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RESUMO

A Doenca de Chagas afeta milhGes de pessoas e € uma das principais causas de
morte na América Latina. A prevencao e o desenvolvimento de um tratamento eficaz
para esta infeccdo podem ser favorecidos por uma compreensao mais aprofundada
da interacdo do Trypanosoma cruzi, seu agente etiolégico, com a microbiota intestinal
de seus hospedeiros vertebrados. No presente estudo, realizamos revisao sistematica
para estabelecer os conhecimentos produzidos sobre o tema pela comunidade
cientifica. Também foram realizadas analises experimentais, por meio de PCR
quantitativa (qPCR), para identificar os principais géneros de bactérias (Lactobacillus
sp., Enterococcus sp., Escherichia coli, Clostridium sp. e Bacteroides sp.) presentes
no intestino de camundongos suscetiveis (BALB/c) ou resistentes (C57BL/6) a
infeccdo. Ademais, a influéncia do parasito sobre a composicdo da microbiota
intestinal foi investigada. A revisdo sistematica revelou enorme escassez de artigos
cientificos que investigam o assunto, sendo apenas sete trabalhos selecionados pelos
descritores e critérios de inclusdo/exclusdo estabelecidos. Os dados experimentais
demonstraram que ndo ha diferenca significativa na composicdo da populacéo
microbiana intestinal das linhagens de camundongos estudadas, exceto para o género
Bacteroides, que néo foi identificado na linhagem C57BL/6. A infeccao por T. cruzi ndo
alterou o perfil de bactérias da microbiota intestinal de camundongos BALB/c, porém
resultou em aumento significativo de Bacteroides sp. em C57BL/6. Desta forma,
Nnossos resultados sugerem que a composicao inicial da microbiota parece nao ser o
fator determinante de suscetibilidade/resisténcia dos animais, mas sim, a maneira
como a microbiota € alterada na presenca do T. cruzi. Assim, 0 enriguecimento
populacional de Bacteroides pode ser o fator responsavel pela maior resisténcia da
linhagem C57BL/6 ao parasito. Entretanto, devido a caréncia de informacdes sobre o
tema na literatura, mais estudos sdo necessarios para esclarecer como a infeccéo por
T. cruzi influencia o microbioma intestinal e quais as consequéncias de um possivel

desequilibrio para seu hospedeiro.

Palavras chaves: Doenca de Chagas; microbiota intestinal; Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

Chagas disease affects millions of people and is one of the leading causes of death in
Latin America. The prevention and development of an effective treatment for this
infection can be favored by a deeper understanding of the interaction of Trypanosoma
cruzi, its etiological agent, with the intestinal microbiota of vertebrate hosts. In the
present study, we carried out a systematic review to define the knowledge on the topic
of the scientific community. Experimental analyses were also performed, using real
time PCR (gPCR), to identify the main genera of bacteria (Lactobacillus sp,
Enterococcus sp, Escherichia coli, Clostridium sp and Bacteroides sp) present in the
intestine of T. cruzi-susceptible (BALB/c) or -resistant (C57BL/6) mice. In addition, the
influence of the parasite on intestinal microbiota composition was investigated. The
systematic review revealed an enormous lack of scientific articles investigating the
subject, with only seven papers selected by the descriptors and inclusion/exclusion
criteria. Was no significant difference in the composition of the gut microbiota
population of the studied mice, except for the genus Bacteroides, which was not see
in the C57BL/6 strain. Infection by T. cruzi did not change the bacteria profile in the gut
of BALB/c mice, but resulted in a significant increase of Bacteroides sp in C57BL/6.
Thus, our results suggest that the initial composition of the microbiota does not seem
to be the determining factor of the susceptibility/resistance of the animals, but rather,
the way how it is altered by the T. cruzi. Thus, Bacteroides enrichment may be the
factor responsible for the greater resistance of the C57BL/6 strain to the parasite.
However, due to the lack of information on this issue, further studies are needed to
confirm our data and to clarify how T. cruzi infection affects the intestinal microbiome

and what are the consequences of this disbiosis for the host.

