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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, acomete cerca de 6
milhdes de pessoas no mundo todo, principalmente em paises endémicos na América Latina.
O parasito induz uma robusta imunopatologia, frequentemente resultando em disfungdes
cardiacas, hepaticas e intestinais. A modulacdo da resposta imune ¢ essencial tanto para a
sobrevivéncia do hospedeiro quanto do parasita. A interleucina-33 (IL-33) apresenta efeitos
pleiotropicos durante infec¢des, podendo ser protetora ou prejudicial. A IL-33 se liga ao
receptor supressor de tumorigenicidade 2 (ST2), que ¢ expresso em uma variedade de células,
incluindo leucoécitos. Neste contexto, este estudo objetivou investigar o papel do receptor ST2
durante a fase aguda da infeccao experimental por 7. cruzi. Para isso, camundongos fémeas
BALB/c, selvagens (WT) e geneticamente deficientes para o receptor ST2 (ST2'), com
idades entre 8 e 10 semanas, foram infectados com 1000 tripomastigotas sanguineos da cepa
Y de T cruzi. A avaliagdo parasitologica, imunoldgica e fisiopatologica foi realizada em
distintos momentos da fase aguda da infeccdo para caracterizar o desenvolvimento de
patogéneses. Observou-se que a auséncia de ST2 resultou em uma diminui¢do da parasitemia
aos 7 dias pos-infeccdo (dpi), acompanhada pelo desenvolvimento de miocardite precoce e
aumento dos niveis de CK-MB. Com a progressdo da infecgdo (20 dpi), os animais ST2™"
apresentaram acimulo de leucocitos no figado e intestino, associado a disfungdes funcionais
nesses oOrgaos. No coragdo, observamos alteragdes degenerativas € comprometimento da
funcdo elétrica cardiaca. Na avaliagdo da resposta imune, identificamos respostas
inflamatorias exacerbadas no bago, com o aumento na expressdo de IFN-y e TNF-a em
linfécitos. No tecido cardiaco, constatamos reducao da populacdo de macrofagos cardiacos
residentes, em detrimento do recrutamento de macrofagos MHC II+ CCR2+ e mondcitos.
Ademais, na deficiéncia do receptor /ST2, observamos uma potencializa¢do generalizada da
expressdao de IFN-y por variadas populagdes celulares, incluindo linfocitos T CD4+ e CD8+,
monocitos, neutrofilos e macrofagos. Conclui-se que o eixo IL-33/ST2 desempenha um papel
essencial na regulacdo da resposta inflamatoéria e na manutencdo da homeostase tecidual
durante a infeccdo aguda por 7. cruzi. Os dados obtidos neste estudo aprofundam o
conhecimento sobre os mecanismos imunopatoldogicos da doenga de Chagas e,
consequentemente, podem direcionar o desenvolvimento de novas estratégias de controle ou

terapéuticas.

Palavras-chave: Doencga de Chagas; Resposta imune inata e adquirida; Imunopatologia.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affects approximately 6 million
people worldwide, mainly in endemic countries in Latin America. The parasite induces a
robust immunopathology, frequently resulting in cardiac, hepatic, and intestinal dysfunctions.
Modulation of the immune response is essential for both host and parasite survival.
Interleukin-33 (IL-33) exhibits pleiotropic effects during infections, potentially acting as
either protective or detrimental. IL-33 binds to the suppressor of tumorigenicity 2 (ST2)
receptor, which is expressed on a variety of cells, including leukocytes. In this context, this
study aimed to investigate the role of the ST2 receptor during the acute phase of experimental
T. cruzi infection. For that, female BALB/c mice, wild-type (WT) and ST2 receptor
genetically deficient (ST27") mice, aged between 8 and 10 weeks, were infected with 1000
blood trypomastigotes of 7. cruzi Y strain. Parasitological, immunological and
pathophysiological evaluations were performed at distinct time points during the acute phase
of infection to characterize the development of pathogenesis. The absence of ST2 was
observed to result in a transient decrease in parasitemia at 7 days post-infection (dpi),
accompanied by the development of early myocarditis and increased CK-MB levels. With the
progression of infection (20 dpi), ST2-/- mice exhibited leukocyte accumulation in the liver
and intestine, associated with functional impairment in these organs. In the heart, degenerative
changes and impaired cardiac electrical function were observed. Evaluation of the immune
response revealed exacerbated inflammatory responses in the spleen, with increased
expression of IFN-y and TNF-a in lymphocytes. In cardiac tissue, a reduction in the resident
cardiac macrophage population was observed, alongside an increased recruitment of MHC 11+
CCR2+ macrophages and monocytes. Furthermore, ST2 deficiency led to a generalized
enhancement of IFN-y expression by various cell populations, including CD4+ and CD8+ T
lymphocytes, monocytes, neutrophils, and macrophages. In conclusion, the IL-33/ST2 axis
plays an essential role in regulating the inflammatory response and maintaining tissue
homeostasis during acute 7. cruzi infection. The data obtained in this study contribute to the
understanding of the immunopathological mechanisms of Chagas disease and, consequently,

may guide the development of new control or therapeutic strategies.

Keywords: Chagas disease; Innate and adaptive immune response; Immunopathology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da doenca de Chagas

A doengca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, ¢ causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), cujo ciclo de
vida envolve insetos vetores triatomineos e hospedeiros mamiferos. O parasito foi
primeiramente identificado por Carlos Chagas em 1909, que também descreveu seu ciclo de
vida, hospedeiros invertebrados e vetores, os hospedeiros vertebrados reservatérios e as
caracteristicas clinicas da doenga (Chagas, 1909).

Atualmente, estima-se a existéncia de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo com DC,
sendo considerada endémica em 21 paises da América do Sul, Central e partes da América do
Norte, incluindo o México e alguns estados do sul dos EUA, como o Texas. Além disso, a
doenca esta presente em paises da Europa e do pacifico ocidental (Cucunubd et al., 2024;

Palacios Gil-Antunano et al., 2024; WHO, 2024). (Figura 1).

Numero de infectados

)
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Nao se aplica \

Sem dados

Figura 1. Distribui¢do mundial de casos da doenca de Chagas. A América Latina ¢ a regido mais acometida
por esta doenga, com 21 paises endémicos. Devido ao fluxo migratdrio, registram-se casos nos Estados Unidos,
Canad e regides da Europa e Asia.

Figura Adaptada de: Palacios Gil-Antuiiano et al., 2024.

A DC afeta principalmente individuos carentes devido @ manutencao da transmissao
da infec¢do por 7. cruzi em areas rurais onde as populagcdes humanas vivem em habitagdes
mal construidas e em contato proximo com potenciais vetores (Hidron et al., 2010). O fluxo

migratério internacional mudou a epidemiologia da doenga de Chagas, que atualmente afeta
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areas periurbanas e areas urbanas, tanto endémicas quanto ndo endémicas (WHO, 2024).
Devido ao constante afluxo de imigrantes oriundos de paises onde a doenca ¢ endémica, a DC
esta se tornando um significativo problema de satide na América do Norte e em muitas partes
da Europa, Japdo e Austrdlia, onde um numero crescente de individuos estd infectado.
Aproximadamente 300.000 individuos que vivem nos EUA tém infec¢do por 7. cruzi e cerca
de 60.000 na Espanha (Bern; Montgomery, 2009; Hidron et al., 2010; Rassi; Rassi;
Marin-Neto, 2010).

Em 2020, o Ministério da Saude definiu a fase cronica da DC como doenga de
notificagdo compulsoria em ambito nacional, disponibilizando o formulario na plataforma
e-SUS Notifica para o registro de casos confirmados de doenga de Chagas Cronica (DCC)
(Brasil, 2023). Sem duvida, essa medida serd de grande valia para o entendimento da

epidemiologia da DCC no Brasil.

1.2 Transmissdo da DC e biologia do Trypanosoma cruzi

Os vetores da DC sdao os insetos triatomineos, popularmente conhecidos como
barbeiros (Hemiptera, Reduviidae). Durante o repasto sanguineo, as formas tripomastigotas
metaciclicas, localizadas na extremidade distal do tubo digestorio dos insetos, sdo eliminadas
com as fezes e/ou urina e penetram no organismo do hospedeiro através de pele lesada ou
mucosa (Dias; Schofield, 1999). Embora existam cerca de 140 espécies de triatomineos,
algumas delas, como Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, ¢ Rhodnius prolixus sao
reconhecidas como os principais vetores da DC envolvidos na transmissao humana (Rassi;
Rassi; Marin-Neto, 2010).

Devido as politicas de controle de vetores iniciadas na década de 1970, o numero de
mortes anuais diminuiu em aproximadamente 50% apos 1990. Este sucesso deve-se
principalmente aos esfor¢os regionais para a interrup¢do da transmissdo do 7. cruzi pelo
principal vetor domiciliado (7riatoma infestans) em trés paises endémicos (Uruguai em 1997,
Chile em 1999 e Brasil em 2006). Contudo, mais de 70 milhdes de pessoas permanecem em
risco em paises da América Latina (OPAS, 2023).

Além da transmissdo vetorial, outras formas de transmissdo da DC incluem
transfusdo sanguinea, via oral, congénita, acidentes de laboratdrio e transplantes de orgdos
(Lidani et al., 2019; Pérez-Molina; Molina, 2018; Prata, 2001). A transmissao oral da doenca
tornou-se uma prioridade de saude publica em algumas regides, com numerosos surtos

registrados no Brasil, Venezuela, Colombia, e Guiana Francesa (Franco-Paredes et al., 2020).
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Existem 7 grupos de 7. cruzi classificados em DTUs (do inglés, discrete typing
units): Tc I-VI e Tcbat, definidas com base em marcadores biologicos, bioquimicos, €
genéticos (Zingales et al., 2009, 2012, 2018). As DTUs diferem quanto as suas associagdes
ecoepidemioldgicas, variagdes genéticas, reservatorios (mais de 100 espécies de mamiferos) e

vetores (Magalhaes et al., 2022; Zingales; Bartholomeu, 2022) (Figura 2).
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Figura 2. Diversidade genética do Trypanosoma cruzi e sua relacio com a adaptabilidade a diferentes
hospedeiros e ambientes. As DTUs variam conforme polimorfismo em compartimentos principais ou
disruptivos, conferindo um fenotipo particular de cada grupo. A diversidade genética do parasito tem impacto em
fatores como tropismo tecidual, associacdo com reservatorios e vetores, e desfecho clinico da doenga.

Figura adaptada de: Zingales; Bartholomeu, 2022.

A transmissdo vetorial envolve a invasao celular no hospedeiro mamifero por formas
infecciosas para mamiferos (as formas tripomastigotas metaciclicas). Qualquer célula
nucleada pode ser infectada pelo 7. cruzi, que se diferencia em formas amastigotas
replicativas e, posteriormente, em formas tripomastigotas, altamente infectantes (Rassi; Rassi;
Marin-Neto, 2010). Os tripomastigotas lisam as células, invadem tecidos e se espalham
através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais distantes. O ciclo tem
continuidade pela ingestdo, pelo vetor, de sangue contendo formas tripomastigotas sanguineas
(Hidron et al., 2010).

Apoés a ingestdo do parasito, estes migram para o intestino médio do inseto, onde
uma pequena parcela de parasitos remanescentes se diferenciam em formas epimastigotas

replicativas (Castro et al., 2007). Os epimastigotas reproduzem-se por fissdo bindria e
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colonizam o intestino médio e posterior do inseto (Nogueira et al., 2007). Na por¢ao distal do
tubo digestorio, os epimastigotas aderem-se as c¢lulas epiteliais e inicia-se o processo de
metaciclogénese, com a diferenciagdo em tripomastigotas metaciclicas. Entre os estimulos
envolvidos com a metaciclogénese, estdo a queda de pH (abaixo de 5,5) e estresse metabolico
(Alves et al.,, 2007). Os triatomineos defecam durante ou apds o repasto sanguineo,
depositando fezes e/ou urina sobre a pele do mamifero do qual se alimentam. A infec¢do em
um novo hospedeiro ocorre apos a invasao de tripomastigotas metaciclicos na pele lesada ou

mucosas (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida do 7. cruzi. (1) As formas tripomastigotas metaciclicas sdo eliminadas junto dos
excrementos do inseto vetor e ao contato com feridas ou mucosas, podem invadir o hospedeiro vertebrado. (2)
No interior do organismo, as formas tripomastigotas tém a capacidade de invadir as células nucleadas e se
diferenciar na forma replicativa amastigota. (3) Posteriormente, as formas amastigotas passam a se replicar no
interior das células hospedeiras, formando ninhos de amastigotas. (4) Eventualmente, as amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas, que rompem a célula parasitada e podem se disseminar para outros tecidos. (5)
Alternativamente, os tripomastigotas podem ser ingeridos pelo inseto hematéfago no momento do repasto
sanguineo. (6) No intestino médio do inseto, os tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas, que
sdo as formas que colonizam o seu tubo digestivo. (7) No intestino posterior do inseto, as formas epimastigota
originam as formas tripomastigotas metaciclicas, altamente infecciosas. Ao entrar em contato com organismos
mamiferos, podem iniciar novas infec¢des, dando continuidade ao ciclo.

Figura adaptada de: CDC, 2024.
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1.3 Diagnostico da DC

Atualmente, apenas 7% das pessoas com DC sdo diagnosticadas, e somente 1% recebe
tratamento etiologico adequado no século XXI (Chaves et al., 2017). O diagnostico da DC ¢
desafiador, sendo apoiado por informagdes epidemioldgicas e pelas manifestagdes clinicas. O
diagndstico precoce ¢ crucial para prevenir o desenvolvimento e progressdo da cardiomiopatia
chagésica.

O diagnéstico na fase aguda depende da visualizacdo de formas tripomastigotas
sanguineas em esfregagos sanguineos ou a observacao do parasito em exames a fresco. Com a
progressao da infec¢do aguda, a parasitemia diminui drasticamente, tornando a observagao do
parasito extremamente dificil (Dias et al., 1997). Outras formas de diagnéstico nesta fase sdo
hemocultura (por meio de cultura especifico) ou xenodiagnostico (que envolve a deteccao do
parasito nas excretas de triatomineos alimentados com o sangue de pacientes). Embora
apresentem alta sensibilidade na fase aguda, essas duas metodologias sdo raramente
executadas, devido a necessidade de equipamento e pessoal qualificado, e sua baixa
sensibilidade na fase cronica da infec¢cdo. Além disso, demandam um longo periodo (30-180
dias) até a obtencdo de resultados definitivos (Galvao et al., 1993). Embora haja testes
sorologicos disponiveis para o diagndstico baseados na deteccdo de IgM, seu desempenho
ainda ¢ questionavel. Na fase aguda, a pesquisa de anticorpos especificos da classe I1gG ¢
raramente positiva (Gomes et al., 2009).

Na fase cronica, o diagnostico baseia-se na detec¢do de IgG, por meio de testes como
Ensaio Imunoenzimdatico (ELISA), Imunofluorescéncia indireta (RIFI), ou hemaglutina¢ao
indireta (HAI). A confirmagdo da DC ocorre pela soropositividade em pelo menos dois testes
sorologicos distintos (Dias et al., 2016; WHO, 2002). Nos ultimos anos, o diagndstico
molecular tem ganhado visibilidade, possibilitando detectar DNA do parasito no sangue ou
em tecidos com variavel sensibilidade (50 a 90%), contudo, ainda existe pouca padroniza¢ao
entre os laboratorios de rotina para a execucao destes testes, além de sua alta complexidade

(Schijman et al., 2011).

1.4 Tratamento etiologico

Desde 1970, existem apenas dois fArmacos tripanocidas aprovados para o tratamento
da DC, o benzonidazol (BZN) e nifurtimox (NFX) (Bern et al., 2007). No Brasil, apenas o
BZN ¢ aprovado para uso, devido a maior quantidade de estudos demonstrando sua relativa
eficacia e seguranga (Sangenito et al., 2019). Este fA&rmaco atua no metabolismo redox do

protozoario, interferindo com a sintese de DNA e tornando-o mais suscetivel a dano oxidativo
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(Galvan, Losada et al., 2021). No entanto, o BZN tem baixa eficacia na fase cronica da
infeccdo, além da presenga de cepas resistentes (Dias et al., 2016; Pérez-Molina; Molina,
2018). Entre as reacOes adversas, podem-se observar dermatite alérgica (20-30% dos
pacientes), neuropatias (5-10% dos pacientes). Efeitos adversos incomuns incluem nduseas,
vOmitos, anorexia, perda de peso, leucopenia e trombocitopenia (Jackson; Wyssa; Chappuis,
2020).

J4 para o NFX, os efeitos adversos incluem disturbios gastrointestinais em 30-70%
dos pacientes, assim como toxicidade ao sistema nervoso central e periférico (Jackson et al.,
2010; Jackson; Wyssa; Chappuis, 2020). E importante ressaltar que o esquema de tratamento
¢ prolongado, durando 60 dias, ao longo dos quais os efeitos adversos podem se manifestar.

No Brasil, o tratamento ¢ indicado para os casos pediatricos, agudos, congénitos, em
casos de reativacdo da infeccdo ¢ em individuos com forma cronica menores de 18 anos de
idade (de Andrade et al., 1996; Rassi; Rassi; Marin-Neto, 2010). O tratamento de pacientes
adultos assintomaticos pode ser recomendado, principalmente devido evidéncias na redugdo
da progressao da cardiomiopatia apos o tratamento (Fabbro et al., 2007; Viotti et al., 2006). O
tratamento etiologico, mesmo em pacientes com cardiomiopatia, parece ser benéfico, com
diminui¢do do acometimento cardiaco e da mortalidade (Cardoso et al., 2018; Morillo et al.,
2015).

Para pacientes acima de 50 anos, o tratamento etioldgico ¢ considerado opcional,
principalmente devido a falta de dados para esta faixa etaria. O tratamento ¢ contraindicado
durante a gestacgdo, para pacientes com insuficiéncia renal ou hepdtica, ou com megaesofago e
prejuizos a degluti¢do. Para pacientes com acometimento gastrointestinal, ndo ha evidéncia de
beneficios ap6s o tratamento etiologico, sendo que intervengdes corretivas (como cirurgias)
podem ser empregadas. O monitoramento do sucesso terapéutico ¢ outro desafio, visto que a
negativacao dos testes soroldgicos (critério de cura) pode demorar anos ou décadas apds o fim
do tratamento (Bern et al., 2007; Dias et al., 2016).

Os farmacos disponiveis sdo pouco eficientes contra estdgios intracelulares do
parasito. Isso se deve a capacidade dos amastigotas intracelulares de permanecer durante
longos periodos de tempo como formas ‘“dormentes”, com reducdo de sua atividade
metabolica e replicativa (Sanchez-Valdéz et al.,, 2018). Essas limitagdes reforcam a
importancia do entendimento da patogenia da DC e do desenvolvimento de novas formas de

controle.
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1.5 Aspectos clinicos

A DC apresenta duas fases: aguda e cronica. A fase aguda inicia-se no momento da
infeccdo e pode durar até alguns meses. Durante a fase aguda, o sinal de Romana (edema
bipalpebral unilateral) e o chagoma de inoculagdo (lesdo cutanea indolor, que se desenvolve
no local de penetragdo do parasito) sdo os sinais caracteristicos de porta de entrada desta fase,
embora a maior parte das infecgdes seja assintomadtica ou inaparente. Outras manifesta¢des
clinicas observadas nesta fase sdo: febre, linfadenopatia, edema e hepatoesplenomegalia
(Coura, 2007; Junqueira et al., 2010)

Nesta fase inicial, a parasitemia ¢ evidente, possibilitando sua deteccao por diferentes
métodos parasitologicos. No entanto, a maioria dos pacientes passa pela fase aguda sem
diagnostico, evoluindo para a fase indeterminada, caracterizada pela auséncia de
manifestagdes clinicas (Rassi; Rassi; Marin-Neto, 2010). Aproximadamente 10%-30% dos
individuos cronicamente infectados desenvolvem, décadas apos a infec¢do, complicacdes
viscerais na fase cronica, apresentando as formas cardiaca e digestiva (Figura 4) (Lidani et al.,

2017; Pérez-Molina; Molina, 2018).
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Figura 4. Curso da infeccio pelo 7. cruzi e desenvolvimento clinico da doenca de Chagas em humanos. A
fase aguda ¢ normalmente sintomatica e associada a uma alta parasitemia, parasitismo tecidual e grande ativagdo
do sistema imune, com rapida produ¢do de IgM. Sintomas caracteristicos dessa fase sdo sinal de Romafia,
chagoma de inoculagdo, febre, dores de cabeca. Durante a fase cronica, a parasitemia ¢ escassa, com muitos
pacientes assintomaticos (forma indeterminada). No entanto, 10- 30% dos pacientes chagasicos cronicos podem
apresentar sintomatologia, principalmente distirbios cardiacos e/ou digestivos. Nesta fase, a IgG ¢ persistente,
possibilitando o diagndstico sorologico.

