modelos experimentais, fornecendo informacdes
importantes no estudo da influéncia imunoldgica do hospedeiro na resposta a
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infeccdo. Nosso estudo, utilizando animais C57BI/6, corrobora com Bryan e
colaboradores (2010), que demonstraram que a infeccdo por T. cruzi nesses
animais resulta em uma infeccdo de fase aguda de duracao variavel, caracterizada
por alta parasitemia, grande disseminacdo do parasito e imunossupressao

(BRYAN; GUYACH; NORRIS, 2010).

A capacidade do hospedeiro para controlar a infec¢do por T. cruzi € substancial,
mas parcialmente efetiva; no entanto, a acdo do EtOH permeia ainda mais a
deplecdo do sistema imune, assim a dificuldade em eliminar completamente a
infeccdo por T. cruzi. Os dados deste estudo sugerem que esta falha na obtencédo
de cura parasitolégica € resultado de uma resposta imune reprimida ou
desregulada, e reflete o sucesso de T. cruzi em evadir as respostas imunes do

hospedeiro.

CONCLUSAO

Ha aumento do numero de parasitos circulantes nos grupos a partir do quinto dia
pos-infeccdo. No grupo que ingeriu etanol, o nivel de parasitemia se manteve
maior que o seu controle, até se equipararem no sétimo dia. Isso reflete maior
suscetibilidade a infeccdo. Os linfocitos T CD4+ contribuem para elevagdo de
citocinas IL-4. O principal mecanismo de protecdo por celulas T CD8+, na fase
aguda, esta relacionado com a producdo de IFN-y. A ingesta de etanol ndo eleva

0 aumento da producéo de IL-10 por células NK.
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TITULOS DAS FIGURAS / LEGENDAS

Figura 1: Deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas em APCs e linfécitos T

pela Citometria de Fluxo.

Figura 2: Evolucdo da parasitemia em animais infectados por tripomastigotas
sanguicolas da cepa Y de Trypanossoma cruzi.

Evolucdo da parasitemia em animais infectados com tripomastigotas sanguicolas da
cepa Y de T. cruzi em funcdo do tempo, a partir do dia da infec¢do (tempo zero).
Camundongos da linhagem C57/BL6 pré-tratados com &agua e infectados com T.cruzi
representam o grupo controle (Control T cruzi), e animais pré-tratados com EtOH e
infectados com T.cruzi, representam o grupo experimental (EtOH 15d T. cruzi) (B). Nas
curvas identifica-se: PPP: Periodo Pré-Patente, PP: Periodo Patente, PMP: Pico Maximo
de Parasitemia. (*): Diferencas estatisticamente significativas entre os animais de

grupos distintos (p<0,05).

Figura 3: Analise producéo de citocinas por linfécitos T CD4+ do baco, apés pré-
tratamento oral com EtOH e infeccdo com Trypanossoma cruzi em camundongos
C57BI/6.

Animais receberam durante 15 dias consecutivos, diariamente, uma administracao
intragastrica com 0,2 mL de EtOH 10% (v/v). Vinte e quatro horas ap6s a ultima
administracdo, os animais receberam, via intraperitoneal, 5x10° tripomastigotas
sanguineos da cepa Y do T. cruzi. 15 dias apos a infeccdo, os animais foram
necropsiados e realizada a andlise da producdo de IL-4 (A), IL-10 (B) e IFN.[1, (C) por

células Natural Killer esplénicos ap0s estimulacao in vitro. O grafico representa o indice
75



de estimulacéo, obtido dividindo-se os valores da cultura estimulada com os valores da
cultura controle em cada grupo. Os dados foram tabulados e os resultados expressos
graficamente. Os resultados representam a media + erro padrdo (EP) do percentual de
células duplo-positivas obtidas no gate de linfécitos, em cada grupo (n=5). Foi realizada

a analise estatistica através do teste ANOVA .*p<0.05.

Figura 4: Andlise producao de citocinas por linfocitos T CD8+ do baco, apds pre-
tratamento oral com EtOH e infeccdo com Trypanossoma cruzi em camundongos
C57BI/6. Animais receberam durante 15 dias consecutivos, diariamente, uma
administracdo intragastrica com 0,2 mL de EtOH 10% (v/v). Vinte e quatro horas ap0s a
ultima administracdo, os animais receberam, via intraperitoneal, 5x10° tripomastigotas
sanguineos da cepa Y do T. cruzi. 15 dias apds a infeccdo, os animais foram
necropsiados e realizada a analise da producéo de IL-4 (A), IL-10 (B) e IFN.[I, (C) por
células Natural Killer esplénicos ap6s estimulacdo in vitro. O grafico representa o indice
de estimulacdo, obtido dividindo-se os valores da cultura estimulada com os valores da
cultura controle em cada grupo. Os dados foram tabulados e os resultados expressos
graficamente. Os resultados representam a média + erro padrdo (EP) do percentual de
células duplo-positivas obtidas no gate de linfécitos, em cada grupo (n=5). Foi realizada

a andlise estatistica através do teste ANOVA .*p<0.05.

Figura 5: Andlise producéo de citocinas por células Natural Killer do baco, apos
pré-tratamento oral com EtOH e infecgdo com Trypanossoma cruzi em
camundongos C57BI/6.

Animais receberam durante 15 dias consecutivos, diariamente, uma administracdo
intragastrica com 0,2 mL de EtOH 10% (v/v). Vinte e quatro horas ap6s a ultima

76



administragdo, 0s animais receberam, via intraperitoneal, 5x10% tripomastigotas
sanguineos da cepa Y do T. cruzi. 15 dias apds a infeccdo, os animais foram
necropsiados e realizada a analise da producéo de IL-4 (A), IL-10 (B) e IFN.[I, (C) por
células Natural Killer esplénicos ap6s estimulacéo in vitro. O grafico representa o indice
de estimulacéo, obtido dividindo-se os valores da cultura estimulada com os valores da
cultura controle em cada grupo. Os dados foram tabulados e os resultados expressos
graficamente. Os resultados representam a media + erro padrdo (EP) do percentual de
células duplo-positivas obtidas no gate de linfécitos, em cada grupo (n=5). Foi realizada

a analise estatistica através do teste ANOVA .*p<0.05.
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Figura 5
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5 Concluséao

Ha aumento do nimero de parasitos circulantes nos grupos a partir do quinto dia pos-
infeccdo. No grupo que ingeriu etanol, o nivel de parasitemia se manteve maior que o
seu controle, até se equipararem no sétimo dia. Isso reflete maior suscetibilidade a
infeccdo. Os linfocitos T CD4+ contribuem para elevacao de citocinas IL-4. O principal
mecanismo de protecdo por células T CD8+, na fase aguda, esta relacionado com a
producdo de IFN-y. A ingesta de etanol ndo eleva o aumento da produgéo de IL-10 por
células NK.
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