Keywords: Chagas disease; gut microbiota; Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

A Doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
€ uma antropozoonose causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
descoberta em 1909 pelo médico brasileiro e sanitarista Dr. Carlos Ribeiro Justiniano
das Chagas, na cidade Lassance, interior de Minas Gerais, que descreveu em
fevereiro de 1909, o primeiro caso de um paciente diagnosticado com Doenca de
Chagas em uma crianca de dois anos de idade chamada Berenice (CHAGAS, 1909).
A infeccao é transmitida a varias espécies de mamiferos, incluindo animais silvestres,
domeésticos e o homem, durante o repasto sanguineo de insetos hematéfagos
pertencentes a familia Reduviidae, popularmente conhecidos como barbeiro, fincéo,
chupanca e bicudo (TEIXEIRA, Antonio; NASCIMENTO; STURM, 2011).

1.2  Epidemiologia

A Doenca de Chagas é uma doenca tropical negligenciada e estima-se que
existam cerca de 8 milhBes de pessoas infectadas no mundo, com cerca de 10.000
mortes por ano, um elevado 6nus para a saude publica (TZIZIK; BORCHARDT, 2018).
O maior numero de pessoas infectadas esta concentrado em areas rurais da América
Latina, associado ao baixo desenvolvimento socioeconémico dos paises endémicos,
onde ha moradias precérias e a alta incidéncia de vetores. Entretanto, 0s movimentos
migratorios fizeram com que a infeccado pelo T. cruzi se dispersasse por todo o mundo,
sendo atualmente considerada uma doenca emergente na América do Norte, Europa,
Asia e Oceania, com uma alta morbidade e letalidade, gerando importante custo para
a saude publica mundial como demonstrado na Figura 1(LIDANI et al., 2019;
MARTINS-MELO et al., 2014).
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Figura 1.Numero estimado de imigrantes com infec¢cdo por T. cruzi em paises néo
endémicos (Adaptado de Lidani et al, 2019).

A via vetorial é a principal forma de transmisséo do T.cruzi, 0s governos entéo
desde da década de 50 comecaram a adota estratégia de combate ao vetor nos paises
endémicos Figura 2. No Brasil, 0 nimero de casos novos de Doenca de Chagas vem
decrescendo significativamente nas Ultimas décadas, em decorréncia de acbes
efetivas de controle vetorial, que resultaram na interrupcdo da transmisséo pelo
principal vetor, o Triatoma infestans em 2006. Além disso, a implementacdo do
programa de controle nos bancos de sangue resultou na diminuicédo significativa da
transmissao pela via transfusional. Atualmente, casos de Doenca de Chagas aguda
estdo sendo notificados principalmente na regido amazobnica, relacionados ao
consumo de alimentos contaminados. Assim, € de fundamental importancia a
continuidade das acdes de controle e vigilancia entomoldgica para que este progresso
seja mantido (MARTINS-MELO et al., 2014; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2015).
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Figura 2. Situagdo do controle vetorial e transmissdo da Doenca de Chagas nas
Ameéricas. (Adaptado de SOSA-ESTANI & SEGURA, 2015).

1.3 Vias de transmissédo

A principal forma de adquirir a infecgcéo pelo T. cruzi é por meio da via vetorial,
guando o inseto vetor elimina as formas tripomastigotas metaciclicas nas fezes, apos
0 repasto sanguineo no hospedeiro mamifero, por meio de ficgdo ou danos no local
da inoculacdo a forma infectante entra em contato com a corrente sanguinea, ou
quando a inoculacdo ocorre na regido da mucosa, por exemplo na regido ocular.
Existem mais de 150 espécies de triatomineos identificadas como transmissores da

Doenca de Chagas, agrupadas principalmente em trés géneros: Panstrongylus,
17



Rhodnius e Triatoma (VIEIRA et al.,, 2018).Além disso, diversas espécies de
mamiferos silvestres e animais domésticos sdo reservatorios do protozoério
(FERNANDES et al., 2008).