Fonte: Autoria propria
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Nos ultimos anos, a notificagdo da doenca de Chagas oral aguda (DCOA) tem
ganhado destaque, devido principalmente a casos de infeccdo por via oral, através do
consumo de alimentos contaminados (Dias et al., 2016; Franco-Paredes et al., 2020;
Shikanai-Yasuda; Carvalho, 2012). A DCOA induz uma forma aguda sintomatica, com
elevada mortalidade (até 10%), além de altas taxas de miocardite e meningoencefalite
(Messenger; Miles; Bern, 2015). A severidade da infec¢do aguda, outrora atribuida
principalmente ao alto indculo de parasitos, também ¢ decorrente do desenvolvimento de uma
resposta imune exacerbada, com expressiva producdo de citocinas pro-inflamatérias e o
possivel envolvimento do eixo intestino-figado. Na DCOA, também podem ser observados
sintomas clinicos como hepatoesplenomegalia, meningoencefalite, tosse, edema facial e
hemorragia gastrointestinal, trazendo questionamentos sobre potenciais novos sitios de
parasitismo (Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Pereira et al., 2009).

A infeccdo em pacientes imunossuprimidos (tais como aqueles com infec¢do avangada
por HIV, receptores de transplantes de 6rgdos ou doencgas autoimunes) pode ocasionar
parasitemias elevadas, miocardite fulminante, meningoencefalite, abscessos cerebrais e lesdes
cutdneas (Antinori et al., 2017). Ja nas formas de transmissdo congénita da DC, os sintomas
mais comuns sdo febre, hipotonicidade, hepatoesplenomegalia e anemia. Podem ocorrer
também abortos prematuros ou baixo peso ao nascimento. Manifestagdes mais sérias incluem
miocardite, meningoencefalite ¢ pneumonite (Carlier & Truyens et al., 2015).

A maioria dos individuos em fase aguda sobrevive e evolui para uma fase cronica que
pode ser assintomdtica (indeterminada) ou apresentar distirbios e manifestacdes cardiacas,
digestivas ou neuroldgicas. A forma indeterminada da DC corresponde ao periodo de infecgdo
assintomatica ou subclinica. Cerca de 70% dos individuos cronicamente infectados
permanecem na forma indeterminada, de duragdo variavel, podendo estender-se por meses ou
anos. Esta forma ¢ caracterizada pela: (1) positividade de dois métodos sorologicos diferentes
com resultados concordantes, (2) auséncia de sintomas, (3) ECG normal e (4) normalidade no
exame radioldgico do torax, esofago e colon (Rassi JR et al., 2010; Marin-Neto et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos em areas endémicas mostraram uma taxa de progressao
anual de 1,85-7% da forma indeterminada para as formas clinicas (determinadas) da doenga,
mais comumente cardiomiopatia. Aproximadamente, 10-30% dos individuos infectados
desenvolvem formas cardiacas ou digestivas de doenga de Chagas cronica. Fatores que
contribuem para a progressdao da fase sintomatica sao: taxas de reinfecc¢ao, cepa do 7. cruzi,
comorbidades (como imunossupressdo) e predisposi¢ao genética do hospedeiro (Dias ef al.,

2016; Rassi et al., 2006).
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Durante a fase cronica sintomatica, o envolvimento cardiaco ¢ a manifestacdo mais
frequente e severa. A transicdo da forma indeterminada para a forma cardiaca se manifesta
pelo aparecimento de alteragcdes no ECG, como bloqueio parcial ou total do ramo direito,
bloqueio fascicular anterior esquerdo, alteragdes das ondas ST-T ou contragdes ventriculares
prematuras. Conforme a doenga avanga, podem surgir bradiarritmias, bloqueios
atrioventriculares, ondas q, taquicardia ventricular e fibrilagdo atrial (Dias et al., 2016; Rassi
et al., 2006). A mortalidade na cardiomiopatia chagésica ocorre principalmente devido a
morte subita cardiaca (55-65%), insuficiéncia cardiaca congestiva (25-30%) e fendmenos
tromboembdlicos (10-15%). A mortalidade anual por todas as causas em pacientes com
cardiomiopatia chagasica cronica estabelecida ¢ de aproximadamente 7,9%, podendo ser
ainda maior em estagios avancados da doenca (Chadalawada et al., 2021).

O acometimento gastrointestinal ocorre com manifestagdes digestivas principalmente
devido a destruicdo dos plexos nervosos ao longo do trato digestorio. Esse quadro clinico
pode se apresentar de forma isolada ou em combina¢do com manifestagdes cardiacas (forma
cardiodigestiva) (Bern et al., 2007). A forma digestiva da infeccdo por 7. cruzi afeta mais
comumente o Cone Sul (Argentina, Bolivia, Chile, sul do Peru, Paraguai e partes do Brasil).
Esta distribui¢do geografica preferencial pode estar relacionada com diferengas regionais na
distribuicdo de cepas de 7. cruzi. O es6fago e o colon distal s3o os segmentos do trato
gastrointestinal mais comumente afetados. As alteragdes funcionais do megaesdfago podem
ocasionar disfagia, regurgitacdo e dor epigéstrica. J& as complicagdes decorrentes do
megacolon podem ser constipagcdo intestinal cronica e distensdo abdominal (Meneghelli,

2004).

1.6 Modelo experimental e cepa Y

Um modelo consolidado para avaliar aspectos biologicos associados a DC consiste
na infeccdo experimental em animais, sendo este utilizado desde o inicio dos estudos da DC
por Carlos Chagas (Chagas, 1909). Os camundongos, comumente empregados como modelo
experimental na DC, sdo capazes de reproduzir caracteristicas das fases aguda e cronica da
DC, incluindo variaveis parasitologicas, imunologicas e histopatologicas. A severidade da
infeccao experimental depende de fatores como a via de inoculagdo, cepa de 7. cruzi, idade e
linhagem do camundongo (Btyszczuk, 2019). Devido a indugdo de células T auxiliares do
tipo 1 (Thl), que favorece a eliminag¢do dos parasitos por meio da producdo de citocinas que

estimulam os mecanismos microbicidas celulares, os camundongos C57Bl1/6 sdo considerados
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resistentes a infec¢ao pelo 70 cruzi, em comparagdo a linhagem BALB/c (Borges et al., 2009;
Ledao et al, 2025). Ja os camundongos BALB/c, em contraste, desenvolvem
predominantemente uma resposta do tipo Th2, favoravel ao desenvolvimento do parasitismo,
e por isto sdo considerados modelos experimentais suscetiveis.

A cepa Y, pertencente a DTU II (Zingales et al., 2009) ¢ uma linhagem virulenta do
T. cruzi, comumente utilizada em modelos experimentais devido ao seu curso de infec¢cdo com
fases aguda e cronica previsiveis. Esta cepa apresenta uma parasitemia de crescimento rapido,
com o pico de parasitemia ja por volta do 9 dpi, decrescendo rapidamente até a negativagao
pelo 30 dpi. A cepa Y induz uma inflamacao tecidual aguda intensa, composta principalmente
por células mononucleares. Essa infiltragdo inflamatoria dos tecidos cardiacos do hospedeiro
¢ critica para a eliminacdo do parasita e ¢ modulada pela expressao de citocinas
pro-inflamatorias, principalmente IFN-y e TNF-a, produzidas tanto por células do sistema
imune inato quanto por cardiomidcitos (Teixeira et al., 2002; Machado et al., 2000). A
inflamagdo pode resultar em remodelamento tecidual e alteragdes funcionais, incluindo

alteragdes no potencial de conducao cardiaca (Mata-Santos et al., 2024).

1.7 Imunidade e patogénese da DC

A persisténcia do parasitismo tissular tem uma participacdo direta no
desenvolvimento de inflamacdo tecidual, patogéneses, comprometimentos fisiopatoldgicos, e
manifestagdes clinicas da DC (Tarleton, 2001; Machado et al., 2012).

Durante a disseminag@o do 7. cruzi pelo organismo, padrdes moleculares associados
ao patogeno (PAMPs) sdo reconhecidos por receptores do tipo Toll (Toll-like receptors
[TLR]) expressos na superficie de varios tipos celulares incluindo as células apresentadoras
de antigenos (APCs), principalmente em macrofagos e células dendriticas. Esse
reconhecimento inicial ¢ crucial para o desencadeamento da resposta inflamatoria, com a
apresentacdo de antigenos as células T e a produgdo inicial de mediadores inflamatorios
(Boscardin et al., 2010). De fato, animais deficientes na via de sinalizacdo mediada por
receptores do tipo Toll, em infec¢des experimentais por 7. cruzi, apresentam maior
susceptibilidade e infec¢do aguda mais grave (Campos et al., 2004). Moléculas produzidas
pelo parasito, como glicosilinositolfosfolipidios (GIPLs), glicofosfatidilinositol (GPI) e seu
proprio DNA (devido a presenga de motivos CpG), sdo capazes de ativar TLRs,
principalmente TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 (Bafica et al., 2006; Caetano et al., 2011;
Campos et al., 2001).
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A ativacdo de TLRs por moléculas do 7. cruzi, mediada pelas vias de sinalizagdo
dependentes do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) MyD88 e TRIF, resulta na
ativacdo das vias do NF-xkB e das quinases ativadas por mitogenos (MAPK). Essas vias
promovem a expressdo de genes codificadores de mediadores imunologicos pro-inflamatdrios
e anti-inflamatdérios (Gazzinelli; Denkers, 2006). Entre os principais mediadores
pré-inflamatorios destacam-se o interferon-gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) e a interleucina (IL)-12, cruciais para a resisténcia ao parasito (Silva et al., 1995).

A ativacdo da imunidade adaptativa ocorre como consequéncia da resposta inata,
sendo iniciada pela IL-12, que estimula células T a produzirem IFN-y. Essas células T
migram em resposta a quimiocinas liberadas localmente e desempenham um papel central no
combate ao parasito. O IFN-y também potencializa a atividade citotéxica de células T CD8+,
promovendo a destruicdo de células infectadas (Silva et al., 1995).

As células natural killer (NK), produtoras de IFN-y, e o 6xido nitrico gerado pela
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em macréfagos, também desempenham papel
protetor na infec¢do (Cardillo et al., 1996; Fernandez et al., 1992). A resposta humoral pode
contribuir para o controle do parasitismo, possivelmente por meio da mediagdo de
mecanismos de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (Rottenberg et al., 1993;
Gazzinelli e Denkers, 2006).

Durante a fase aguda da infecg¢do, a invasao do tecido cardiaco e a presenca de ninhos
de amastigotas induzem a degeneracdo e necrose de cardiomidcitos, degeneracdo neuronal,
dano microvascular e fibrose. A resposta imune ¢ intensificada pela destrui¢do dos
cardiomidcitos e, consequentemente, pela liberagdo de padrdoes moleculares associados a
danos (DAMPs), contribuindo para a continua ativagcdo do sistema imune (Andrade, 1999;
Bonney et al., 2019).

A DC ¢ caracterizada pela ativacdo de uma robusta imunidade celular, composta
principalmente por linfocitos T CD8+, células Thl, Th17 e citocinas como TNF-o, I[FN-y,
IL-6 e IL-17 (Almeida et al., 2018; Poveda et al., 2014). Embora essa resposta inflamatoria
seja crucial para a eliminacao do parasito, ela também pode causar danos teciduais, resultando
em miocardite e nas alteragdes intestinais e neuroldgicas observadas na DC (Clayton, 2010;
Tarleton, 2001).

O curso para a progressao da cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) esta relacionado
as propriedades genéticas do hospedeiro e parasito (Hidron et al., 2010; Hoffman et al.,

2019). A CCC ¢ caracterizada por um infiltrado de células mononucleares, constituido
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principalmente por macréfagos e células T CD8+, além de fibrose intersticial progressiva
(Higuchi et al., 1993; Higuchi, 1995).

Neste contexto, as citocinas IL-10, IL-4 e o fator de transformag¢ao do crescimento
(TGF-B), desempenham um papel regulador, prevenindo o aumento do processo inflamatorio
(Hunter et al., 1997, Silva et al., 1995). As células T reguladoras (Tregs) sdo importantes
moduladores de mecanismos pro-inflamatorios durante a cardiomiopatia chagésica, sendo
importantes fontes de IL-10 e TGF-p, regulando a ativagdo prolongada de células T CD8+ e T
CD4+ (Damasio et al., 2019; Neves et al.,, 2022; Almeida et al.,, 2022). A inibicao
experimental das células Tregs induz miocardite e mortalidade precoce na fase aguda da
infeccdo por 7. cruzi (Mariano et al., 2008). De fato, pacientes com a forma crdnica
sintomatica apresentam altos niveis de IFN-y, e quimiocinas relacionadas, além de uma
ativacdo persistente de células T (CD69+ CD4+) (Roffe et al., 2019; Almeida et al., 2022).
Em contraste, pacientes na forma indeterminada apresentam maiores niveis séricos de IL-10,
evidenciando a importancia das células reguladoras na imunorregulagdo da DC (Gomes et al.,
2003). A figura 5 ilustra os principais mecanismos envolvidos no controle do parasitismo e

progressao da doenca.
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arasite control
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Anti-inflammatory environment H Inflammatory environment

Subsequent control of inflammation H Uncontrolled inflammatien: tissve damage
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Figura 5. Visdo geral da resposta imune durante a infeccio por Trypanosoma cruzi. Na fase aguda, uma
forte resposta inflamatoria com citocinas como IFN-y e TNF controla a replicagdo do parasita. Na fase cronica, a
resposta pode seguir dois caminhos: um ambiente anti-inflamatério (com IL-10 e TGF-B) que leva a forma
indeterminada, ou a persisténcia de um ambiente inflamatério que causa danos teciduais e leva a forma clinica
cardiaca.

Figura adaptada de: Magalhaes et al., 2022.
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Ap6s infecgdes ou danos celulares, moléculas sinalizadoras de agressdo, conhecidas
como alarminas, sdo liberadas no meio extracelular, interagindo com receptores expressos por
células envolvidas na imunidade inata e adaptativa. Alarminas derivadas de células epiteliais,
como IL-33, IL-25 e a linfopoietina estromal timica (TSLP, do inglés Thymic Stromal
Lymphopoietin), tém a fungdo de "ativar" o sistema imunolédgico, promovendo o recrutamento
e a ativacdo de leucocitos por meio da interagdo com seus receptores (Dobrican-Baruta et al.,
2024; Oppenheim et al., 2007). Essas alarminas podem induzir respostas do tipo Th1 ou Th2,
atuando em infec¢des por protozodrios ou helmintos. Nesse contexto, a IL-33 parece
desempenhar um papel ainda pouco explorado durante a infec¢ao pelo 7. cruzi (Medeiros et

al., 2019; Oliveira et al., 2022; Boccardo et al., 2025).

1.8 Imunobiologia do eixo IL-33/ST2

A IL-33 ¢ uma citocina pertencente a familia da IL-1, com propriedades envolvidas
em prote¢ao e patogé€nese (Liew; Girard; Turnquist, 2016). A IL-33 se liga ao seu receptor
supressor de tumorigenicidade 2 (ST2), membro da familia de receptores do tipo Toll, e
demasiadamente expresso no organismo humano e murino; e ao co-receptor da IL-1
(IL-1RAcP) formando o complexo IL-33/ST2/IL1RACcP (Schmitz et al., 2005) (Figura 6). O
receptor ST2 pode ser encontrado na forma ligada a membrana (ST2L), com dominios
extracelular, transmembrana e citoplasmatico; e em uma forma soluvel e secretada (ST2s)
(Bergers et al., 1994). Enquanto o ST2L ¢ responsdvel por interagir com a IL-33 e
desencadear o processo de ativagdo de mediadores imunes, o ST2s, ao ligar-se com a IL-33,
diminui sua disponibilidade, evitando sua atuacdo exacerbada (Fagundes et al., 2007,
Pastorelli et al., 2013).

Quando o complexo IL-33/ST2/IL1RACcP ¢ formado, ele ativa uma via de sinaliza¢ao
por meio do dominio TIR e do MyD88, resultando na ativa¢do de duas vias principais: uma
dependente de calcio, que culmina na ativacdo do fator de transcricdo NF-«kf}, levando a
producao de quimiocinas (CXCL2, CCL2, CCL3) e citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-3,
IL-6 e TNF), e outra dependente de MAP quinases (MAPK), estimulando também a producao
de citocinas e quimiocinas (Ali et al., 2007; Bae et al., 2012; Cayrol & Girard, 2018; Liew,
Pitman & Mclnnes, 2010; Schmitz et al., 2005).
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Figura 6: Formacdo do complexo IL-33/ST2/IL1RAcP e ativacdo da via IL-33/ST2. A IL-33 liga-se ao
receptor ST2, recruta o co-receptor IL-1RAcP e ativa os dominios TIR; ha o inicio da transdugdo de sinais,
resultando na indu¢do de mediadores inflamatorios.

Figura adaptada de: Liew et al., 2010.

O receptor ST2 ¢ expresso na superficie de uma ampla variedade de células, como
células epiteliais, endoteliais, células Th2, Thl e Treg (Liew; Girard; Turnquist, 2016; Ohno
et al., 2012). Apesar de presente no organismo murino ¢ humano no estado de homeostase, a
expressdao da IL-33 pode aumentar durante a inflamacgao, particularmente em quadros de
fibrose tecidual e reparo de mucosas ou cicatrizagdo de feridas (Liew; Girard; Turnquist,
2016).

A IL-33 ¢ abundante no espaco nuclear e pode ser considerada uma “alarmina”, pois
¢ caracteristicamente liberada por células danificadas ao meio extracelular apos dano celular;
atuando como um sinal de alerta para células que expressam o receptor ST2 (Baekkevold et
al., 2003; Carriere et al., 2007; Kiichler et al., 2008; Kurowska-Stolarska et al., 2011; Liew;
Pitman; Mclnnes, 2010; Moussion; Ortega; Girard, 2008).

A IL-33 apresenta uma atividade biologica pleiotropica. Dependendo dos estimulos,
a IL-33 pode modular tanto respostas do tipo Thl quanto Th2 (Milovanovic et al., 2012).
Tipicamente, ¢ uma citocina envolvida na indugdo da resposta do tipo Th2, pelo estimulo a

citocinas como IL-5 e IL-13, e da ativagdo de células como eosinofilos e células linfoides
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inatas do tipo 2 (ILC2s) (Matsushita; Yoshimoto, 2014). No entanto, em determinadas
situagdes, a IL-33 pode atuar aumentando a producdo de citocinas como IFN-y, TNF-a e
IL-12, estimulando a diferenciacdo de células Thl in vitro e in vivo (Blom; Poulsen, 2012;
Bourgeois et al., 2009; Komai-Koma et al., 2016; Matsushita; Yoshimoto, 2014; Smithgall et
al., 2008) (Figura 7).
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Figura 7: IL-33 e sua atividade biolégica pleiotropica. Apds dano tecidual ou inflamagao, a IL-33 ¢ liberada,
atuando sobre células adjacentes como uma alarmina.

Fonte: Autoria propria.

Apds o descobrimento e caracterizagdo da IL-33 e do receptor ST2, estudos tém
investigado seus papéis em diversos contextos: a IL-33 e o receptor ST2 sdao amplamente
expressos no cérebro (Guo et al., 2023). A acdo neuroprotetora da IL-33 tem inicio apos
injiria no sistema nervoso central, sendo liberada por oligodendrécitos e promovendo
recrutamento celular e reparo tecidual (Gadani et al., 2015). Na fibrose hepatica, o aumento
da expressdo de IL-33 e ST2 estd associado a uma inflamagdo do tipo Th2, relacionada a
severidade da fibrose em camundongos e humanos (Marvie et al., 2010).

No coragdo, a IL-33 ¢ expressa em diferentes células, incluindo cardiomidcitos,
células endoteliais e epiteliais. Em camundongos deficientes para ST2, apds a indugdo de

constri¢do aortica, ocorre hipertrofia do miocardio e dilatagdo dos ventriculos, evidenciando o
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papel cardioprotetor da IL-33 (Sanada et al., 2007). Durante a miocardite induzida pelo virus
Coxsackievirus B3 (CVB3), o aumento dos niveis de IL-33 atenua a inflamag¢do e melhora a
funcdo cardiaca, via inducao de resposta TH2 e ativacao de linfocitos T CD4+ e macrdofagos
cardiacos expressando o receptor ST2L (Abston et al., 2012; Wang et al., 2016).

Macroéfagos cardiacos podem ser classificados conforme a expressio de MHC 1I e
CCR2. Durante dano cardiaco, os macrofagos residentes sao predominantemente substituidos
por mondcitos infiltrantes ¢ macrofagos derivados de monoécitos. No tecido cardiaco, os
monocitos exibem fungdes pro-inflamatorias e fagociticas exuberantes, estando associados a
remodelacdo e fungdo cardiaca prejudicadas (Dewald et al.,, 2005). O recrutamento de
monocitos € orquestrado principalmente por macrofagos CCR2+, por meio de um mecanismo
dependente de MYDS8S8, que resulta na liberagdo de MCPs (proteinas quimiotaticas de
mondcitos). Em contraste, os macréfagos CCR2— residentes inibem o recrutamento destas
células (Bajpai et al., 2019).

No contexto de doengas cardiacas, a mobilizagdo ¢ infiltragdo de monodcitos estdo
associadas a resultados adversos, incluindo potencializagdao da inflamagao cardiaca, dilatagao
e perda da funcdo (Leuschner et al., 2012; Dutta et al., 2015). Embora ST2 e IL-33 sejam
expressos em macrofagos presentes nas valvas cardiacas, seu papel na dindmica de
macrofagos cardiacos e no desenvolvimento de miocardite permanece indeterminado (Sawada

etal., 2019).

1.9 O papel do eixo IL-33/ST2 em infeccdes parasitarias

Nas helmintiases, a IL-33 liberada por células epiteliais tem papel na inflamagao
pulmonar, eosinofilia e expulsdo de vermes, principalmente pela inducao de ILC2s, as quais
sdo estimuladas pela IL-33 a produzir IL-5 e IL-13 (Kamdem et al., 2019; Leal-Silva et al.,
2021; McSorley; Smyth, 2021; Ryan et al., 2020; Yasuda et al., 2012). Na infec¢dao por
Schistosoma mansoni, a deficiéncia de receptor ST2 prejudica a formacdo dos granulomas
hepéticos, resultando em maior mortalidade e morbidade durante a infeccdo (Maggi et al.,
2021, 2023).

J& no contexto de protozooses, pacientes com maldria severa ou leishmaniose
visceral apresentam aumento nos niveis séricos de IL-33, sugerindo o envolvimento da
citocina na progressdo dessas infeccdes (Ayimba et al., 2011; Rostan et al., 2013). Em
modelos murinos, a auséncia do receptor ST2 confere a resisténcia a leishmaniose em
camundongos infectados com Leishmania donovani ou L. major via indugdo da resposta Thl

e reducdo da carga parasitaria (Lamberet et al., 2020; Rostan et al., 2013). Na malaria grave
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por Plasmodium berghei ANKA camundongos ST2” ndo desenvolvem déficits cognitivos;
possivelmente devido a redugdo da neuroinflamagdo mediada por oligodendrocitos
(Reverchon et al., 2017). Na infeccdo com Toxoplasma gondii, a auséncia do receptor ST2
potencializa o desenvolvimento de encefalite pelo aumento da expressdo de mediadores
inflamatorios (iNOS, IFN-y e TNF-a) (Jones et al., 2010).

Na infec¢do in vitro por T. cruzi, Oliveira e colaboradores (2022) observaram que o
estimulo com IL-33 ¢ capaz de induzir a produ¢ao de mediadores inflamatérios e diminuir o
nimero de amastigotas, sugerindo seu papel na modulacdo da resposta inflamatdria frente ao
parasito. Considerando a atuagdo pleiotropica do eixo IL-33/ST2, seu papel na doenga de
Chagas precisa ser melhor investigado, especialmente em modelos experimentais. Nesse
contexto, o presente estudo tem como objetivo investigar o papel do eixo IL-33/ST2 na

progressao da infec¢do experimental pelo 7. cruzi
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2 JUSTIFICATIVA

A DC ¢ uma doenca tropical negligenciada que afeta principalmente populagdes
vulneraveis. Embora seja uma infeccdo de crescente presenca global, a DC ¢ um grave
problema de satde em areas endémicas de 21 paises da América Latina, com 75 milhdes de
pessoas consideradas em risco de infec¢do. Desde a sua descoberta no Brasil por Carlos
Chagas em 1909, a auséncia de vacinas e de opgdes terapéuticas mais eficazes faz com que a
DC permaneca como um importante desafio de saude publica nas Américas. Além disso, os
medicamentos disponiveis, o benznidazol e o nifurtimox, sdo associados a efeitos adversos,
como cefaleia, depressdao medular e reagdes alérgicas, que podem se manifestar durante o
longo periodo de administragcdo de dois meses.

Durante a infeccdo pelo 7. cruzi, o organismo desenvolve uma robusta resposta
inflamatoria, que ¢ crucial para controlar a replicacdo parasitaria. Contudo, se essa resposta
nao for devidamente regulada, pode resultar no comprometimento de multiplos 6rgdos.
Embora a maioria dos individuos infectados permanega assintomatica, apresentando o perfil
indeterminado da doenga, cerca de 10% a 30% dos pacientes desenvolvem complicagdes
viscerais, principalmente cardiacas e gastrointestinais. Os determinantes exatos responsaveis
pelos variados espectros clinicos da DC ainda ndo sdo completamente conhecidos; sabe-se,
porém, que as citocinas produzidas no inicio da infec¢do direcionam o perfil de resposta
imune adaptativa e sdo essenciais para o controle ou a suscetibilidade a infecgdo,
influenciando a sua patogénese. Neste contexto, embora a via IL-33/ST2 pareca exercer um
papel na resposta imune contra o 7. cruzi, sua funcdo em modelos in vivo ainda ndo foi
caracterizada. Acreditamos que esse eixo possa influenciar o perfil de resposta inflamatoéria e,
consequentemente, a imunopatogénese da DC. A elucidagdo dos mecanismos imunologicos
atuantes no estabelecimento da resposta imune da infeccdo é considerada extremamente
relevante, principalmente para melhor compreender os mecanismos de regulagdo e
patogénese; entender os mecanismos subjacentes aos diferentes desfechos da infeccao; e

auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle da doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o papel do receptor ST2 na infec¢do experimental aguda por Trypanosoma

Ccruzi.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o papel do receptor de IL-33 (ST2) no curso da infec¢ao aguda por 7. cruzi,
através de parametros como parasitemia, sobrevida, alteracdes no peso corporal, consumo
alimentar, e manifestagdes de sinais clinicos dos camundongos geneticamente deficientes para
o receptor ST2 e em seus respectivos animais selvagens BALB/c;

2. Determinar o impacto do receptor ST2 no desenvolvimento de inflamagdo, dano
tecidual e disfuncdo hepatica dos camundongos ST2” e em seus respectivos animais
selvagens BALB/c, durante a infec¢ao aguda por 7. cruzi;

3. Avaliar o papel do receptor ST2 no desenvolvimento de alteracdes inflamatorias e
funcionais intestinais em camundongos ST2” e em seus respectivos animais selvagens
BALB/c, durante a infec¢do aguda por 7. cruzi;

4. Caracterizar o papel do receptor ST2 no desenvolvimento de miocardite, alteracdes
funcionais e fibrose nos camundongos ST2” e em seus respectivos animais selvagens
BALB/c, durante a infec¢do aguda por 7. cruzi;

5. Determinar o papel do receptor ST2 na modulagdo da resposta imune, pela
caracterizacdo da atividade celular tecidual de macrofagos, eosindfilos e neutrofilos, avaliagao
do perfil de leucocitos circulantes e caracterizacao de subpopulagdes mieloides e linfoides do
baco e coragio dos camundongos camundongos ST2”" e em seus respectivos animais

selvagens BALB/c, durante a infec¢do aguda por 7. cruzi.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutenc¢io das cepas e obtenciao dos parasitos
Foram utilizados parasitos da cepa Y de T. cruzi (Tc 1), mantidos em camundongos
Swiss. Os animais foram inoculados intraperitonealmente (ip) com 1x10° formas

tripomastigotas sanguineas da cepa Y, diluida em PBS 1X.

4.2 Consideragoes éticas, animais e delineamento experimental

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), geneticamente deficiente para
ST2", e da linhagem selvagem (WT) BALB/c, fémeas, de 8 a 10 semanas de idade. Os
camundongos foram obtidos do Biotério Central da UFMG, e mantidos no biotério do
Departamento de Parasitologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas/'UFMG, sob ciclo
luminoso de 12h/12h de claro/escuro; e fornecimento de dgua e ragdo ad libitum. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo CEUA
12/2024).

Os animais foram organizados em quatro grupos: grupo com camundongos selvagens
ndo infectados, grupo com camundongos selvagens infectados, grupo com camundongos
nocautes (ST27") ndo infectados e grupo com camundongos nocautes infectados. Os
camundongos foram eutanasiados (conforme item 4.6) e avaliados durante a fase aguda
(Figura 8). Os animais foram acompanhados para avaliagdo da massa corporal, consumo

alimentar, desenvolvimento de alteragdes clinicas e sobrevida.

1000 tripomastigotés sanguineos
Infecgao Trypanosoma cruzi (cepa Y)
intraperitoneal

i
WT  gr2+ |
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Figura 8: Delineamento experimental.
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4.3 Determinacgio da parasitemia

A parasitemia foi determinada conforme Brener (1962). Apds a coleta de 5 pL do
sangue obtido da veia caudal dos camundongos, o sangue foi depositado entre ldmina e
laminula e observado em aumento de 400x. Cinquenta campos da ldmina foram examinados e

as formas tripomastigotas sanguineas quantificadas para determinar as curvas de parasitemia.

4.4 Avaliacao do perfil hematolégico

O sangue coletado foi destinado para avaliagdo hematologica pelo hemograma e
contagem diferencial de leucdcitos. O perfil hematologico dos animais foi avaliado por meio
de contador hematologico automatizado Bio-2900 Vet (Bioeasy, EUA). Também foi realizada
a contagem diferencial das populagdes de linfocitos, neutréfilos e mondcitos para determinar
o numero relativo (%). Os esfregacos foram examinados por microscopia Optica na objetiva
de 100x com imersdo em 6leo por meio da contagem 100 leucécitos em lamina de distensdao
sanguinea, obtida a partir de 5 pL. de sangue e, posteriormente, corada com Giemsa. Para
determinagdo do numero absoluto (total/mm3) das populagdes de linfécitos, foram

considerados: leucocitos totais x numero relativo/100.

4.5 Escore clinico

O desenvolvimento de sintomas clinicos com a progressao da infec¢do foi avaliado
com base em parametros como coordenagdo motora, comportamento exploratério, forca e
tonus, reflexos e higiene (Carroll et al., 2010). Para cada varidvel, foi atribuida uma pontuacao

de 0, 1 ou 2, conforme a intensidade do sinal observado, com o escore maximo de 20.

4.6 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados utilizando sobredosagem de anestésico (300 mg/Kg
de Cetamina e 30 mg/Kg de Xilazina) aplicado por via ip. Logo em seguida, o sangue foi
coletado por meio da puncao cardiaca. Parte do sangue coletado foi transferido para coleta de
soro e caracterizagao do perfil bioquimico. Em seguida, os 6rgdos foram coletados para as

analises patologicas e imunologicas.

4.7 Dosagens bioquimicas hepaticas
Para avaliar a fungdo hepatica dos animais, foram determinadas as concentragdes

séricas de Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), e albumina.
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A dosagem desses parametros foi realizada no soro por meio de kits comerciais (Bioclin

Quibasa, Brasil), conforme instrugdes do fabricante.

4.8 Avaliacio da atividade celular nos tecidos

As amostras de tecidos, coletadas de camundongos WT e ST2” infectados com T
cruzi € seus respectivos controles, foram processadas e utilizadas para estimar a
infiltracao/atividade de macrofagos, eosindfilos e neutrofilos indiretamente, por meio da

determinagdo da atividade enzimatica, conforme descrito a seguir (Nogueira et al., 2021).

4.8.1 Determinaciao de N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade de macrofagos nos tecidos foi estimada pela determinacao da atividade
da enzima N-Acetilglicosaminidase (NAG). Inicialmente, cerca de 100 mg dos tecidos foram
pesados e processados em um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125; Fisher Scientific
Pennsylvania, EUA) em 950ul de tampao de extragdo (NaCl 0,1 M, Na:PO: 0,02 m e
NA:EDTA 0,015M ph 4,7). O homogenato foi centrifugado a 3000 x g a 4°c por 10 min. O
sedimento resultante foi ressuspenso e homogeneizado em 800 pl de solugao de NaCl 0,9%
contendo 0,1% de triton x-100. posteriormente, 100 pl do sobrenadante foram distribuidos em
microplaca de 96 pocos, seguidos da adicio de 100 pul do substrato
p-nitrofenil-N-acetil-BD-Glucosaminida (Sigma Chemical Co®, EUA) diluido em tampao
citrato/fosfato (acido citrico 0,1 m, nazhpo: 0,1 m, ph 4,5). as amostras foram incubadas a 37
°c por 10 minutos; a reacdo foi interrompida pela adigdo de 100 pl de tampdo glicina 0,8 m
(glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M, pH 10,6) e a absorbancia foi determinada a 405

nm em um leitor de microplacas Versamax® (Molecular Devices, EUA).

4.8.2 Determinacio de Peroxidase Eosinofilica (EPO)

A atividade de eosinofilos nos tecidos foi estimada pela determinacdo da atividade da
peroxidase eosinofilica (EPO). Inicialmente, cerca de 100 mg dos tecidos foram pesados e
processados em um homogeneizador de tecidos com tampao de homogeneizacao (contendo
0,5 % de Tween 20; 0,5% de BSA-Fitzgeral, 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), 0,1mM de cloreto DE benzeténico, 10 mM de EDTA e 20 UI/ML de aprotinina). O
homogeneizado resultante foi dividido em duas partes (uma parte para EPO e outra para a
dosagem de MPO, conforme item 4.8.3). Para a quantificacio da EPO, o sedimento foi
centrifugado a 3000 x g a 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O sedimento

foi ressuspenso em 950 pL. de PBS contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio
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(HTAB). As amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido,
centrifugadas a 3000 g a 4°C por 10 min. Em seguida, o sobrenadante foi utilizado para o
ensaio enzimatico; para isto, 75 pL de cada amostra, juntamente com 75 pL da solucao do
substrato (tampao Tris-HCI pH 8,0 contendo 1,5 mM DE o-fenilenodiamina (OPD) e 6,6 mM
de H:0:), foram distribuidos em placas de 96 pocos. Apds o desenvolvimento de cor, a reagdo
foi interrompida pela adigdo de 50 uL de H:SO. 1M. A absorbancia foi lida a 492 nm em
leitor para microplacas VersaMax® ELISA (Molecular Devices, EUA).

4.8.3 Determinacio de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de neutro6filos nos tecidos foi estimada pela determinacao da atividade da
mieloperoxidase (MPO). A outra parte do sedimento obtida conforme o item 4.8.2 foi
utilizada. As amostras foram centrifugadas a 3000 x g a 4°c por 10 min. O sedimento foi
ressuspenso com 200 pL de tampao fosfato (0,1 M NaCl, 0,02 M NasPOs, 0,015 M Na:EDTA,
pH 4,7). A solugdo foi homogeneizada e centrifugada a 3000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sedimento foi homogeneizado novamente em tampao (0,05 M NasPO1 pH 5,4 acrescido de 0,5
% DE HTAB), seguido de trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio
liquido. Posteriormente, a solug¢do foi centrifugada por 15 minutos a 3000 x g a 4°C e o
sobrenadante distribuido em placas de 96 pocos contendo 25 pl. de substrato TMB
(3,3’,5,5’—tetrametilbenzidina) diluido em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracao final de
1,6 mM. Em seguida, foi feita a incubagdo a 37 °C por 5 min. Foram adicionados 100uL da
solugdo contendo H:0: 0,5 mM diluido em tampao fosfato (0,05 M de Nas:PO., pH 5,4
contendo 0,5% de HTAB) e a placa foi incubada a 37 °C por 5 min. A interrup¢do da reago
foi dada pela adi¢ao de 50 pLL de H.SO4 1M. A absorbancia foi lida a 450 nm em leitor para
microplacas VersaMax® ELISA (Molecular Devices, EUA).

4.9 Analise histopatologica

Para a andlise histopatoldgica, foram utilizados o coracao, figado (lobo direito) e
intestino (colon). Apds coleta, o coracao e figado foram fixados em solucao tamponada de
formaldeido a 10% (Synth, Brasil). O intestino foi aberto longitudinalmente, transferido para
um papel filtro com a superficie da mucosa voltada para cima, e o tecido foi submerso em
solucdo saturada de acido picrico (C6H3N307), acrescida de 10 volumes de formol a 25% e 2
volumes de d4cido acético glacial a 1%, no qual foram mantidos por 5 minutos.
Posteriormente, o tecido foi enrolado e amarrado com uma linha, e fixado em solucao

tamponada de formaldeido a 10% (Synth, Brasil). Apos sete dias, as amostras foram
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gradualmente desidratadas em etanol, diafanizadas no xilol e incluidas em blocos de parafina.
A desidratacdo, diafanizagdo e inclusdo em parafina foram realizadas pela empresa
CELULAVET (Belo Horizonte, Minas Gerais). Foram obtidos cortes de 4 um de espessura
com os quais foram confeccionadas laminas histopatologicas e coradas com hematoxilina e
eosina (HE) para avaliagcdo da presenca de ninhos de amastigotas e infiltrados inflamatdrios.
Para avaliar o desenvolvimento de fibrose, parte dos cortes foi submetida a coloragdo por
Tricromico de Masson. Os tecidos foram analisados utilizando o software KS300 acoplado a

um analisador de imagem Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha).

Tabela 1. Analise histologica semiquantitativa do coracdo de animais BALB/c e

ST27, infectados com a cepa Y de T, cruzi.

Analise semiquantitativa do coragio
Escore Lesao cardiaca
Grau 0 Auséncia de focos inflamatorios.
Grau 1 Presenga de leves focos inflamatorios isolados no miocardio.
Grau 2 Focos inflamatorios discretos.
Grau 3 Inflamacao difusa.
Grau 4 Inflamacao difusa, com focos inflamatorios maiores com frequéncia.

Tabela 2. Andlise histoldégica semiquantitativa do figado de animais BALB/c e

ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi.

Analise semiquantitativa do figado

Escore Lesao hepatica
Grau 0 Sem inflamagao, auséncia de células inflamatorias
Grau 1 Pequenos focos inflamatorios esparsos no parénquima hepatico,

numero reduzido de células inflamatorias

Grau 2 Focos inflamatérios moderados, infiltragao perivascular e periportal

Grau 3 Extensos focos inflamatorios, infiltrado difuso e abundante
perivascular e periportal

Tabela 3. Andlise histologica semiquantitativa do intestino grosso de animais

BALB/c e ST27, infectados com a cepa Y de T, cruzi.



41

Analise semiquantitativa do colon

Escore Lesao colonica
Grau 0 Sem inflamagao, auséncia de células inflamatorias.
Grau 1 Leve edema na mucosa, pouco ou nenhum infiltrado inflamatorio.
Grau 2 Infiltrado inflamatoério discreto, sem lesdo dos enterdcitos.
Grau 3 Inflamatorio discreto a moderado, leve infiltrado na mucosa.
Grau 4 Infiltrado inflamatério moderado, infiltrado na submucosa leve a

moderado.

Grau 5 Mucosa com infiltrado inflamatério moderado a intenso.
Grau 6 Mucosa com infiltrado inflamatério difuso e intenso.

4.10 Avaliacao da funcao intestinal
Para estimar o tempo de transito intestinal total, os camundongos receberam gavagem
por via oral com 100 pl de solugdo de corante vermelho carmim a 6% p/v em metilcelulose a
0,5% (Merck, EUA). Ap6s 60 minutos, os camundongos foram alojados individualmente e o
tempo para a excre¢do do primeiro pellet fecal contendo corante vermelho foi registrado. Para
minimizar o estresse excessivo, foi implementado um tempo limite maximo de 4 horas para o
ensaio. O tempo de transito intestinal total foi calculado como o tempo decorrido entre a
gavagem e a eliminacdo do primeiro pellet fecal vermelho.
Para a andlise fecal, os pellets fecais produzidos durante os 30 minutos apos o
alojamento individual foram coletados e pesados para determinagdo do peso timido. As fezes
foram secas por 48 horas a 70 °C e posteriormente pesadas novamente, para determinagao do

peso seco (Gallego et al., 2020; Choi et al., 2021).

4.11 Dosagem de Creatina Quinase miocardica (CK-MB)

Para estimar a intensidade de lesdo miocardica, foi determinada a concentracdo da
isoenzima Creatina Quinase miocdrdica (CK-MB) no plasma, durante a fase aguda da
infeccdo, conforme instrugdes do fabricante (Bioclin Quibasa, Brasil). A absorbancia foi lida

a 340 nm em leitor para microplacas VersaMax® ELISA (Molecular Devices, EUA).

4.12 Avaliacao da funcio cardiaca
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A func¢do cardiaca foi avaliada utilizando-se um eletrocardidgrafo ndo invasivo de seis
canais (ECG-PC versdao 2.07-Tecnologia® Elétrica Brasileira (TEB), Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil). Os animais foram sedados com isoflurano a 2,5% e mantidos a 1,5% (VetCase
— Incotec, Serra, ES, Brasil). Os animais foram colocados em decubito dorsal sobre uma mesa
de madeira coberta com material plastico. Para a execu¢do do procedimento, gel condutor foi
aplicado e quatro eletrodos do tipo “clipe de jacaré” foram fixados na pele dos membros
toracicos e posteriores. Todos os procedimentos foram realizados em sala silenciosa para

minimizar o estresse.

4.13 Citometria de fluxo do baco

Para caracterizar o perfil imune celular dos camundongos, o bago dos mesmos foi
coletado e os esplenocitos isolados e analisados por citometria de fluxo multiparamétrica.
Cada bago coletado foi macerado em PBS 1x estéril e filtrado com auxilio de uma membrana
de nylon (Cell Strainer 70 pm, BD Biosciences, EUA) em tubo falcon de 50 mL (Olen,
China). A suspensao celular foi centrifugada a 1190 x g por 6 minutos, a 4°C e o sobrenadante
descartado. Em seguida, o pellet foi incubado com 4 mL de solugdo de lise de hemécias
(NH4C1 0,15M, KHCO3 10mM, EDTA 0,ImM) por 5 minutos, a temperatura ambiente. As
células foram ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI (Sigma, EUA) e os leucocitos foram
contados (Countess II, Life Technologies, EUA). Apos este processo, 1x10° células foram
transferidas para um tubo de citometria e incubadas com brefeldina (1:1000) (BD GolgiPlug,
BD Biosciences, EUA) por 4h. Os tubos foram submetidos a centrifugagdo a 1190 x g por 5
minutos, a 4°C, o sobrenadante descartado e o pellet incubado com corante de viabilidade
(1:1000) por 10 minutos, a 4°C. Posteriormente, as células foram incubadas com um mix de
anticorpos por 15 minutos, a 4°C, e com anticorpos intracelulares por 30 minutos, ao abrigo
da luz. As amostras foram ressuspendidas em 200 pL/poco de PBS 1x e transferidos para
tubos FACS. As células foram adquiridas em citometro FACSymphony (BD Biosciences, San
Jose, USA) e analisadas com o software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR). As amostras foram
marcadas com os seguintes anticorpos: CD4-PECY7 (clone GK1.5, 1:1000), CD8-FITC
(clone 53-6.7, 1:800), CD25-PE (clone PC61.5, 1:100), FOXP3-AF700 (clone MF-14, 1:100),
CD69-APCCY (clone H1.2F3, 1:100), TNF-BV421 (clone MP6-XT22, 1:100), IFN-PECF
(clone XMG1.2, 1:100), IL-4-BV711 (clone 11B11, 1:100) IL-10-APC (clone JEs5-16E3,
1:100), Viabilidade-BV510 (clone: RM4-5, 1:1000), CD45- PECY7 (clone 30-F11, 1:800),
LY6G-Percp (clone 1AB, 1:400), CD11b-eFLUOR450 (clone:M1/70, 1:400), CD62L-PECF
(clone MEL-14, 1:800), LY6C-BV570 (clone HK1.4, 1:800), CD44-BV570 (clone IM7,
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1:100), CCR7-BV786 (clone: 4B12, 1:100), IL-10-APC (clone JeS5-16E3, 1:100), TNF-FITC
(1:100) e IL-12-PE (clone C17.8, 1:50).

4.14 Citometria de fluxo do coracio

Os camundongos foram perfundidos com PBS 1x gelado. Posteriormente, o coragdo
dos animais foi removido, limpo e fragmentado em por¢des de 1-2 mm. Ao tecido picotado,
foi adicionado 3 mL de solu¢ao contendo meio RPMI + brefeldina (1:1000) e 50 pL do mix
de enzimas digestivas (Hialuronidase, DNAse I e Collagenase II). A digestdo foi feita em
solucdo contendo 300 unidades de DNAse I, 625 unidades de collagenase II (Sigma-Aldrich),
e 50 unidades de hyaluronidase II (Sigma-Aldrich). O tecido foi incubado em shaker a 37
graus por 30 minutos. Posteriormente, o 6rgao foi macerado com auxilio de Cell Strainer (70
um; Becton Dickinson, Brasil) com adi¢ao de até 7 mL de PBS 1x, seguido de centrifugacdo a
1190 x g por 5 min. Em seguida, as células imunes do tecido foram incubadas com tampao de
lise de eritrocitos ACK por 4 min a 4 C, seguido de adi¢do de 10 mL de RPMI e centrifugagdo
a 1190 x g por 5 min). As células foram entdao plaqueadas e incubadas com Brefeldin A (10 p
g/mL) (Invitrogen) por 4h a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, 300 pL de PBS foram
adicionados e centrifugados a 1190 x g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi removido, soro
normal (soro proveniente de animais ndo infectados) foi adicionado e incubado por 30 min.
Posteriormente, os leucdcitos foram contados (Countess II, Life Technologies, EUA). Em
seguida, as células foram coradas com o mix anticorpos por 30 min. As células foram entdo
lavadas com PBS e fixadas com tampao de permeabilidade (Bioscience) por 30 min. Em
seguida, foram coradas com uma nova combinacdo de anticorpos para moléculas
intracelulares, lavadas com PBS 1x e ressuspendidas em 200 pL de PBS 1x. As células foram
adquiridas em citometro FACSymphony (BD Biosciences, San Jose, USA) e analisadas com o
software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR). As amostras foram marcadas com os seguintes
anticorpos: CD4-BUV395 (clone GKI1.5, 1:800), CD8-BUV805 (clone 53-6.7, 1:400),
FOXP3-AF700 (clone MF-14, 1:100), TNF-BV786 (clone MP6-XT22, 1:100), IFN-PECF
(clone XMG1.2, 1:50), IL-4-BV711 (clone 11B11, 1:50), IL-10-BV421 (clone JESS, 1:100),
Viabilidade-eFluor450 (65-0863-18, 1:1000), CD45- PECY (clone 30-FI1, 1:800),
LY6G-BUVS563 (clone 1A8, 1:500), CD11b-BB700 (clone: M1/70, 1:400), TCRy3-SB600
(118124, 1:400), LY6C-PE (clone AL-21, 1:800), F4/80-PERCP (clone BM8, 1:800), MHC
[1-RB744 (clone: M5/114, 1:200), CCR2-AF467 (clone SA203G11, 1:200), CX3CR1-BV650
(clone SAO11F11, 1:200), IL-17-BV510 (1:50) e CD3-FITC (clone 17A2, 1:200).
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4.15 Analise e Processamento dos Dados de Citometria de Fluxo

Para a andlise funcional das populagdes celulares por citometria de fluxo, quando
aplicavel, utilizou-se a Intensidade Média de Fluorescéncia Integrada (IMFI, do inglés
Integrated Mean Fluorescence Intensity), calculada como o produto entre a frequéncia de
células positivas (%) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI). O uso da IMFI ¢
vantajoso, reunindo, em uma Unica métrica, tanto a propor¢ao de células que expressam
determinado marcador quanto o nivel de sua expressao, proporcionando uma avaliagcdo mais
abrangente. Quando a avaliacdo por IMFI ndo foi vidvel, geralmente devido a baixa
porcentagem de células em algumas populagdes (especialmente em células mieloides
cardiacas), a analise foi realizada utilizando-se apenas a MFI.

Para a analise multidimensional dos dados, os eventos de cada animal foram
inicialmente concatenados de acordo com o grupo experimental. Esses arquivos foram entao
utilizados como entrada para o algoritmo Cytofkit2 no ambiente RStudio (Chen et al., 2016).
Essa ferramenta permite uma andlise imparcial de redu¢do de dimensionalidade através do
t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE), além da geragao de heatmaps
baseados na expressao de marcadores celulares e de ativagao (Belkina et al., 2019). A
identificagcdo dos agrupamentos celulares ou “clusters” foi conduzida por meio dos algoritmos
FlowSOM e RphenoGraph (Levine et al., 2015; Quintelier et al., 2021), permitindo uma
analise nao supervisionada das populagdes imunologicas.

Como estratégia de andlise das populagdes de células linfoides do bago (Figura 9), as
células foram inicialmente selecionadas com base em seus parametros de dispersao de luz,
utilizando um gate na populagdo de interesse conforme o tamanho celular (Forward Scatter -
FSC-A) versus granulosidade (Side Scatter - SSC-A), para excluir debris e células mortas. Em
seguida, foi realizada a discriminagao de doublets por meio da analise da correlagdo entre a
area (A) e a altura (H) do sinal de SSC (SSC-A vs. SSC-H), selecionando-se apenas os
eventos singletes. A partir da populacdao de células Unicas, realizou-se a sele¢do de células
vidveis, excluindo-se os eventos positivos para o marcador de viabilidade. Dentro da
populagdo de células vidveis, foram identificados os linfocitos T auxiliares (P1), pela
expressao de CD4, e os linfocitos T citotoxicos (P2), pela expressdao de CDS8. Finalmente, a
expressao de citocinas intracelulares, como IFN-y e TNF-a, foi analisada dentro de cada uma

dessas subpopulacdes de linfocitos T (P1 e P2).
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Figura 9: Estratégia de analise de populacdes linfoides do baco. As células de interesse foram inicialmente
selecionadas com base nos pardmetros de tamanho (Forward Scatter - FSC-A) e granularidade (Side Scatter -
SSC-A). Em seguida, realizou-se a discriminagdo de doublets para selecionar eventos de células tunicas
(singletes) com base na correlacdo entre a altura (SSC-H) e a area (SSC-A). As células vivas foram selecionadas
conforme o marcador de viabilidade. Na populacdo de células vivas e singletes, os linfocitos T foram
identificados e separados em subpopulagdes T auxiliares (CD4", gate P1) e T citotoxicas (CD8", gate P2). A
expressao de citocinas intracelulares foi avaliada dentro das populagdes previamente definidas.

Para a analise das populagdes mieloides no bago (Figura 10), as células foram
inicialmente selecionadas com base em seus parametros de tamanho (FSC-A) e granularidade
(SSC-A), seguida pela discriminacdo de doublets (SSC-A vs. SSC-H) e pela selecdo de
células vidveis e leucocitos (CD45%). A partir desta populagdo, as células mieloides foram
identificadas pela expressao de CD11b. Dentro do gate de células CDI11b’, os neutrofilos
foram identificados pela expressdo de Ly6G (P1). As células Ly6G™ foram entdo analisadas

quanto a expressao de CD44 e Ly6C, onde a populagdo de mondcitos (P2) foi selecionada. A
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partir do gate P2, foram identificados os mondcitos classicos (P3: Ly6C"e") e os mondcitos

ndo classicos (P4: Ly6C'™) com base na expressio diferencial de Ly6C ¢ CDl11c.

Viabilidade

LY6C
J {
Ly6C

S )

P4

CD11e CD44

Figura 10: Estratégia de analise de populacdes mieloides do bago. As células de interesse selecionadas
sequencialmente com base em seus pardmetros de dispersdo de luz (FSC-A vs. SSC-A), discriminagdo de
doublets (SSC-A vs. SSC-H) e identificacdo de leucocitos viaveis (Viabilidade'CD45%). A partir dos leucocitos
viaveis, as células CD11b" foram selecionadas. Dentro desta populagdo, foram identificados: P1: Neutrofilos,
como células Ly6G". P2: Populagdo de monocitos, selecionada a partir de células Ly6G™ com base na expressao
de CD44 e Ly6C. P3: Monocitos cléassicos, identificados como células Ly6CMe" a partir do gate P2. P4:
Mondcitos ndo classicos, identificados como células Ly6C" a partir do gate P2.

Para a estratégia de andlise das populagdes imunes no tecido cardiaco (Figura 11),
inicialmente, os leucocitos (CD45%) foram selecionados a partir de um gate nos parametros de
dispersao de luz (FSC-A vs. SSC-A). Em seguida, realizou-se a discrimina¢do de doublets
(SSC-A vs. SSC-H) e a selecao de células viaveis. A partir dessa selecao, foram distinguidas
as linhagens linfoide (CD3") e mieloide (CD11b%). Dentro da populacao linfoide, foram
identificados os linfocitos T auxiliares (P1: CD4"), T citotoxicos (P2: CD8) e T
duplo-negativos (P3: CD4°CD8"). Além disso, dentro dessas populacdes, identificadas as
células T gama-delta (P4: TCRyo"). A caracterizagdo da populagdo mieloide (CD11b")
iniciou-se com a identificacao dos neutrofilos (P5: Ly6G'CX3CR1"). As células Ly6G™ foram
entdo analisadas para identificar os monocitos (P6: Ly6C"). Esta populacdo de mondcitos foi
posteriormente dividida em mondcitos classicos (P7: Ly6C"e" CCR2") e ndo cléassicos (PS8:
Ly6C™ CCR2"). Posteriormente, a populagdo CD11b+ Ly6G™ foi utilizada para identificar os
macrofagos (P9: F4/80'CX3CR1). As subpopulacdes de macrofagos (P9) foram identificadas
com base na expressio de MHCII e CCR2 em quatro subpopulagdes distintas (P10:
MHCII'CCR2, P11: MHCII'CCR2, P12: MHCII CCR2', ¢ P13: MHCII'CCR2").
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Figura 11: Estratégia de andlise de populacdes celulares do coracio. Estratégia de analise de populacdes
celulares do coragdo, na qual as células foram selecionadas sequencialmente com base na expressdo de CD45 e
nos parametros de dispersdo de luz (FSC/SSC), seguida pela discriminagdo de doublets e pela selecdo de
leucocitos vidveis. A partir desta populacao, as células foram separadas nas linhagens linfoide (CD3") e mieloide
(CD11b"). Na linhagem linfoide, foram identificados os linfocitos T auxiliares (P1: CD4"), T citotoxicos (P2:
CDS8"), T duplo-negativos (P3: CD4°CDS8") ¢ as células T gama-delta (P4: TCRyd"). Para a caracterizagdo da
linhagem mieloide, os neutrofilos (PS: Ly6G'CX3CR1") foram primeiramente identificados a partir do gate de
células CD11b". A populacdo restante (CD11b'Ly6G") foi entdo utilizada para analises paralelas de mondcitos e
macrofagos. Os mondcitos foram identificados como células Ly6C* (P6) e subsequentemente divididos em
classicos (P7: Ly6C"" CCR2") e ndo classicos (P8: Ly6C"" CCR2). A partir da mesma populagio
CD11b'Ly6G", os macrofagos (P9: F4/80'CX3CR1") foram identificados e, em seguida, sub-clusterizados com
base na expressdo de MHCII e CCR2 (populagdes P10 a P13).

4.16 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
versdao 9.3.1 (GraphPad Inc, EUA) ou o software R (versao 4.3.1). Inicialmente realizou-se o
teste de Shapiro-Wilk para determinacao da distribui¢ao dos dados e o teste de Grubbs para
avaliar a presenca de outliers. Para andlise entre dois grupos foram utilizados o Test T de

Student ou Mann-Whitney.
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J& para andlises entre trés ou mais grupos, os testes One-way ANOVA ou two-way
ANOVA seguidos do pos-teste de Tukey. Foram considerados resultados significativos

quando o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 O eixo IL-33/ST2 no curso da infec¢cio experimental por T. cruzi

Para investigar o papel do receptor ST2 no curso da infec¢do experimental aguda por
T. cruzi, a parasitemia, escore clinico, sobrevida, perda de peso e consumo alimentar foram
avaliados em camundongos WT e ST2" apés infecgdo com 1000 tripomastigotas sanguineos
da cepa Y. Nossos achados mostram que no 7 dpi, os camundongos ST2” exibiram uma
redu¢do no numero de parasitos circulantes em compara¢do com o grupo WT (Figura 12A).
No entanto, os niveis de parasitemia entre os grupos convergiram no 9 dpi, e ambos 0s grupos
apresentaram cinéticas de parasitemia semelhantes subsequentemente, com pico no 9 dpi
seguido de uma rapida reduc¢ao (Figura 12B).

As alteracdes clinicas comecaram a ser observadas a partir do 15 dpi. Os
camundongos WT infectados apresentaram uma redugdo acentuada no peso corporal (Figura
12C) e no consumo alimentar (Figura 12D) entre os dias 15 e 20 dpi. Paralelamente, foi
observada uma piora no estado geral dos animais, evidenciada pelo aumento do escore clinico
(Figura 12E). Em contraste, os camundongos ST2” infectados demonstraram uma perda de
peso menos pronunciada (Figura 12C), além de um consumo alimentar mais sustentado
(Figura 12D) ao longo da infeccao.

Em relagcdo a sobrevida, enquanto todos os animais WT infectados sobreviveram
durante o periodo analisado, o grupo ST2” infectado apresentou mortalidade com inicio no 17

dpi (Figura 12F).
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Figura 12: O papel do eixo IL-33/ST2 no curso da infeccdo experimental por 7. cruzi. (A) Numero de
parasitas por mL no sétimo dia pds-infecgdo em camundongos BALB/c WT e ST2™ infectados. (B) Cinética de
parasitas por mL de sangue em camundongos BALB/c WT e ST2” infectados. (C) Mudangas percentuais no
peso corporal de camundongos BALB/c WT e ST2” infectados. (D) Mudangas percentuais na ingestdo alimentar
ao longo da infecgdo. Cada ponto de dados representa a ingestdo de alimentos em duas gaiolas (n=3
camundongos por gaiola) (Sinton et al., 2023). (E) Comparagdo de escores clinicos entre camundongos BALB/c
WT e ST2” infectados. (F) Sobrevida dos camundongos BALB/c WT e ST2” infectados. Os dados sdo
expressos como médias+ DP (nminimo =8) de dois experimentos independentes. Resultados considerados
significantes com *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001, e ****p<0,0001. Os dados de séries temporais foram
analisados usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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5.2 Perfil da resposta imune celular sistémica induzida pela infeccio por 7. cruzi em

camundongos BALB/c WT e ST2"

Com o objetivo de compreender melhor as altera¢des observadas durante o curso da
infeccdo por 7. cruzi, e entender aspectos sistémicos da infeccdo por 7. cruzi na auséncia e
presenga do receptor ST2, foi avaliado o perfil leucocitario no sangue periférico ao longo da
infeccao (Figura 13). Em ambos os grupos de animais infectados, diferengas no nimero de
leucdcitos circulantes tornaram-se evidentes apos o 12 dpi. Nos grupos infectados,
observou-se um pico de leucdcitos totais no 15 dpi, sendo maior nos camundongos ST2”
infectados, em comparagdo tanto aos seus controles ndo infectados quanto aos camundongos
WT infectados (Figura 13A).

Na andlise das subpopulagdes celulares, verificamos a presenga de linfocitos,
neutrofilos e mondcitos circulantes. Embora o ntimero absoluto de linfécitos e neutrdfilos
tenha aumentado durante o 15 dpi, ndo foram detectadas diferengas entre os grupos infectados
(Figura 13B-C). Por outro lado, os mondcitos foram os principais responsaveis pelo pico de
leucocitos totais observado nos animais ST2' infectados, com um aumento superior tanto ao
observado nos WT infectados quanto nos respectivos controles ndo infectados (Figura 13D).
No 20 dpi, o numero de leucécitos totais diminuiu em ambos os grupos, sugerindo um

possivel recrutamento celular para os tecidos (Figura 13A)
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Figura 13: Leucograma de camundongos BALB/c e ST2', infectados com a cepa Y de T cruzi. (A) Numero
de leucdcitos totais. (B) Numero de linfocitos totais. (C) Numero de neutrofilos totais. (D) Numero de monocitos
totais. Para o leucograma, as analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou
ST27) com seu grupo ndo infectado (0 dpi), representado pelo asterisco sem a barra, e entre os dois grupos no
mesmo momento da infecgdo, representado pelo asterisco com a barra. Os dados sdo expressos como
médias+ DP (n 4 - 7 animais por grupo). Resultados considerados significantes com *p <0,05, **p<0,01,
*¥**p < 0,001, e ****p <0,0001. Dados analisados usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

5.3 O eixo IL-33/ST2 regula o desenvolvimento de hepatoesplenomegalia durante a

fase aguda da infec¢do por T. cruzi

Tendo estabelecido aspectos do papel do eixo IL-33/ST2 no curso da infec¢do e na
dindmica de leucocitos circulantes, seguimos com a avaliagdo da infeccdo sobre os
orgaos-alvo. O peso do figado, bago e coracdo dos camundongos foi analisado durante a fase

aguda da infecc¢do (Figura 14).
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No 20 dpi, observamos um aumento acentuado no peso do bago de camundongos
ST2' infectados em compara¢do aos camundongos WT infectados (Figura 14A). De forma
semelhante, a auséncia do receptor ST2 resultou em hepatomegalia significativa nos animais
infectados, evidenciada pelo aumento do peso do figado no mesmo periodo de tempo (Figura
14B). Por outro lado, ndo foram detectadas diferengas significativas no peso do coragdo entre
os grupos infectados, apenas entre seus respectivos controles (dados ndo mostrados) (Figura

14C).
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Figura 14: Peso de orgios-alvo em camundongos BALB/c e ST2', infectados com a cepa Y de T cruzi. (A)
Peso total do bago de camundongos BALB/c selvagens e ST2”, infectados ou ndo com 7. cruzi. (B) Peso total
do figado de camundongos BALB/c selvagens e ST2”, infectados ou ndo com 7. cruzi. (C) Peso total do
coragdo de camundongos BALB/c selvagens e ST27, infectados ou ndo com 7. cruzi. Os dados sdo expressos
como médias+ DP (n 3-7 animais) representativos de um experimento. Resultados considerados significantes
com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, e ****p<0,0001. Os dados de séries temporais foram analisados
usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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5.4 O eixo IL-33/ST2 na regulacio do perfil inflamatorio hepatico durante a infec¢cio

por T. cruzi

Considerando a acentuada hepatomegalia observada nos animais ST2™, investigamos
o impacto da auséncia deste receptor no desenvolvimento de alteracdes hepaticas apds a
infeccdo com 7. cruzi (Figura 15). A andlise histopatologica do figado permitiu avaliar a
presenca e a intensidade do infiltrado inflamatorio no parénquima hepatico (Figura 15B). Na
analise semiquantitativa do figado, identificada por meio de um escore de inflamacao, foi
observado um aumento progressivo da inflamacdo tecidual nos animais WT e ST2"
infectados ao longo do tempo. No entanto, ndo houve diferenga no escore entre os grupos de
animais infectados no mesmo tempo experimental (Figura 15A). A avaliagdo histopatoldgica
do parénquima hepatico dos camundongos infectados revelou a presenga de infiltrado
inflamatorio difuso e multifocal, constituido predominantemente por células mononucleares

(Figura 15B).
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Figura 15: Avalia¢io da inflamacfio hepatica de camundongos BALB/c e ST2”, infectados com a cepa Y de
T cruzi. (A) Escore histopatologico de lesdo hepatica. (B) Imagens representativas da histologia do figado
corada por H&E. Flechas representam areas de infiltrado inflamatério. Os dados sdo expressos como

médias + DP representativos de um experimento.
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No que se refere as caracteristicas do infiltrado inflamatério hepatico, as dosagens da
atividade de MPO, NAG e EPO foram realizadas para avaliar indiretamente a presenca de
neutrofilos, macrofagos e eosinodfilos, respectivamente (Figura 16). A atividade da MPO
(neutrofilos) aumentou progressivamente com a infecgdo, atingindo o pico no 20 dpi. Neste
momento, ambos os grupos infectados apresentaram niveis de MPO elevados em relagdo aos
seus respectivos controles ndo infectados, porém, ndo foram observadas diferengas entre os
grupos infectados (Figura 16A). Em relacdo a atividade de macrofagos (NAG), também
observamos uma elevagdo no 20 dpi, porém, em maiores niveis para os animais ST2” em
relacdo aos WT infectados (Figura 16B). Para a atividade de eosinofilos (EPO), observamos
um perfil semelhante ao da MPO, com aumento significativo no 20 dpi para ambos os grupos
infectadas em comparacao com seus respectivos controles nao infectados, mas sem diferencas

significativas entre grupos infectados (Figura 16C).
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Figura 16: Perfil de atividade celular no figado de camundongos BALB/c e ST2”, infectados com a cepa Y
de T cruzi. (A) Atividade indireta de neutréfilos (MPO) de camundongos BALB/c selvagens e ST2", infectados
ou ndo com 7. cruzi. (B) Atividade indireta de macrofagos (NAG) de camundongos BALB/c selvagens € ST2™,
infectados ou ndo com 7. cruzi. (C) Atividade indireta de eosindfilos (EPO) de camundongos BALB/c selvagens
e ST2", infectados ou ndo com T. cruzi. Os dados sdo expressos como médias+DP representativos de um
experimento. As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2") com seu
grupo nao infectado (0 dpi), representado pelo asterisco sem a barra, e entre os grupos no mesmo momento da
infeccdo, representado pelo asterisco com a barra. Os dados sdo expressos como médias = DP (n 4 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, e ****p<0,0001. Dados
analisados usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

5.5 A deficiéncia no receptor ST2 prejudica a funcio hepatica em camundongos

infectados com 7. cruzi

Para compreender as consequéncias da inflamagdo do figado e avaliar a funcao

hepatica, monitoramos as concentragdes sé€ricas de marcadores bioquimicos indicativos de
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lesdo nos hepatdcitos (Figura 17). Observou-se um aumento nos niveis de aspartato
aminotransferase (AST), aos 20 dpi para os animais infectados em relacdo aos seus
respectivos controles ndo infectados, porém, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os grupos infectados (Figura 17A). Ja em relacdo aos niveis de alanina aminotransferase
(ALT), verificou-se um aumento apenas nos animais ST2" infectados quando comparados aos
seus respectivos controles nao infectados (Figura 17B). Aos 20 dpi, observou-se um aumento
significativo nos niveis de albumina nos animais ST2” infectados, tanto em rela¢do aos seus
respectivos controles ndo infectados quanto aos animais WT infectados. Em contraste, os
animais selvagens infectados apresentaram uma redug¢do significativa nos niveis de albumina

em comparagao aos seus controles (Figura 17C).
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Figura 17: Avaliacio bioquimica de camundongos BALB/c e ST2’, infectados com a cepa Y de T cruzi.
(A) Niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST). (B) Niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT).
(C) Niveis séricos de albumina. As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT
ou ST27") com seu grupo ndo infectado (0 dpi), representado pelo asterisco sem a barra, e entre os dois grupos no
mesmo momento da infecgdo, representado pelo asterisco com a barra. Os dados sdo expressos como
médias = DP (n 3 - 7 animais). Resultados considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001, e
***%p <0,0001. Dados analisados usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Tukey.

5.6 O eixo IL-33/ST2 regula o desenvolvimento de fibrose hepatica em camundongos

infectados com 7. cruzi

Para investigar o impacto da deficiéncia do receptor ST2 no desenvolvimento de
fibrose hepatica durante a infec¢do aguda por 7. cruzi, cortes histologicos de figado de
camundongos WT e ST2” infectados foram submetidos & coloragdo pelo Tricromico de
Masson para evidenciar a deposi¢cdo de colageno (Figura 18). Nos animais WT infectados,
observou-se uma deposi¢do de colageno discreta, predominantemente restrita as areas

-

periportais e perivasculares. Em contraste, os figados dos camundongos ST2" infectados
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apresentaram uma deposi¢ao de coldgeno nao apenas nas regides periportais, mas também em

perfil expandido no parénquima hepatico, com formagao de septos fibrosos mais espessos.

0 DPI

20 DPI

Figura 18: Anilise histologica do desenvolvimento de fibrose hepatica em camundongos BALB/c e ST2/,
infectados com a cepa Y de T cruzi. Analise da deposi¢do de colageno pela coloragdo pelo Tricromico de
Masson. As imagens sdo representativas de cada grupo experimental. As setas indicam areas de deposicao de
colageno.

5.7 A (deficiéncia no receptor ST2 potencializa a inflamacdo intestinal em

camundongos infectados com 7. cruzi

A andlise histopatologica semiquantitativa do colon revelou a progressao do grau de
inflamagdo intestinal durante a infeccdo (Figura 19A). Os camundongos selvagens ou
deficientes para o receptor ST2 ndo infectados exibiram aspectos morfoldgicos da parede
intestinal condizentes com a normalidade. No 7 dpi, enquanto ndo foram detectadas alteracdes

y . . . . . . -/- . ~
patologicas para os animais selvagens infectados, animais ST2”" apresentaram maior lesdo no
intestino grosso, com o desenvolvimento de infiltrado inflamatdrio na regido da muscular e
submucosa. No 20 dpi, observamos infiltrados inflamatorios de intensidade e escore similar

para ambas os grupos infectados, localizados principalmente na submucosa (Figura 19B).
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cepa Y de T cruzi. A) Escore histopatologico de lesdo intestinal. (B) Imagens representativas da histologia do
intestino grosso corada por H&E. Flechas representam areas de infiltrado inflamatorio. Os dados sdo expressos
como médias + DP representativos de um experimento.
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Para avaliar as caracteristicas da inflamacao, foi realizada a determinagao da atividade
de MPO, NAG ¢ EPO no intestino grosso (Figura 20). Os dados demonstraram que a infec¢ao
por T. cruzi ndo induz aumento da atividade de MPO no intestino grosso de nenhum dos
grupos avaliados (Figura 20A). Em rela¢do a atividade de macrofagos, verificou-se que
apenas os camundongos ST27 infectados apresentaram um aumento na atividade desta
enzima no 20 dpi. Neste ponto, os niveis de NAG nos animais deficientes para o receptor ST2
e infectados foram superiores tanto aos observados nos seus respectivos controles nao
infectados quanto nos animais WT infectados (Figura 20B). Nao foram observadas diferencas

na atividade de EPO entre os grupos infectados (Figura 20C).
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Figura 20: Perfil de atividade celular no intestino grosso de camundongos BALB/c e ST2', infectados com
a cepa Y de T cruzi. (A) Atividade indireta de neutréfilos (MPO) de camundongos BALB/c selvagens e ST2™,
infectados ou ndo com T. cruzi. (B) Atividade indireta de macréfagos (NAG) de camundongos BALB/c
selvagens € ST2™, infectados ou ndo com T. cruzi. (C) Atividade indireta de eosin6filos (EPO) de camundongos
BALB/c selvagens ¢ ST2", infectados ou ndo com 7. cruzi. Os dados sdo expressos como médias=DP
representativos de um experimento. As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo
(WT ou ST27") com seu grupo ndo infectado (0 dpi), representado pelo asterisco sem a barra, ¢ entre 0s grupos
no mesmo momento da infecg¢do, representado pelo asterisco com a barra. Os dados sdo expressos como
médias = DP (n 4 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001, e
***%p < 0,0001. Dados analisados usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Tukey.

5.8 Camundongos ST2” apresentam alteracdes na funcio intestinal e parimetros

fecais durante a infeccdo aguda por 7. cruzi

Para avaliar a disfuncdo intestinal causada pela infec¢do por 7. cruzi, avaliou-se
motilidade intestinal por meio do ensaio com o corante carmin vermelho no 20 dpi (Figura
21A). Foi observado um aumento no tempo em minutos para a primeira excrecao do pellet
fecal contendo o corante carmim vermelho nos camundongos ST2” infectados, quando

comparados aos seus respectivos controles ndo infectados e também em relacdo aos animais
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WT infectados, indicando uma diminuicdo da peristalse do trato gastrointestinal para esse
grupo infectado (Figura 21B). Na andlise dos parametros fecais, os dados demonstraram que a
infeccdo por 7. cruzi nao altera o peso fecal umido ou seco em nenhum dos grupos (Figuras
21C-D). No entanto, verificou-se que a infec¢do induz uma reducao significativa no contetido
de 4gua fecal apenas nos camundongos ST2”, tanto em relagdo aos seus controles ndo

infectados quanto aos animais selvagens infectados (Figura 21E).
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Figura 21: Avaliacdo da func¢do intestinal de camundongos BALB/c e ST2', infectados com a cepa Y de T
cruzi. (A) Representagdo esquematica do ensaio de transito intestinal com o corante carmim vermelho. (B)
Tempo de transito intestinal total (minutos). (C) Peso seco fecal (g). (D) Peso umido fecal (g). (E) Conteudo
percentual de agua nas fezes (%). As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT
ou ST27") com seu grupo ndo infectado (0 dpi), € entre os grupos no mesmo momento da infecgdo. Os dados sdo
expressos como médias+=DP (n 4 - 7 animais). Resultados considerados significantes com **p<0,01 e
***%p <0,0001. Dados analisados usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Tukey.

5.9 A auséncia do receptor ST2 induz miocardite precoce na infeccio experimental

por 7. cruzi em camundongos BALB/c

A avaliag¢do por meio da andlise histopatoldgica do tecido cardiaco possibilitou avaliar
a progressdo da miocardite chagésica nos animais selvagens e ST2” (Figura 22). No 7 dpi,
observamos a presenga de leves focos inflamatorios no coragdo dos animais selvagens

infectados, com alguns animais apresentando escore 0 devido a auséncia de alteragdes
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inflamatorias (Figura 22A). Em contraste, para os animais ST2”, observamos o
desenvolvimento de miocardite precoce ja no 7 dpi, com o aparecimento de areas com extenso
e difuso infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 22B).

Na avaliagdo do tecido cardiaco dos camundongos WT e ST2” infectados no 20 dpi,
foi observado um infiltrado inflamatério caracterizado principalmente por linfocitos e
macrofagos, com celularidade semelhante entre os grupos infectados. No entanto, enquanto
para os animais WT observamos a presenca de numerosos ninhos de amastigotas no tecido
(Figura 22B, em destaque), nos animais ST2” identificamos alteragdes degenerativas entre os
cardiomidcitos, sugerindo intenso dano as fibras cardiacas. Para estes animais, ninhos de
amastigotas foram detectados, porém de maneira mais discreta em relacdo ao grupo selvagem

(Figura 22B).
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Figura 22: Anilise histologica cardiaca de camundongos BALB/c e ST2', infectados com a cepa Y de T
cruzi. (A) Escore histopatologico de lesdo cardiaca. (B) Imagens representativas da histologia do coragdo corada
por H&E. Flechas representam areas de infiltrado inflamatdrio. Os dados sdo expressos como médias + DP
representativos de um experimento.
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5.10 A deficiéncia no receptor ST2 potencializa o dano cardiaco agudo causado pela

infeccao por 7. cruzi em camundongos BALB/c

Para avaliar a intensidade do dano cardiaco, examinamos os niveis séricos de CK-MB
nos camundongos WT e ST2” infectados ou ndo com T. cruzi (Figura 23). Desse modo, tanto
no 7 quanto no 20 dpi, foram observados maiores niveis de CK-MB nos animais ST2”
infectados, quando comparados com seu grupo controle e com os animais WT infectados.
Esses achados corroboram com os resultados da andlise histologica, que demonstram o
desenvolvimento de miocardite precoce (7 dpi) e degeneragdo tecidual (20 dpi) nos animais

ST2™"-.

CK-MB (U/L)
_!|.

0 7 20
Dias pés-infecgao

Figura 23: Niveis séricos de CK-MB em camundongos BALB/c e ST2, infectados com a cepa Y de T cruzi.
As anélises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo nio
infectado (0 dpi), representado pelo asterisco sem a barra, e entre os grupos no mesmo momento da infecgao,
representado pelo asterisco com a barra. Os dados s@o expressos como médias + DP (n 4 - 7 animais). Resultados
considerados significantes com **p<0,01 e ****p<0,0001. Dados analisados usando Two-way ANOVA
seguido do pos teste de Tukey.

5.11 O eixo IL-33/ST2 regula o desenvolvimento de fibrose cardiaca durante a infeccao

por 7. cruzi em camundongos BALB/c

A fim de avaliar o desenvolvimento de fibrose no tecido cardiaco, realizou-se a analise

histologica de cortes de coragio de camundongos WT e ST2” infectados com a cepa Y de T.
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cruzi. Utilizando a colorag@o pelo Tricromico de Masson para detectar a deposi¢ao de fibras
de colageno (Figura 24), observamos no tecido cardiaco dos animais WT infectados, a
deposicao de colageno de forma organizada, localizada no intersticio entre os cardiomiocitos.
Em contraste, os animais ST2” infectados apresentaram uma fibrose cardiaca exacerbada e
com um padrdo desorganizado. Nesses camundongos, as areas de deposicdo de colageno

formam feixes mais espessos e uma distribui¢do difusa pelo miocardio.

ST2”

Figura 24: Anailise histologica do desenvolvimento de fibrose cardiaca em camundongos BALB/c e ST2’,
infectados com a cepa Y de T cruzi. Analise da deposicdo de colageno pela coloragdo pelo Tricromico de
Masson. As imagens sdo representativas de cada grupo experimental. As setas indicam areas de deposicdo de
colageno.

5.12 Animais sem o receptor ST2 apresentam piora na funcio cardiaca durante a

infec¢cdo aguda por T. cruzi

Para estimar a intensidade da disfungdo cardiaca causada pela infec¢do por 7. cruzi,
avaliou-se o perfil de atividade elétrica cardiaca durante o pico de dano cardiaco caracterizado
na histopatologia (20 dpi) (Figura 25). Observamos registros da atividade cardiaca dentro da
normalidade para os animais WT (Figura 25B) ou ST2”- (Figura 25D) nio infectados. Nos

animais WT infectados (Figura 25C), foi possivel identificar um prolongamento no complexo
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QRS, indicando um comprometimento ventricular. J4 para os animais ST2” infectados, além
de um prolongamento do complexo QRS, observou-se também o desenvolvimento de
aumento da amplitude da onda P e da profundidade da onda S, indicando um

comprometimento tanto atrial quanto ventricular (Figura 22E).
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Figura 25: Avaliagiio da atividade elétrica de camundongos BALB/c e ST2', infectados com a cepa Y de T
cruzi. (A) Representacdo esquematica do procedimento de eletrocardiografia (ECGQG). (B) Registro representativo
de ECG na derivagao DII de um camundongo WT nao infectado (NI). (C) Registro representativo de ECG (DII)
de um camundongo WT infectado com 7. cruzi (Tc), com destaque para o prolongamento do complexo QRS. (D)
Registro representativo de ECG (DII) de um camundongo ST2” ndo infectado (NI). (E) Registro representativo
de ECG (DII) de um camundongo ST2” infectado com 7. cruzi (Tc), com destaque para o prolongamento do
complexo QRS, onda P de grande amplitude e onda S profunda.
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5.13 A deficiéncia no receptor ST2 modula o perfil inflamatério de linfécitos T durante

a fase aguda da infeccio por 7. cruzi

ApoOs a caracterizagao da dinamica geral de leucocitos no sangue periférico € nos
tecidos durante a infec¢do por 7. cruzi, buscou-se avaliar o perfil imune celular por citometria
de fluxo multiparamétrica no bago no 7 dpi. A analise de reducdo de dimensionalidade por
t-SNE dos dados concatenados de todos os grupos experimentais permitiu a visualizacao dos
linfécitos T CD4+ e CD8+ no bago durante a infeccao aguda por 7. cruzi (Figura 26).

A analise do t-SNE demonstrou a formacdo de dois grandes clusters celulares
distintos, correspondendo predominantemente as populacdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+.
Na avaliagdo individualizada por grupo experimental (Figura 26B), observou-se uma
distribuicao similar dos clusters de linfocitos entre os grupos de camundongos nao infectados.
Contudo, apdés a infec¢do, observamos uma alteracdo na dispersdo desses clusters,
particularmente nos camundongos ST2” infectados, onde as populagdes de linfécitos

pareceram formar agrupamentos polarizados, sugerindo um fenoétipo diferenciado.
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Figura 26: Analise dos clusters de linfécitos T no bago por citometria de fluxo de animais BALB/c e ST2™,
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) t-SNE mostrando os clusters globais de linfocitos T CD4+ (vermelho)
e linfocitos T CD8+ (azul). (B) t-SNE das populagdes celulares separadas por linhagem e tempo de infecgao.
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A populagdo de linfocitos T CD4+ obtida no tecido esplénico foi submetida a uma
analise mais refinada para caracterizar distintos perfis destas células de acordo com a
expressao dos marcadores CD69, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17 (Figura 27).

A partir das andlises imparciais feitas no t-SNE, foram identificados quatro principais
clusters de linfocitos T CD4+ nos esplenocitos analisados (Figura 27A). Nos camundongos
controles, observamos grande similaridade entre os clusters, com predominancia do cluster 2,
marcado por niveis intermedidrios de expressao de IL-17 e IFN-y (Figura 27B e Figura 27D).
Em relagdo aos camundongos WT infectados, foi identificada uma predominéncia do cluster
4, caracterizado por alta expressdo de IL-17 e baixa expressao dos demais marcadores (Figura
27C). Ja para os camundongos KO infectados, observamos o predominio do cluster 1,
marcado por alta expressao de CD69 e IFN-y, também, € o cluster com maior expressao
relativa de TNF-a (Figura 27E).

As populagdes foram identificadas de acordo com a expressdo de marcadores
relevantes para caracterizagdo dessas células, representadas na forma de heatmap (Figura

27F).
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Figura 27: Perfil dos clusters de linfécitos T CD4+ no baco por citometria de fluxo de animais BALB/c e
ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) t-SNE mostrando os clusters globais de linfocitos T CD4+.
(B-E) t-SNE destacando clusters das populagdes de linfocitos T CD4+ separadas por linhagem e tempo de
infeccdo. (F) Heatmap com a expressdo de marcadores por cluster.
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Ao avaliar o perfil dos linfocitos T CD4+ no bago, ndo foram encontradas diferencas
no nimero absoluto desta populacdo entre os grupos analisados (Figura 28A). No entanto, foi
verificado nos camundongos WT infectados aumento da expressao de CD69 (Figura 28B),
IL-4 (Figura 28C), IL-17 (Figura 28E) e IFN-y (Figura 28G), em relagdo a seu grupo controle.
Ja nos camundongos KO infectados, observou-se um aumento da expressdo de IFN-y, tanto
em comparacdo com seu controle ndo infectado, quanto com o grupo selvagem infectado

(Figura 28G).
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Figura 28. Analise das populacdes de linfocitos T CD4+ presentes no tecido esplénico de animais BALB/c e
ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T CD4+. (B) Intensidade média de
fluorescéncia integrada (IMFI) de CD69 em T CD4+. (C) IMIF de IL-4 em linfocitos T CD4+ (D) IMFI de
IL-10 em linfocitos T CD4+. (E) IMFI de IL-17 em linfocitos T CD4+. (F) IMFI de TNF-a em linfocitos T
CD4+. (G) IMFI de IFN-y em linfocitos T CD4+. As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de
camundongo (WT ou ST2") com seu grupo ndo infectado, e entre os grupos no mesmo momento da infec¢do. Os
dados s@o expressos como médias+ DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p < 0,05,
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**p<0,01, ¥***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de
Tukey.

Em seguida, a populacao de linfocitos T CD8+ obtida do tecido esplénico também foi
submetida a analise ndo supervisionada conforme a expressao dos marcadores CD69, IFN-y,
TNF-o, IL-4, IL-10 e IL-17 (Figura 29).

A partir das analises de t-SNE, foram identificados trés clusters de linfocitos T CD8+
em camundongos infectados por 7. cruzi (Figura 29A). Nos camundongos controles,
observamos grande similaridade entre os clusters analisados (Figuras 29B e D). Porém, para
os camundongos WT infectados, identificou-se uma predominancia do cluster 3, caracterizado
por alta expressao de IL-17, expressdo intermediaria de TNF-a e baixa expressao dos demais
marcadores analisados (Figura 29C). J& para os camundongos KO infectados, observamos o
predominio do cluster 1, marcado por alta expressao de CD69, IL-4, IL-10 e TNF-a (Figura
29E). As populacdes foram identificadas de acordo com a expressio de marcadores

representados na forma de heatmap (Figura 29F).
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Figura 29: Analise dos clusters de linfocitos T CD8+ no bago por citometria de fluxo de animais BALB/c e
ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) t-SNE mostrando os clusters globais de linfocitos T CD8+.
(B-E) t-SNE destacando clusters das populagdes de linfocitos T CD8+ separadas por linhagem e tempo de
infecgdo. (F) Heatmap com a expressdo de marcadores por cluster.

Ao analisar o nimero total de linfocitos T CD8+ no bago, também nao foram
encontradas diferencas no nimero absoluto desta populacdo entre os grupos analisados
(Figura 30A). Além disso, ndo verificamos diferengas na expressdao de CD69, IL-10 e IL-17
entre os grupos (Figura 30B-D). No entanto, para os camundongos KO infectados,
observamos aumento da expressao de TNF-a e [FN-y, tanto em comparagdo com seu controle

ndo infectado quanto com o grupo selvagem infectado (Figura 30E-F).



74

6x10° 450 —
+ +
a a A
O 4x10° £ © 300
[ D - A
- . A §§
= p= >
S 2x10° 28 150-
o c
3 =3
0- 0-
D L D (@ D 40 D <0
S&ee &0
P A

150+ 300+
= E
O 100 A O 200
&~ S~
T8 28
e Tt
=8 50 =8
T, BEE
[ [
=5 =35
0_
™ 2O D 4O
é‘i&‘,\ oéo“
«q’~l~w~l~
S &

751 200
* k%
:f.} * ; *k
a —_— 2 1504
gow| T 50 :
q w A >0 100 -
£ =8
Z =2 z=2
z €% =t
=5 =5 %
0- 0-
S k@ S 4@ e D <@
«
S0 S 00
e & AN

Figura 30. Perfil das populacdes de linfocitos T CD8+ presentes no tecido esplénico de animais BALB/c e
ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T CD8+. (B) Intensidade média de
fluorescéncia integrada (IMFI) de CD69 em T CD8+. (C) IMFI de IL-17 em linfocitos T CD8+. (D) IMFI de
IL-10 em linfocitos T CD8+. (E) IMFI de TNF-o em linfocitos T CD8+. (F) IMFI de IFN-y em linfocitos T
CD8+. As andlises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”") com seu grupo
ndo infectado, e entre os grupos no mesmo momento da infec¢do. Os dados sdo expressos como médias + DP (n
5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p <0,05, **p < 0,01, ***p <0,001 e ****p <0,0001.
Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do po6s teste de Tukey.
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5.14 O eixo IL-33/ST2 altera a dinAmica de mondécitos durante a fase aguda da infec¢io

por T. cruzi

Foram analisadas as diferentes populacdes de mondcitos no tecido esplénico dos
diferentes grupos (Figuras 31 e 32). Por citometria de fluxo, realizamos a imunofenotipagem
de monocitos classicos (Ly6Che") e de ndo classicos (Ly6C"").

Observou-se que apenas nos animais KO, a infec¢ao por 7. cruzi induz um aumento de
monocitos totais no bago, em relacdo ao seu controle e animais WT infectados (Figura 31A).
Com relagdo aos mondcitos Ly6C™, foi detectada uma diminui¢do dessa populagdo nos
camundongos WT infectados em comparagdo com o seu controle ndo infectado, esses niveis
também foram inferiores aos observados nos animais ST2” infectados (Figura 31B). Ao
avaliar o perfil desses mondcitos, constatou-se que, nos camundongos WT infectados, houve
um aumento significativo na expressdo de IL-10 (Figura 31C), CD62L (Figura 31D) e IL-12
(Figura 31F) em relacdo aos seus respectivos controles ndo infectados. Ademais, a expressao
de CD62L e IL-12 nos mondcitos Ly6C™™ dos animais WT infectados também foi maior em

comparacdo com a dos animais ST2™" infectados (Figuras 31D e 31F).
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Figura 31. Populagdes de monécitos Ly6C™ presentes no tecido esplénico de animais BALB/c e ST27,
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem total de mondcitos. (B) Contagem total de mondcitos
Ly6C™ (C) MFI de IL-10 em mondcitos Ly6C"". (D) MFI de CD62L em mondcitos Ly6C"". (E) MFI de CCR7
em mondcitos Ly6C"*". (F) MFI de IL-12 em mondcitos Ly6C"". (G) MFI de TNF-a em monécitos Ly6C'®". As
analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”) com seu grupo nio
infectado, ¢ entre os dois grupos no mesmo momento da infec¢ao. Os dados s@o expressos como médias = DP (n
5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p <0,05, **p <0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001.
Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pds teste de Tukey.

Ap6s identificar diferentes perfis de mondcitos Ly6C"*™ entre os grupos analisados, foi
feita a caracterizagdo dos mondcitos Ly6C"e" (Figura 32). Observou-se que a infec¢do por 7.
cruzi induz também o recrutamento de mondcitos Ly6C"¢" nos camundongos KO infectados,
em relagdo ao seu controle e animais WT infectados (Figura 32A).

Com relagdo ao perfil destes monocitos, foi verificado um aumento da expressao de
IL-10 para ambos os grupos infectados, em relagdo a seus respectivos controles (Figura 32B).

Além disso, foi identificado um aumento da expressdao de CCR7 nos animais KO infectados
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em relagdo a seus controles (Figura 32D). Ademais, nos camundongos WT infectados,

observou-se um aumento na expressao de IL-12 em relacdo ao seu controle ndo infectado

(Figura 32E).
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Figura 32. Analise das popula¢des de monécitos Ly6C"s" presentes no tecido esplénico de animais BALB/c
e ST27, infectados com a cepa Y de T. cruzi (A) Contagem total de mondcitos Ly6C"e", (B) MFI de IL-10 em
mondcitos Ly6C"e", (C) MFI de CD62L em mondcitos Ly6Che, (D) MFI de CCR7 em monécitos Ly6Che!, (E)
MFI de IL-12 em mondcitos Ly6Che", (F) MFI de TNF-o. em mondcitos Ly6C™ ", As anlises estatisticas foram
realizadas entre cada grupos de camundongo (WT ou ST27") com seu grupo ndo infectado, e entre os dois grupos
no mesmo momento da infecgdo. Os dados s@o expressos como médias+DP (n 5 - 6 animais). Resultados
considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001 ¢ ****p <(,0001. Dados analisados usando
One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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5.15 Analise de neutrofilos no tecido esplénico na fase aguda da infec¢io por T. cruzi

Foi avaliado se o receptor ST2 possui papel no recrutamento de neutrofilos para o
baco dos animais durante a infeccdo por 7. cruzi por citometria de fluxo (Figura 33). Os
resultados demonstram que a infec¢do ndo induziu o aumento do nimero absoluto dessa
populacdo para nenhum dos grupos avaliados (Figura 33A). Na avaliagdo da expressdo de
CD62L, foi constatado que neutréfilos dos animais ST2” ndo infectados possuem menor
expressao desta molécula em relagdo aos animais selvagens nao infectados (Figura 33C). Nao
foram observadas diferengas na expressdo dos demais marcadores avaliados apos a infec¢ao

por T. cruzi em nenhum dos grupos(Figura 33B e Figuras 33D-F).
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Figura 33. Perfil das popula¢des de neutroéfilos presentes no tecido esplénico de animais BALB/c e ST2™,
infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de neutrofilos. (B) MFI de IL-10 em neutréfilos. (C)
MFI de CD62L em neutrofilos. (D) MFI de CCR7 em neutrdfilos. (E) MFI de IL-12 em neutréfilos. (F) MFI de
TNF-a em neutrdfilos. As andlises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST27)
com seu grupo nao infectado, e entre os dois grupos no mesmo momento da infec¢do. Os dados sdo expressos
como médias=DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01,
**%p < 0,001 e ****p <0,0001. Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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5.16 A auséncia do receptor ST2 altera o perfil de células inflamatérias no coragido

durante a fase aguda da infeccio por 7. cruzi

Em seguida, avaliamos o papel do receptor ST2 na dindmica de recrutamento de
células para o coragdo dos animais durante a infec¢do aguda (20 dpi, pico de inflamagao
cardiaca) por 7. cruzi por meio de citometria de fluxo (Figura 34). Com os resultados do
t-SNE, podemos observar a caracterizagdo de linfécitos, macréfagos, neutrofilos e monocitos
no tecido cardiaco de animais BALB/c WT ou ST2”, infectados ou ndo com 7. cruzi (Figura
34A). Enquanto animais ndo infectados apresentam um predominio de linfécitos T CD4+ e
macrofagos cardiacos, a infeccdo induziu um aumento no nimero de linfocitos CD8+ e
mondcitos no tecido. Nos animais ST2” infectados, observamos um aumento relativo de
populagdes mieloides (principalmente macrofagos e mondcitos), em relacdo aos animais WT

infectados, que apresentam maior proporg¢ao de linfocitos (Figura 34B).



@ Linfocitos T CD4+
- @ Linfocitos T CD8+
@ Macrofagos

@ Mondcitos

Neutréfilos

B WT Ni ST2 Ni

Figura 34: Anilises dos clusters do painel celular no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2",
infectados com a cepa Y de T cruzi. (A) t-SNE mostrando as populagdes de linfocitos T CD4+ (laranja),
linfocitos T CD8+ (azul), mondcitos (roxo), macrofagos (rosa) e neutrofilos (amarelo) de todos os grupos e

tempos experimentais concatenados. (B) t-SNE das populagdes celulares separadas por linhagem e tempo de
infecgdo.
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Ao analisar a populacdo linfoide separadamente, observamos inicialmente a
distribuicao dos linfocitos conforme a expressao de CD4+ ou CD8+ (Figura 35A). Para uma
caracterizagcdo funcional mais detalhada com base na expressao das citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-4, IL-10 e IL-17, aplicou-se uma nova andlise de para identificar subpopulagdes
funcionalmente distintas (Figura 35B). Nos animais ndo infectados, foram identificados trés
clusters diferentes de linfocitos CD4+ e dois clusters de linfocitos T CD8+. Ja entre os
animais infectados, foram identificados dois clusters de linfécitos T CD4+ e quatro clusters de
linfocitos T CD8+ (Figura 35B).

A infec¢do por T. cruzi induziu, de modo geral, um perfil de linfécitos T CD4+ com
maior expressdo relativa de citocinas. Além disso, animais KO infectados apresentaram um
cluster de linfécitos T CDS8 ativado e multifuncional (cluster CD8 A, Figura 35B) e outro
cluster com alta producdo de TNF-a (cluster CD8 B, Figura 35B).

@ Linfécitos T CD4+

@ Linfocitos T CD8+

[]
tsne_1

tane_t

Figura 35: Analise dos clusters do painel linfoide no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2™, infectados
com a cepa Y de T cruzi. (A) t-SNE mostrando as populagdes de linfocitos T CD4+ (laranja), linfocitos T
CDS8+ (azul) de todos os grupos e tempos experimentais concatenados. (B) t-SNE das populagdes celulares
separadas por linhagem e tempo de infecg¢do, conforme o nivel de expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4,
IL-10 e IL-17.
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Na analise quantitativa das populacdes de linfocitos T CD4+ no coragdo, observou-se
que a infec¢do induz uma redug¢do no niimero destas células nos camundongos KO infectados
em relagdo a seus controles (Figura 36A), corroborando as visualizagdes do t-SNE. Em
relacdo ao perfil funcional, os linfocitos T CD4+ de ambos os grupos infectados apresentaram
expressdo aumentada de IL-10 em comparagdo com seus respectivos controles ndo infectados

" infectados, foi observado o aumento significativo

(Figura 36B). Ademais, nos animais ST2
da expressdo de TNF-o (Figura 36E) e IFN-y (Figura 36F), tanto em relagdo aos seus
respectivos controles nao infectados quanto aos animais WT infectados. Nao foram

observadas diferencas significativas na expressdo de IL-17 ou IL-4 (Figura 36C-D).
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Figura 36. Populagdes de linfocitos T CD4+ presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2",
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T CD4+. (B) IMFI de IL-10 em linfécitos
T CD4+. (C) IMFI de IL-17 em linfocitos T CD4+. (D) IMFI de IL-4 em linfécitos T CD4+. (E) IMFI de TNF-a
em linfécitos T CD4+. (F) IMFI de IFN-y em linfécitos T CD4+. As analises estatisticas foram realizadas entre
cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo ndo infectado, ¢ entre os dois gruposno mesmo
momento da infeccdo. Os dados sdo expressos como médias+DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados
significantes com *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados usando One-way
ANOVA seguido do pds teste de Tukey.

Além das células T CD4+ convencionais, observou-se que, no tecido cardiaco, a
infeccdo por 7. cruzi induziu uma redug¢do no niamero de células T regulatorias (Tregs) nos
animais ST2" infectados quando comparados ao seu respectivo grupo controle nio infectado
(Figura 37A). Nao foram observadas diferencas na expressao de IL-4 ou IL-10 pelas células T

regulatorias em nenhum grupos (Figura 37B-C).
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Figura 37. Populacées de linfocitos T regulatorios presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e
ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T regulatérios. (B) MFI de IL-4
em linfocitos T regulatorios. (C) MFI de IL-10 em linfocitos T regulatorios. As analises estatisticas foram
realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”) com seu grupo ndo infectado, e entre os grupos no
mesmo momento da infeccdo. Os dados sdo expressos como médias+DP (n 5 - 6 animais). Resultados
considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001 e ****p <0,0001. Dados analisados usando
One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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Como indicado no t-SNE, camundongos infectados apresentaram um aumento no
numero absoluto de linfécitos T CD8+ no tecido cardiaco (Figura 38A). A andlise da
expressdo de IL-10 nos linfocitos T CD8+ revelou que a infecgdo por 7. cruzi induziu um
aumento significativo em ambos os grupos infectados. Essa elevagao foi observada tanto nos
animais WT em relacdo a seu controle, quanto nos animais ST2 KO em relacdo a seu
controle. Adicionalmente, a comparagdo entre os grupos infectados demonstrou que a
expressdo de IL-10 foi significativamente maior nos animais ST2 KO infectados em relacdo
aos WT infectados (Figura 38B). Em contraste, ambos os grupos infectados demonstraram
uma reducdo na expressdo de IL-4 (Figura 38C) e TNF-a (Figura 38E) em compara¢do com
seus respectivos controles ndo infectados. Ademais, foi observado que os animais ST2"
infectados tém expressdo maior de IFN-y, tanto em relag@o aos seus respectivos controles nao
infectados quanto aos camundongos WT infectados (Figura 38F). Nao foram observadas

diferengas na expressao de IL-17 entre nenhum dos grupos analisados (Figura 38D).
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Figura 38. Populagdes de linfocitos T CD8+ presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2",
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T CD8+. (B) IMFI de IL-10 em linfocitos
T CD8+. (C) IMFI de IL-4 em linfécitos T CD8+. (D) IMFI de IL-17 em linfécitos T CD8+. (E) IMFI de TNF-q
em linfécitos T CD8+. (F) IMFI de IFN-y em linfécitos T CD8+. As analises estatisticas foram realizadas entre
cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo ndo infectado, € entre 0s grupos no mesmo momento
da infecg¢@o. Os dados sdo expressos como médias £ DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados significantes
com *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados analisados usando One-way ANOVA seguido
do pos teste de Tukey.

5.17 A infecciao aguda por 7. cruzi altera a dinAmica das populacdes linfoides T Y6+ no

coracio

Além dos linfocitos T convencionais T CD4+ e CD8+, mais estudados no contexto da
DC, avaliamos também os linfécitos T yd, incluindo os perfis yd° CD4’, yo" CD§" e yo&"
duplo-negativos (DN) no tecido cardiaco (Figuras 39-41).
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Focando inicialmente nos linfocitos T y3'CD4", observou-se que os animais ST27
infectados apresentaram maior nimero de linfécitos y6° CD4’, comparados ao seu grupo
controle (Figura 39A). Nao foram observadas diferengas na expressao de IL-10, IL-4, IL-17 e
TNF-a nesta populacdo entre nenhum dos grupos analisados (Figura 39B-E). No entanto, foi
observado um aumento na expressdo de IFN-y pelos linfocitos T y6'CD4" dos animais

infectados de ambos os grupos em relagdo aos seus respectivos controles (Figura 39F).
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Figura 39: Populacdes de linfocitos y6° CD4' presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST27,
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T yd" CD4". (B) MFI de IL-10 em
linfécitos T yo" CD4". (C) MFI de IL-4 em linfocitos T y6* CD4'. (D) MFI de IL-17 em linfocitos T yd* CD4". (E)
MFI de TNF-o em linfocitos T y6" CD4'. (F) MFI de IFN-y em linfocitos T y6" CD4’. As analises estatisticas
foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2") com seu grupo ndo infectado, e entre os
grupos no mesmo momento da infeccdo. Os dados s@o expressos como médias£DP (n 5 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados
analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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Em seguida, avaliamos o papel do receptor ST2 na dindmica de linfécitos T y6" CD8"
no coracao dos animais durante a infecg¢do por 7. cruzi por citometria de fluxo (Figura 40). Os
resultados mostram que a infec¢do induziu o aumento de linfocitos T 6" CD8" no tecido
cardiaco em ambas os grupos (Figura 40A). Na andlise do perfil de citocinas expressas por
estas células, observou-se que, nos animais ST2” infectados, houve um aumento da expressdo
de IL-10 (Figura 40B) e uma reducao da expressao de TNF-a (Figura 40E) em comparacao
com seus respectivos controles ndo infectados. Ja para os animais WT infectados, detectou-se
uma redug@o na expressao de IL-17 (Figura 40D) em relacdo ao seu respectivo controle nao
infectado (WT NI). Nao foram observadas alteragdes na expressao de IL-4 (Figura 40C) por
linfocitos T y3'CD8" entre os grupos analisados. Ademais, foi observado um aumento
significativo da expressdo de IFN-y nos linfocitos T y6'CD8" dos camundongos infectados de
ambos o0s grupos em relagdo aos seus respectivos controles ndo infectados, sendo este
aumento ainda mais pronunciado nos camundongos ST2” infectados em relagdo aos

camundongos WT (Figura 40F).
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Figura 40. Populacdes de linfocitos yd' CD8’ presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST27,
infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T yd" CD8". (B) MFI de IL-10 em
linfécitos T y6" CDS". (C) MFI de IL-4 em linfocitos T y6" CD8". (D) MFI de IL-17 em linfocitos T yd" CDS§". (E)
MFI de TNF-a em linfocitos T y6™ CDS8'. (F) MFI de IFN-y em linfocitos T 6™ CD8'. As analises estatisticas
foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2") com seu grupo ndo infectado, e entre os
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grupos no mesmo momento da infeccdo. Os dados s@o expressos como médias£DP (n 5 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados
analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

Analisou-se também o perfil dos linfocitos T y6" DN no tecido cardiaco (Figura 41).
Foi demonstrado um aumento no nimero de linfécitos T y6° DN no coracdo dos animais
infectados em comparagdo com seus respectivos controles (Figura 41A). Este aumento foi
acompanhado por alteragdes no perfil de citocinas: observou-se um aumento da expressao de
IL-10 (Figura 41B) e uma redugdo na expressao de IL-17 (Figura 41D) pelos linfocitos T
v6'DN de ambos os grupos infectadas quando comparadas aos seus respectivos controles ndo
infectados. Nao foram observadas diferencas na expressdo de IL-4 por esta populacdo celular
entre os grupos analisados (Figura 41C). Em relagdo ao TNF-a, detectou-se uma redugdo da
sua expressao em camundongos WT infectados em comparagdo com seu controle nao
infectado (Figura 41E). Ademais, observou-se um aumento significativo na expressdao de
IFN-y apenas para os camundongos ST2” infectados em comparagdo com seu controle ndo

infectado (Figura 41F).
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Figura 41. Populac¢des de linfécitos y6° DN presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2™,
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem total de linfocitos T y6" DN. (B) MFI de IL-10 em
linfécitos T y8" DN. (C) MFI de IL-4 em linfocitos T yo* DN. (D) MFI de IL-17 em linfocitos T y3" DN. (E) MFI
de TNF-a em linfocitos T y3" DN. (F) MFI de IFN-y em linfocitos T yd" DN. As analises estatisticas foram
realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo ndo infectado, e entre os grupos no
mesmo momento da infec¢do. Os dados sdo expressos como médias+DP (n 5 - 6 animais). Resultados
considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001 ¢ ****p <0,0001. Dados analisados usando
One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.



90

5.18 A deficiéncia no receptor ST2 altera o perfil de macréfagos cardiacos durante a

infeccao aguda por T. cruzi

Considerando o papel dos macroéfagos na manutengdo da homeostase e funcao
cardiaca, realizou-se a imunofenotipagem de subpopulacdes de macrofagos residentes e
recrutados do coragdo de camundongos WT e ST2” infectados ou ndo com 7. cruzi, através de
citometria de fluxo multiparamétrica.

Inicialmente, ndo observamos alteracdes no total de macréfagos no coragdo entre os
grupos observados (Figura 42A). A andlise de agrupamento por t-SNE foi aplicada para
auxiliar na identificagdo de subpopulagdes de macrofagos durante a infec¢do. Desta forma,
nos camundongos ndo infectados, foram identificadas quatro populacdes de macrofagos
cardiacos conforme a expressdo de CCR2 e MHC II (Figura 42B-D e heatmap 42E). Além
disso, estas populagdes foram refinadas conforme a expressao dos marcadores CX3CRI,
IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17. A populacdo de macrofagos MHC II+ CCR2+ exibe o
perfil mais ativo na producdo da maioria das citocinas avaliadas, enquanto as demais
populacdes apresentaram expressdo baixa ou intermedidria desses mediadores. (Figura
42C-F).

Enquanto os camundongos ndo infectados apresentavam uma distribui¢do
caracteristica das quatro populagdes, nos camundongos infectados observou-se uma alteragao
nesse perfil, com um predominio relativo de macréfagos MHC II+ CCR2+, além de uma
redugdo drastica da populagdo residente (MHC II- CCR2-). Ademais, dentre os camundongos
infectados, a andlise via t-SNE possibilitou identificar duas populagdes principais de
macrofagos MHCII+CCR2+: uma populagdo caracterizada por baixa expressdo relativa de
citocinas ¢ alta expressao de CX3CRI, predominante nos camundongos WT infectados
(Figura 42G ¢ heatmap 42J); e outra populagdo, proeminente nos camundongos ST27,
caracterizada por expressdao intermedidria de CX3CR1 e alta expressdao de citocinas

pro-inflamatorias como TNF-a e IFN-y (Figura 42H e heatmap 42J).



91

1.2x10%
A
0 Macrdfagos 1 (MHC Il - CCR2-)
9x10°
g 2 @ Macrofagos 2 (MHC Il + CCR2-)
wn
o 5_]
2 6x10 Macréfagos 3 (MHC Il - CCR2+4)
b
o L]
= ]
é 3%10° E Macréfagos 4 (MHC Il+ CCR2+)
0 - 254
D K¢ D <o
SE e
"I:k.‘\:*'
PN

Macrofagos 1 (MHC Il - CCR2:)
@ Macrofagos 2 (MHC Il + CCR2-)
Macrofagos 3 (MHC Il - CCR2+)

Macréfagos 4 (MHC I1+ CCR2+)

@ Macrofagos 2 (MHC Il + CCR2)
Macréfagos 3 (MHC Il - CCR2+)
Maerdfagos 4 (MHC I+ CCR2+)

@ Macréfagos 4A (MHC Il+ CCR2+)

MHC I




92

Figura 42: Analise de clusters de macréfagos cardiacos identificados por citometria de fluxo de animais
BALB/c e ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Ntmero total de macrofagos observados no tecido
cardiaco. (B) t-SNE mostrando as populagdes de macrofagos cardiacos de todos os grupos e tempos
experimentais concatenados. (C) t-SNE mostrando as populagdes de macrofagos cardiacos dos camundongos
WT nio infectados. (D) t-SNE mostrando as populagdes de macrofagos cardiacos dos camundongos ST27 ndo
infectados. (E) Heatmap da expressdo dos marcadores CCR2 e MHC-II, com os quais foram identificados os
clusters de macréfagos cardiacos. (F) Heatmap da expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17
com os quais foram caracterizados fenotipicamente os clusters de macrdéfagos cardiacos. (G) t-SNE mostrando as
populacdes de macrofagos cardiacos dos camundongos WT infectados. (H) t-SNE mostrando as populacdes de
macrofagos cardiacos dos camundongos ST2” infectados. (I) Heatmap da expressdo dos marcadores CCR2 ¢
MHC-II, com os quais foram identificados os clusters de macrofagos cardiacos. (J) Heatmap da expressdo das
citocinas IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-10 e IL-17 com os quais foram caracterizados fenotipicamente os clusters de
macrofagos cardiacos. As analises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2")
com seu grupo nao infectado, e entre os dois grupos no mesmo momento da infec¢do. Os dados sdo expressos
como médias £ DP (n 5 - 6 animais). Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

Similar ao observado no t-SNE, observamos uma redugdo nos macrdofagos residentes
MHC 1I - CCR2- para os camundongos KO infectados em relagdo ao seu controle (Figura
43A). Para ambos os grupos infectados, foi verificada uma redugao na expressao de [L-17 em
comparacdo a seus controles (Figura 43C). Além disso, nos animais ST2” infectados, foi
observada uma expressao maior de TNF-a (Figura 43D) em relacdo aos seus controles nao
infectados, € um aumento da expressdo de IFN-y (Figura 43E), tanto em comparag¢do com seu
controle ndo infectado quanto com os animais selvagens infectados. Nao foram observadas
alteracdes significativas na expressdo de IL-10 (Figura 43B) pelos macrofagos MHCII-

CCR2- entre os grupos analisados.
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Figura 43. Populacées de macrofagos cardiacos MHC II- CCR2- presentes no tecido cardiaco de animais
BALB/c e ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de macrofagos MHC I1- CCR2-. (B)
MFI de IL-10 em macréfagos MHC 1I- CCR2-. (C) MFI de IL-17 em macrofagos MHC II- CCR2-. (D) MFI de
TNF-0 em macrofagos MHC II- CCR2-. (E) MFI de IFN-y em macréfagos MHC II- CCR2-. As analises
estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”) com seu grupo ndo infectado, e
entre os grupos no mesmo momento da infeccdo. Os dados sdo expressos como médias+ DP (n 5 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados
analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

Ao analisar o perfil dos macréofagos MHC II+ CCR2-, ndo foram observadas
diferengas no niimero de macréfagos com este fendtipo entre os grupos avaliados (Figura
44A). No entanto, para ambos os grupos infectados, houve uma redug¢do na expressao de
IL-17 (Figura 44C) e um aumento na expressao de IFN-y (Figura 44E), em relagdo aos seus
respectivos controles ndo infectados. Além disso, nos animais ST2” infectados, observamos
um aumento na expressao de IL-10 (Figura 44B) em relagdo ao seu controle ndo infectado, e
um aumento significativo na expressio de TNF-a (Figura 44D) em comparacdo com os

animais WT infectados.
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Figura 44. Populacdes de macrofagos cardiacos MHC II+ CCR2- presentes no tecido cardiaco de animais
BALB/c e ST2™, infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de macréfagos MHC 11+ CCR2-. (B)
MFTI de IL-10 em macréfagos MHC 11+ CCR2-. (C) MFI de IL-17 em macréfagos MHC 11+ CCR2-. (D) MFI de
TNF-a em macrofagos MHC II+ CCR2-. (E) MFI de IFN-y em macrofagos MHC II+ CCR2-. As analises
estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”) com seu grupo ndo infectado, e
entre os grupos no mesmo momento da infeccdo. Os dados sdo expressos como médias+ DP (n 5 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados
analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

Ao verificarmos o perfil de macréfagos recrutados, observamos que a infec¢ao por 7.
cruzi induziu uma reducdo no numero de macréfagos MHC II- CCR2+ no tecido cardiaco
(Figura 45A). Além disso, para ambos os grupos infectados, ocorreu uma redug¢do na
expressao de IL-10 (Figura 45B) e IL-17 (Figura 45C) por estas células em comparagdo com
seus respectivos controles nao infectados. Ademais, para os animais WT infectados, também
houve uma reducdo na expressio de TNF-a em comparagdo com seus controles ndo
infectados (Figura 45D). Nao foram detectadas alteragdes na expressao de IFN-y (Figura 45E)

por macréfagos MHCII-CCR2+ entre os grupos analisados,
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Figura 45. Populacées de macrofagos cardiacos MHC II- CCR2+ presentes no tecido cardiaco de animais
BALB/c e ST2™, infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de macrofagos MHC II- CCR2+. (B)
MFI de IL-10 em macrofagos MHC II- CCR2+. (C) MFI de IL-17 em macréfagos MHC II- CCR2+. (D) MFI de
TNF-0 em macrofagos MHC II- CCR2+. (E) MFI de IFN-y em macrofagos MHC II- CCR2+. As analises
estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo ndo infectado, e
entre os grupos no mesmo momento da infeccdo. Os dados sdo expressos como médias+ DP (n 5 - 6 animais).
Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. Dados
analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

Também analisamos o perfil dos macrofagos MHC I+ CCR2+ no tecido cardiaco
(Figura 46). Foi demonstrado que camundongos ST2” infectados apresentaram um niimero
maior desta populagdo celular em comparagdo com o seu respectivo controle ndo infectado e
também com os animais selvagens infectados (Figura 46A). Quanto ao perfil de citocinas, os

macréfagos MHCII+CCR2+ dos animais ST2” infectados exibiram um aumento na expressio
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de IFN-y (Figura 46E) em comparacdo com ambos os grupos mencionados. Além disso, foi
observado que, enquanto os animais ST2" infectados apresentaram uma redugdo significativa
na expressao de IL-17 (Figura 46C) em comparagdo com seus respectivos controles nao
infectados, os camundongos WT infectados apresentaram menor expressao de TNF-a quando
em comparagdo com seus respectivos controles ndo infectados (Figura 46D). Nao foram
detectadas alteragdes na expressao de IL-10 (Figura 46B) por estas cé€lulas entre os grupos

analisados.
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Figura 46. Populacées de macrofagos cardiacos MHC II+ CCR2+ presentes no tecido cardiaco de animais
BALB/c e ST2", infectados com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de macrofagos MHC 11+ CCR2+.
(B) MFI de IL-10 em macréfagos MHC II+ CCR2+. (C) MFI de IL-17 em macrofagos MHC 11+ CCR2+. (D)
MFI de TNF-a em macrofagos MHC I+ CCR2+. (E) MFI de IFN-y em macréfagos MHC 11+ CCR2+. As
analises estatisticas foram realizadas entre cada grupos de camundongo (WT ou ST2”) com seu grupo nio
infectado, ¢ entre os grupos no mesmo momento da infecgdo. Os dados sdo expressos como médias+DP (n 5 - 6
animais). Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do po6s teste de Tukey.
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5.19 A deficiéncia no receptor ST2 induz o recrutamento de mondcitos no tecido

cardiaco durante a infec¢do aguda por 7. cruzi

Em seguida, avaliamos se a auséncia do receptor ST2 afeta a dindmica de
recrutamento de mondcitos para o tecido cardiaco dos animais durante a infec¢ao por 7. cruzi
(Figuras 47 e 48).

Inicialmente, observamos um aumento dramatico de monoécitos nos camundongos
ST2" infectados, em relagdo a seu controle e animais selvagens infectados (Figura 47A).
Sendo estes mondcitos predominantemente Ly6C"" (Figura 47B). Na caracterizagdo
fenotipica dos monocitos, foi demonstrado que estas células em ambas os grupos infectadas
apresentam aumento na expressao de MHCII (Figura 47C) e IFN-y (Figura 47H) em relagao
aos seus respectivos controles nao infectados. Além disso, foi observado que os mondcitos
dos animais ST2” infectados apresentam menor expressio de IL-4 (Figura 47E) e IL-17
(Figura 47F) em comparacdo com seus respectivos controles ndo infectados. Nao foram
observadas alteragdes na expressdo de IL-10 (Figura 47D) ou TNF-a (Figura 47G) entre os

grupos analisados.
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Figura 47. Popula¢des de mondcitos presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2™, infectados
com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem total de mondcitos. (B) Contagem de mondcitos LY6CY. (C) MFI de
MHC II em monécitos LY6C™ (D) MFI de IL-10 em monécitos LY6C™. (E) MFI de IL-4 em mondcitos
LY6C"®". (F) MFI de IL-17 em monécitos LY6C®". (G) MFI de TNF-0. em mondcitos LY6C™ . (H) MFI de
IFN-y em mondcitos LY6C®¥. As andlises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou
ST27) com seu grupo ndo infectado, e entre os grupos no mesmo momento da infecgdo. Os dados sdo expressos
como médias=DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01,
**%p < 0,001 e ****p <0,0001. Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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Também, analisamos o perfil dos mondcitos Ly6C"¢" na infec¢io por T cruzi (figura
48). Os resultados mostram que houve um aumento no numero dessa populagdo de monocitos
no coragio dos camundongos ST2" infectados, em relagdo a seu controle e animais selvagens
infectados (Figura 48A). Em relagdo ao fendtipo destas células, os mondcitos Ly6CMe" de
ambas os grupos infectadas apresentaram aumento significativo na expressdo de MHCII
(Figura 48B) e IFN-y (Figura 48G) em comparacdo com seus respectivos controles nao
infectados. Adicionalmente, a expressao de IFN-y foi maior nos monocitos dos camundongos
ST2" infectados em comparagdo com animais WT infectados (Figura 48G). Observou-se
também que os mondcitos Ly6C"e" dos animais ST2” infectados apresentaram uma redugio
na expressdo de IL-4 em comparacdo com seus controles ndo infectados, enquanto os dos
camundongos WT infectados exibiram uma redugao na expressao de TNF-a (Figura 48F) em

relagdo aos seus respectivos controles nao infectados.
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Figura 48. Populacdes de mondcitos Ly6C"=" presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2",
infectados com a cepa Y de 7. cruzi. (A) Contagem de mondcitos LY6C"e", (B) MFI de MHC Il em mondcitos
LY6C"e" (C) MFI de IL-10 em mondcitos LY6C"e", (D) MFI de IL-4 em mondcitos LY 6C"¢", (E) MFI de IL-17
em mondcitos LY6C"e", (F) MFI de TNF-o em mondcitos LY6C"e", (G) MFI de IFN-y em mondcitos LY 6C™¢",
As anélises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST27) com seu grupo nio
infectado, e entre os grupos no mesmo momento da infec¢do. Os dados sdo expressos como médias+DP (n 5 - 6
animais). Resultados considerados significantes com *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.

5.20 A auséncia do receptor ST2 induz a ativacdo de neutrofilos durante a infeccao

aguda por T. cruzi

Avaliou-se também o perfil dos neutrofilos no tecido cardiaco dos animais infectados
com 7. cruzi (Figura 49). Embora a infeccdo ndo tenha potencializado o recrutamento de
neutrofilos para o coragdo (Figura 49A), andlises fenotipicas indicaram alteracdes na
deficiéncia do receptor ST2. Foi demonstrado que os neutréfilos dos animais ST2™ infectados
apresentaram maior expressao de MHCII (Figura 49B), IL-17 (Figura 49D) TNF-a (Figura
49E) e IFN-y (Figura 49F), quando comparados com seus respectivos controles ndo infectados
e também com os animais selvagens infectados. Nao foram observadas diferengas

significativas na expressao de IL-10 (Figura 49C) entre nenhum dos grupos analisados.
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Figura 49. Populacdes de neutrofilos presentes no tecido cardiaco de animais BALB/c e ST2™", infectados
com a cepa Y de T. cruzi. (A) Contagem de neutréfilos. (B) MFI de MHC II em neutréfilos. (C) MFI de IL-10
em neutrofilos. (D) MFI de IL-17 em neutrofilos. (E) MFI de TNF-o em neutrofilos. (F) MFI de IFN-y em
neutrofilos. As anélises estatisticas foram realizadas entre cada grupo de camundongo (WT ou ST2”) com seu
grupo ndo infectado, e entre os grupos no mesmo momento da infecgdo. Os dados sdo expressos como
médias = DP (n 5 - 6 animais). Resultados considerados significantes com *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001 e
***%p <0,0001. Dados analisados usando One-way ANOVA seguido do pos teste de Tukey.
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Para compreender o papel do receptor ST2 na modulagdo da resposta imune e da
patologia cardiaca durante a infeccdo por 7. cruzi (20 dpi), realizamos uma analise
multifatorial integrando as principais populagdes de células imunes no coragdao, um marcador
de dano miocardico (CK-MB) e a quantificacio de fibrose tecidual (morfometria). O
correlograma (Figura 50A) revelou uma forte assinatura inflamatéria associada ao dano
tecidual. Observamos uma correlagdo positiva robusta entre os niveis de CK-MB, a area de
fibrose, a populagdo de linfocitos T CD8+ e os monocitos, principalmente aqueles com
fenétipo Ly6C ¥, O envolvimento destes elementos também ¢ ilustrado no heatmap (Figura
50B). A intensidade das cores quentes para as variaveis referentes a monocitos, T CD8+,
CK-MB e fibrose ¢ visivelmente maior no grupo ST2-KO infectado em comparagdo com o
WT + Tc. Isso indica, que na auséncia da sinalizagdo via ST2, a infeccdo por 7. cruzi
desencadeia uma resposta inflamatoria exacerbada, com maior recrutamento de destas
populagdes, resultando em maior dano ao miocérdio e, consequentemente, em uma fibrose
mais acentuada.

Para consolidar a anélise e compreender o impacto global da infec¢ao e da auséncia do
receptor ST2, realizamos uma Anélise de Componentes Principais (PCA) (Figura 50C). No
primeiro componente principal (Diml), os grupos nao infectados (WT NI e ST2-KO NI)
agruparam-se coesamente em scores, indicando um fenotipo basal de homeostase. Em
contrapartida, a infec¢do por 7. cruzi induziu uma profunda alteracao neste perfil, deslocando
ambos os grupos infectados, representando o estabelecimento de um ambiente inflamatorio e
de dano tecidual. Contudo, grupo ST2-KO + Tc formou um cluster distinto, posicionado em
scores mais distantes em Diml em comparagdo ao grupo WT + Tc. Essas observagdes
indicam um perfil imunopatologico exacerbado, refletindo diretamente os niveis mais
elevados de células T CD8+, CK-MB e fibrose, como demonstrado no heatmap.

Em conjunto, a andlise multivariada demonstra que o receptor ST2 atua como um
componente regulatorio crucial, protegendo o coracdo de uma imunopatologia excessiva
durante a infeccao por 7. cruzi. A sua auséncia, conforme visualizado pelo posicionamento do
grupo ST2-KO+Tc no PCA, promove resposta inflamatoria deletéria que culmina em um

quadro de cardiomiopatia mais grave.
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Figura 50. Analise integrada da resposta imune e do dano cardiaco em camundongos deficientes para ST2
infectados com 7. cruzi. Analise multidimensional do infiltrado imune, do dano miocardico (CK-MB) ¢ da
fibrose (em destaque) no tecido cardiaco de camundongos selvagens (WT) e knockout para o receptor ST2
(ST2-KO), ndo infectados (NI) ou na fase aguda da infec¢do por T. cruzi (Tc). (A) Correlograma de Spearman
mostrando as correlagdes entre as populacdes celulares, CK-MB e fibrose. A cor e o tamanho dos quadrados
indicam a forga da correlagdo (vermelho para positivo, azul para negativo). Os valores de correlagdo (r) sdo
mostrados. (B) Heatmap representando as variaveis analisadas para cada grupo experimental. Cores quentes
(vermelho) indicam valores acima da média (superexpressdo), enquanto cores frias (azul) indicam valores abaixo
da média (subexpressdo). (C) Analise de Componentes Principais (PCA) baseada em todas as variaveis. Cada
ponto representa um animal e as elipses indicam o intervalo de confianga de 95% para cada grupo. Os eixos
representam os dois primeiros componentes principais (Dim1 e Dim2).
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6 DISCUSSAO

A DC ¢ uma doenga negligenciada que afeta milhdes de pessoas globalmente. A
infeccdo induz morbidade duradoura e disfun¢ao tecidual progressiva, associada
principalmente a resposta inflamatoria desencadeada pelo hospedeiro (WHO, 2024). A
progressdo da DC estd intimamente ligada ao equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro
e a dinamica de parasitismo do 7. cruzi (Magalhaes et al., 2022; Torres et al., 2022).
Recentemente, mecanismos da persistente ativacdo celular observada na DC cronica foi
relacionada com o parasitismo tissular ou antigenos do protozodrio presentes no organismo do
hospedeiro (Almeida et al., 2022). Além disso, elementos da resposta imunologica mediada
por IFN-y sdo regulados positivamente em células T CD4+ durante a cardiomiopatia
chagasica, sugerindo a participagdo de uma imunidade Thl na progressao da doenca e o
desenvolvimento de miocardite (Gomes et al., 2005; Roffe et al., 2019). Nesse sentido, o
equilibrio de respostas imunes inflamatdrias e regulatdrias na fase inicial da DC ¢ crucial para
um curso cronico assintomatico da doenga (Sathler-Avelar et al., 2021).

Neste contexto, a via IL-33/ST2 emerge como um modulador imunolégico central. A
IL-33, uma citocina com fun¢@o de alarmina, ¢ liberada apds dano tecidual e sinaliza através
do receptor ST2, desencadeando atividades pleiotropicas que podem ser tanto protetoras
quanto patologicas (Liew et al., 2016). No coragdo, por exemplo, a IL-33 pode inibir o
desenvolvimento de miocardite infecciosa via regulacao da resposta Thl, potencializando a
producdo de IL-4 por macrofagos cardiacos e linfocitos T CD4+ (Wang et al., 2017).
Deficiéncias nesse eixo tém sido associadas ao desenvolvimento de respostas Thl e Th17
desreguladas, além da supressdo da resposta de células T regulatorias. Durante a infec¢ao por
T. cruzi, o eixo IL-33/ST2 parece desempenhar um papel na regulacdo da resposta
inflamatéria e no controle do parasitismo; contudo, seu papel no desenvolvimento de
patogéneses e na progressao da infec¢do aguda ainda ¢€ incerto (Medeiros et al., 2019; Oliveira
et al., 2022; Boccardo et al., 2025).

Com o objetivo de caracterizar o papel da via de sinalizagao IL-33/ST2 na progressao
da infecgdo experimental por 7. cruzi, acompanhamos animais selvagens e deficientes para o
receptor ST2 infectados com a cepa Y. Inicialmente, avaliamos o perfil de parasitemia e o
desenvolvimento de aspectos clinicos gerais induzidos durante a infeccdo. Observamos que,
embora haja uma reducdo inicial da parasitemia nos camundongos ST2”, os niveis de

parasitos sanguineos convergiram aos dos animais WT, igualando-se no 9 dpi. Este achado
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sugere que, no nosso modelo, a via [L-33/ST2 ndo desempenha um papel central no controle
da parasitemia causada pela infec¢do com a cepa Y de 7. cruzi. A auséncia de um impacto
direto da via IL-33/ST2 sobre os niveis de parasitemia € uma caracteristica também
encontrada em infec¢cdes como a maldria por P. berghei. Neste modelo, o eixo IL-33/ST2 nao
influencia os niveis de parasitemia, mas ¢ essencial na regulacdo do desenvolvimento de
patologias (Besnard et al 2015; Reverchon et al., 2017).

Além disso, foi evidenciado que a auséncia de ST2 parece melhorar alguns aspectos
clinicos da infec¢do, incluindo a manutencdo do peso corporal, comportamento alimentar
sustentado e escore clinico. Esses achados, contudo, contrastam com os resultados observados
na avaliagdo das patogé€neses, onde encontramos inflamacdo e danos teciduais exacerbados
nos camundongos ST2” infectados, em comparagdo aos WT, incluindo prejuizos a fungio
hepatica, motilidade intestinal e disfungdo elétrica cardiaca. A manutencao do peso corporal
pode ser na verdade um reflexo da intensa esplenomegalia e hepatomegalia observadas nesses
animais. O escore clinico reflete a observacdo do estado fisico-comportamental do
camundongo, incluindo exploragdo, movimentacdo e anedonia. Sabe-se que a infec¢ao por 7.
cruzi induz alteragdes comportamentais em humanos e animais, incluindo comportamento do
tipo ansioso-depressivo (Vilar-Pereira et al., 2012; Serrano et al., 2025). Dados ndo mostrados
neste trabalho indicam que camundongos deficientes para o receptor ST2 nao desenvolvem os
déficits cognitivos caracteristicos da DC, um fendomeno similar ao observado na malaria
cerebral murina, que ¢ dependente da neuroinflama¢ao mediada por células ST2+ (Reverchon
et al., 2017). Além disso, a neuroinflamacdo induzida pelo 7. cruzi pode induzir a expressao
de citocinas no cérebro, como a IL-17, que atua no hipotdlamo suprimindo o comportamento
alimentar (Nogueira et al., 2020). Diante desses fatos, hipotetizamos que a preservagao
cerebral observada nos camundongos ST27 estd relacionada com a manuten¢do do estado
fisico-comportamental e alimentar encontrado nesses animais, em relagdo aos WT infectados.
Apesar disso, a exacerbagdo de patologias teciduais observadas nos animais ST2”" ndo foi
isenta de manifestagcdes clinicas, como podemos observar nos dados de sobrevida, com os
camundongos KO desenvolvendo mortalidade precoce (inicio no 17 dpi) em relagcao aos WT.

Atualmente, no Brasil, a transmissdo oral por 7. cruzi representa a principal via de
infeccdo. A infecgdo oral € caracterizada por lesdes hepaticas e niveis séricos de enzimas
hepaticas exacerbadas (Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Silva et al., 2024). O figado ¢
um orgao-alvo na DC, sendo essencial para a manutengao da homeostase do hospedeiro, além
de critico para o controle do parasitismo sanguineo e tissular (Sardinha et al., 2010). Nesse

contexto, compreender as alteragdes hepaticas associadas a infec¢do torna-se essencial. Em
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nosso modelo, observamos inflamagdo hepatica exacerbada nos camundongos ST2”", marcada
pelo acumulo de células inflamatdrias, aumento da atividade de NAG, hepatomegalia e
elevacao significativa dos niveis séricos de ALT e albumina. Diferente do que ocorre em
modelos tipicos de hepatite, onde ha consumo de proteinas plasmaticas, os dados sustentam a
hipétese de que a inflamagdo exacerbada nos camundongos ST2” levou ao desenvolvimento
de um estado de desidratagdo. Nesse cenario, o0 aumento da concentragao sérica de albumina
provavelmente reflete uma redug¢ao do volume plasmatico (hemoconcentracao), em vez de um
aumento na sua sintese, considerando que o estado de hidratagdo ¢ um determinante critico na
interpretacdo dos niveis dessa proteina durante processos agudos (Gatta et al., 2012).
Corroborando essa ideia, a diminuigdo da umidade fecal observada nos animais KO
infectados sugere uma tentativa do organismo de conservar fluidos por meio da intensificagao
da reabsor¢do de 4agua no colon, um mecanismo compensatorio durante a desidratacdo
sistémica (Kunzelmann; Mall, 2002). Esses achados refor¢cam o papel central do eixo
IL-33/ST2 na protecdo contra inflamagdo hepatica desorganizada. Trabalhos anteriores
apontaram que IL-33 pode ter efeito protetor no figado, atenuando fibrose e inflamagao em
contextos nao infecciosos; aqui, nossos dados indicam que, durante a infec¢do por 7. cruzi,
essa via também desempenha fun¢do homeostatica.

A intensificacdo da inflamagdo hepatica observada nos camundongos ST27 sugere
que, embora essa resposta possa contribuir para o controle inicial da infeccdo, ela também
pode comprometer a integridade funcional do tecido. Em camundongos deficientes em IL-33
infectados com Leishmania donovani, foi descrita uma resposta Thl exacerbada no figado,
com intenso recrutamento mieloide e redugcdo da carga parasitaria (Rostan et al., 2013).
Durante a infeccdo por 7. cruzi, podemos observar desregulacdes hepaticas como
hipoglicemia, devido a gliconeogénese hepatica defeituosa (Nagajyothi et al., 2013). Essas
alteracdes tém valor preditivo no aumento da mortalidade (Combs et al., 2005; Holscher et al.,
2000), ressaltando o papel central do figado na manuten¢do da homeostase.

A fibrose ¢ uma consequéncia da inflamagdo persistente ¢ do dano tecidual cronico,
resultando em uma cicatrizagao excessiva (Seki & Brenner, 2015; Aydin & Akgali, 2018). No
contexto da DC, sabemos que a fibrose ocorre devido ao dano tecidual exacerbado e a intensa
infiltragdo celular. Nossos dados mostram maior acimulo de macrofagos, e dano hepatico,
observado pelo aumento nos niveis de marcadores da funcao hepatica. A via IL-33/ST2 tem
sido associada a maior morbidade em varios modelos de doengas fibrosantes, como fibrose
hepatica induzida por tioacetamida e por CCl4 (tetracloreto de carbono), e a esquistossomose

(Liu et al. 2012; Mchedlidze et al. 2013). O papel do eixo IL-33/ST2 na organizagdo de
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respostas teciduais ¢ bem documentado em modelos de infeccdo parasitdria, como na
esquistossomose mansonica, onde a deficiéncia de ST2 leva a formagdo de granulomas
hepaticos desorganizados (Maggi et al., 2023). Contudo, a fun¢do desta via na DC permanecia
inexplorada. Nossos resultados mostram que a auséncia de ST2 também culmina em um
agravo da fibrose hepatica e em desorganizacdo da matriz colagénica no coracdo. Este padrao
estabelece um claro paralelo entre as duas doencas, sugerindo que a sinalizagdo via ST2
possui um papel conservado na orquestracao de respostas reparativas eficazes, garantindo nao
apenas a conten¢do do dano, mas também a preservacdo da arquitetura tecidual.

O figado desempenha um papel central no processamento de nutrientes e toxinas,
estando intimamente conectado ao trato gastrointestinal por meio da circulagdo portal e do
sistema biliar. As alteragdes hepaticas significativas observadas na auséncia de ST2 podem,
portanto, ter consequéncias importantes para a homeostase intestinal. O eixo IL-33/ST2 ¢
essencial para o controle de helmintos intestinais, eliminagcdo de bactérias patogénicas na
mucosa intestinal, inducdo da proliferacdo de células epiteliais e a produgdo de muco,
contribuindo para uma resposta imune eficiente (Pastorelli et al., 2013; Lopetuso et al., 2012).
No entanto, o papel desta via em lesdes intestinais causadas por protozoarios ainda ndo esta
completamente elucidado. No contexto da toxoplasmose, o eixo IL-33/ST2 demonstrou um
papel prejudicial, potencializando o desenvolvimento de ileite (Ryffel et al., 2019). Em
animais deficientes para IL-33, observou-se uma atenuagao da patologia intestinal, associada
a diminuigdo da citocina protetora IL-22 e ao recrutamento de neutréfilos.

Em nosso estudo, observamos infiltrados inflamatérios no tecido intestinal dos
animais KO infectados ja ao 7 dpi, além do posterior acimulo de macrofagos.
Adicionalmente, houve prolongamento do tempo de transito intestinal e reducdo da
porcentagem de agua nas fezes. Essas alteragcdes denotam um cenario de disfungdo intestinal
na auséncia do receptor ST2. Manifestacdes gastrointestinais, como megacolon e
megaesodfago, sdo caracteristicas da fase cronica da DC em humanos e estdo intrinsecamente
ligadas a reducdo da motilidade intestinal. Embora a desnervacao causada pelo parasito seja
classicamente apontada como o principal fator etiologico dessas alteracoes (Koberle, 1968), o
papel da inflamacdo persistente como indutora da disfungdo tecidual ndo deve ser
subestimado (Jabari et al., 2020). Fendmenos similares de intenso recrutamento celular e
prejuizo funcional foram observados no figado desses mesmos animais, indicando que a
auséncia de ST2 parece desencadear uma resposta inflamatoria exacerbada em multiplos

orgaos alvo durante a infec¢do aguda por 7. cruzi.
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Para caracterizar a resposta inflamatoria orquestrada na auséncia do receptor ST2,
analisamos o perfil celular no bagco dos animais infectados. No 7dpi, detectamos um pertfil
inflamatério acentuado, caracterizado por um aumento na intensidade média integrada de
linfocitos T CD8+ produzindo TNF-a e IFN-y, e de linfécitos T CD4+ produzindo IFN-y, em
compara¢do com os animais selvagens infectados. O IFN-y ¢ crucial no controle da replicagdo
do T. cruzi (Silva et al., 1995; Nabors et al., 1995). Portanto, o aumento da producao desta
citocina pelos linfocitos T esplénicos nos animais ST2” poderia explicar a reducdo da
parasitemia observada no 7 dpi. Entretanto, ¢ importante destacar que o bago representa um
sitio de expansdo e ativagdo dessas células T produtoras de citocinas inflamatorias, que
posteriormente podem migrar para os orgaos-alvo, como o coragdo. Embora o IFN-y seja
essencial para a defesa do hospedeiro, sua produgdo excessiva ou desregulada estd associada
ao desenvolvimento de patogéneses na DC (Michailowsky et al., 2001; Rofté et al., 2009).
Assim, a expansdo esplénica de células T produtoras de IFN-y e TNF-a e a possivel migragao
destas células para demais tecidos podem ser fatores centrais na indu¢do do dano tissular
precoce observado no coracdo e na intensificacao da inflamag¢do nos demais o6rgaos avaliados
nos animais ST2™".

A redugdo inicial da parasitemia nos ST2 KO no 7 dpi ndo se sustentou, igualando-se
aos niveis dos animais WT rapidamente. Isso ocorre apesar da persisténcia de um ambiente
rico em IFN-y, como sugerido pelos nossos dados de citometria do coragdo. E possivel que a
inflama¢do mediada pelo IFN-y tenha maior impacto tecidual nos animais ST2”, em relag¢do
ao impacto sistémico. Na infec¢do por 7. brucei, embora a citocina IL-17 seja essencial para a
reducdo do parasitismo tecidual e o desenvolvimento de inflamagdo tissular, ndo apresenta
nenhum papel no controle da parasitemia (Sinton et al., 2023). Além disso, a eficacia do
IFN-y no controle do 7. cruzi pode depender do microambiente tecidual (Unanue, 1997;
Cunbha et al., 2005).

O bago ¢ um reservatorio ¢ centro de mobilizagdo de mondcitos durante a inflamacao
(Swirski et al., 2009). Observamos que o eixo 1L-33/ST2 tem papel central neste processo,
como evidenciado pelo aumento no nimero de mondcitos nos animais ST2”" infectados em
comparagdo com os controles. No entanto, esses monocitos apresentaram uma redu¢do na
produgdo de IL-12 em relagdo aos monoécitos de animais WT infectados. A IL-12 ¢ uma
citocina fundamental para a diferenciacdo e manutencdo de respostas Thl, incluindo a
producao de IFN-y por células T (Trinchieri, 1995). Desse modo, hipotetizamos que a IL-12
produzida foi rapidamente consumida para impulsionar a precoce resposta Thl inicial

observada nos linfécitos dos animais ST2”. Outra hipotese seria a indugdo de um feedback
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negativo induzido pelo proprio ambiente hiperinflamatdrio. Altas concentragdes de TNF-a e
IFN-y podem inibir a producdao de IL-12 por células apresentadoras de antigenos, atuando
como um mecanismo de autorregulacao para limitar a inflamagao e o dano tecidual excessivo
(Hayes et al., 1995; Ma, 2001). Portanto, ¢ plausivel que o perfil pré-inflamatorio que
detectamos em algumas populacdes celulares dos animais ST2” tenha exercido um efeito
supressor sobre a capacidade dos mondcitos de sustentar a producao de IL-12. Por meio da
analise do t-SNE, observamos clusters com alta expressao de CD69 nos ST2 KO infectados,
embora isso ndo tenha se refletido em diferencas estatisticas significativas. Esse achado pode
ser atribuido a0 momento inicial da infeccdo em que a andlise foi realizada, sugerindo que
esses clusters ainda estavam em expansao inicial. Estudos futuros poderdo esclarecer se essas
populagdes celulares desempenham papéis mais proeminentes em estdgios avangados da
infecgao.

A miocardite ¢ a principal causa de morbidade e mortalidade na DC. A intensidade da
inflamacdo ¢ do dano miocardico na fase aguda s3o considerados fatores prognosticos
importantes (Marin-Neto et al., 2007; Rassi Jr et al., 2012). Nossos achados de miocardite
precoce (7 dpi), niveis elevados de CK-MB (7 e 20 dpi), desenvolvimento fibrose cardiaca
desorganizada e alteragdes eletrocardiograficas mais pronunciadas nos animais ST2”
infectados, apontam para um papel crucial da via IL-33/ST2 na prote¢do do coragdo durante a
infecgdo aguda por T cruzi. As alteragdes no eletrocardiograma dos animais ST2” infectados,
sugerem um comprometimento mais extenso, afetando a conducgao atrial e ventricular, similar
ao observado em modelos de miocardite chagasica aguda severa (Sales et al., 2022).

Para entender os mecanismos celulares subjacentes ao dano cardiaco observado nos
animais ST2”, investigamos o perfil do infiltrado inflamatorio no coragdo aos 20 dpi. Em
condi¢des homeostaticas, o coracao apresenta uma timida populagao de monocitos, sendo os
macrofagos tissulares residentes as principais células imunes (Hulsmans et al., 2016). Esses
macrofagos residentes, com distintos perfis de expressao de MHCII e CCR2, desempenham
papeis na resposta inicial a patégenos (Epelman et al., 2014). Durante a injuria cardiaca,
macrofagos cardiacos MHC II+ CCR2+ medeiam o influxo cardiaco de mondcitos a partir da
circulagdo e do baco. Esses monocitos recrutados sdo frequentemente associados a um papel
patologico, contribuindo para a expansdo do infarto, disfungdo ventricular e progressdo da
doenca cardiovascular (Nahrendorf et al., 2007; Bajpai et al., 2019).

Observamos que os macrofagos residentes MHC II- CCR2-, associados a fungdes de
homeostase e regulacdo (Epelman et al., 2014), exibiram uma redu¢do na producao de IL-17

em ambos os grupos infectados. Contudo, nos animais ST2”, essas células passaram a
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produzir niveis elevados de TNF-a e IFN-y. Além disso, observamos a expansdo de
macrofagos MHC 11 + CCR2+ nos camundongos KO infectados. A analise de t-SNE forneceu
uma visao mais refinada, onde foram identificadas duas subpopula¢des de macrofagos MHC
I + CCR2+. Nos animais selvagens, predominava uma populacdo que expressava CX3CR1 e
exibia baixa expressdo de citocinas. A expressdo de CX3CRI1 ¢ frequentemente associada a
macrofagos com fungdes de patrulhamento e perfil resolutivo (Jung et al., 2000; Prinz et al.,
2012). Em contraste, nos animais ST2” infectados, a popula¢do predominante de macrofagos
MHC II+ CCR2+ apresentava baixa expressdo de CX3CR1 e alta expressao de IFN-y, um
perfil caracteristico de células recém-recrutadas e patogénicas (Lavine et al., 2014). A
expansao da populagdo de macrofagos duplo-positivos € consistente com o recrutamento
draméatico de mondcitos no coragdo dos animais ST2” infectados. O aumento de mondcitos
Ly6C"e" expressando IFN-y € critico, dado seu papel patoldgico na promogdo de dano tecidual
cardiaco (Nahrendorf et al., 2007).

Em nosso modelo, observamos um aumento de linfocitos T CD8+ no coragdo dos
animais ST2” infectados, marcados por alta expressdo de IFN-y. Embora a frequéncia de
linfécitos T CD4+ estivesse diminuida no coracao desses animais, as células CD4+ presentes
eram multifuncionais, co-expressando IL-10, TNF-a e IFN-y. Esse perfil sugere um ambiente
tecidual multifuncional, principalmente por respostas Thl. Além disso, os neutrdfilos
presentes no cora¢do dos ST2” infectados também mostraram um perfil mais ativado, com
aumento da expressao de MHC II e produgdao de IFN-y. Em contraste, embora a infecgao
tenha induzido um aumento nas populagdes de células T yd+, o eixo IL-33/ST2 ndo pareceu
influenciar profundamente na dindmica dessas células no coragao.

Estudos apontam para um papel protetor da IL-17 na cardiomiopatia chagésica, onde
esta citocina parece regular a diferenciacdo de células Thl, possivelmente através da redugao
da producao de IL-12 e, consequentemente, de IFN-y e TNF-a, controlando o recrutamento
celular para o tecido cardiaco (Guedes et al., 2010, Magalhaes et al., 2013). De maneira geral,
no coragao, observamos a diminui¢cdo da expressao de IL-17 em macrofagos e linfocitos dos
animais infectados. Apesar do quadro de miocardite severa, a expressao intracelular de TNF-a
por populagdes como monocitos e linfocitos T CD8+ também estava diminuida nos animais
infectados em comparacdo aos seus controles ndo infectados. Esta observagdo sugere que o
ambiente tecidual aos 20 dpi, rico em IFN-y, exer¢a um feedback negativo sobre o TNF-0, um
mecanismo de regulacdo ja descrito para limitar a inflamagdo excessiva (Ma, 2001).
Adicionalmente, a cinética de producdo de citocinas deve ser considerada. Em modelos de

miocardite, o pico de producdo de TNF-a, uma citocina de resposta rapida, pode ocorrer em
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um estagio mais precoce da infeccdo (Huber et al., 1994). Recentemente, o mecanismo de
cinética do TNF-a no coracao foi melhor elucidado, envolvendo a regulagdo via nervo vagal
(Liet al., 2025)

Coletivamente, estes achados sugerem que a sinalizacdo via ST2 ¢ fundamental para
manter o fendtipo regulatério das células imunes durante a infec¢do, e sua auséncia permite o
desenvolvimento de ambiente pro-inflamatorio, mediado principalmente pela expressdo de
IFN-y. Recentemente, Boccardo e colaboradores (2025), evidenciaram que a infec¢do aguda
por T. cruzi leva a uma diminui¢do dos niveis sistémicos de IL-33 e a uma consequente
reducdo das células T regulatorias de reparo tecidual (trTregs). Similar ao observado em
nossos achados, a resposta Th1/IFN-y suprime mecanismos de regulagdo, contribuindo para o
desenvolvimento de patologia.

A gravidade da miocardite na fase aguda da Doenca de Chagas ¢ um fator
determinante para a progressdo e severidade da cardiopatia chagasica cronica (Rassi Jr et al.,
2012; Malik et al., 2015). A intensidade da resposta inflamatéria durante a fase inicial
estabelece o cendrio para o desenvolvimento de fibrose, remodelamento cardiaco e disfuncao
contratil persistente. Nossos dados, demonstrando uma infeccdo aguda mais severa nos
camundongos ST2”, caracterizada por inflamagdo miocardica, dano celular, alteragdes
eletrocardiograficas e fibrose desorganizada, sugerem que a auséncia da sinaliza¢do via ST2
pode predispor a um desenvolvimento mais rapido e grave da cardiomiopatia chagasica
cronica. Acompanhar o desenvolvimento da infec¢do por 7. cruzi nos camundongos ST2”" por
periodos mais longos seria crucial para entender se as alteragdes agudas que observadas
refletem em diferencgas significativas no dano e disfung¢des teciduais observados, oferecendo

um novo alvo terapéutico potencial para modular a progressao da doenga.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/clc.22421
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7 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho permitem concluir que o receptor ST2
desempenha um papel crucial na modulagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro a infecgao
aguda pelo Trypanosoma cruzi. Sua auséncia resulta em uma inflamagao exacerbada, mediada
principalmente por IFN-y, culminando em danos teciduais severos e disfun¢dao de multiplos
orgaos, com destaque para o desenvolvimento de uma miocardite precoce e severa.

Assim, o receptor ST2 se estabelece como um regulador essencial da homeostase
tecidual durante a infec¢do aguda. A modulagdo terapéutica da via IL-33/ST2 surge como
uma estratégia promissora para conter a imunopatologia severa e, possivelmente, favorecer

uma evolucao menos agressiva da doenga de Chagas..
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