Além da via de transmisséo vetorial, a infec¢do do T. cruzi pode ser adquirida
de outras formas (COURA, 2015). A via transfusional apresenta grande importancia
epidemiologica e ocorre quando um paciente recebe a transfusdo sanguinea
proveniente de doadores infectados (CASTRO, 2009). Ainda, os bebés podem adquirir
a infeccdo da mae durante todo o periodo da gestacao, caracterizando a transmissao
vertical (DIAS et al., 2019). A transmissédo pela via oral tem tido grande importancia
nos ultimos anos, devido ao consumo de acai e outros alimentos contaminados com
fezes de triatomineos ou com barbeiros contaminados triturados juntamente com
alimentos, especialmente na Amazénia (BARBOSA et al., 2012; FRANCO-PAREDES
et al., 2020) Adicionalmente, pode-se ainda adquirir a infeccdo por meio de transplante
de 6rgaos, acidentes de laboratorio e ha comprovacao experimental da transmissao
do parasito pela via sexual (RIBEIRO, M et al., 2016; RIOS et al., 2018).

1.4  Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do T. cruzi € heteroxénico e envolve diferentes formas do
parasito, a forma amastigota se multiplica assexuadamente, alternando estagios
intracelulares e extracelulares (tripomastigota sanguinea e amastigota), nos
hospedeiros vertebrados, mamiferos em geral, e nos invertebrados, insetos da familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae formas extracelulares (tripomastigota metaciclica
e epimastigota). O ciclo de vida no mamifero se inicia quando o vetor libera, apés o
repasto sanguineo, fezes contendo as formas tripomastigotas metaciclicas proximo
ao local da picada. Estas penetram no orificio causado pela picada ou em outros
locais, como a mucosa ocular, e invadem as células do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) mediante um mecanismo de fagocitose induzida. Uma vez dentro
do vacuolo parasitéforo, o parasito se diferencia em formas amastigotas, que evadem
0 vacuolo e iniciam varios ciclos de multiplicacdo no citoplasma das células
hospedeiras. Quando o citoplasma da célula esta repleto de amastigotas, ocorre um

novo processo de diferenciacdo, onde o parasito se transforma em formas
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tripomastigotas, que rompem as células e séo liberadas no meio extracelular, podendo
iniciar novos ciclos de infeccdo nas células adjacentes ou ganhar a corrente
sanguinea, dispersando a infec¢ao pelo organismo. De interesse, o T. cruzi € capaz
de parasitar qualquer célula nucleada, em especial células do sistema
reticuloendotelial, tecido muscular liso e estriado, células endoteliais e células do
sistema nervoso periférico e central do mamifero. O ciclo prossegue quando o
mamifero infectado € picado por outro triatomineo néo infectado, que ingere as formas
tripomastigotas sanguineas. Ao chegar no intestino do vetor, as formas
tripomastigotas se convertem em epimastigotas, que apods varios ciclos de
multiplicacéo, se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas. O ciclo se
completa quando o inseto infectado realiza um novo repasto sanguineo, liberando as
formas tripomastigotas metaciclicas infectantes em suas fezes na pele do hospedeiro
vertebrado, Figura 3 (BERN, 2015).

Durante o repasto sanguiiico o vetor As formas tripomastigotas se
triatomineo ingere as formas diferenciam em epimastigotas
(S o "

‘Ti npomastrgota§gntram na I z v .

?ﬂ ente sgg)guunea

Estagios
no vetor

Epimastigotas se diferenciam
em tripomastigotas e sdo

excretadas nas fezes J\/ ;
Tripomastigotas infecta 5

4
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transformam-se em
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*humano

Trypomastigotas f)- {) Ponan " .
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Figura 3. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. (Adaptado de Bern, 2015).
1.5 Manifestacdes clinicas

A Doenca de Chagas apresenta um amplo espectro clinico que varia desde
apresentacao assintomatica até as formas clinicas graves responsaveis por cerca de
10 mil mortes por ano (WHO, 2019). Logo apos a infec¢do o individuo ingressa na
fase aguda, que é geralmente assintomatica, caracterizada por alta parasitemia com
duracédo de até trés meses. Menos de 5% dos pacientes apresentam sintomas nesta
fase, e os principais sintomas observados sao febre generalizada, mal-estar,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, meningoencefalite e miocardite aguda. Os
casos mais graves e letais estdo relacionados com a infeccéo pela via oral; (Dias et
al, 2016; ALARCON DE NOYA et al., 2016).

Apbs esse periodo, 0s pacientes progridem para a fase cronica da infec¢do, em
que a maioria permanece assintomatica durante toda a vida, caracterizando a forma
indeterminada da Doenca de Chagas, contudo, aproximadamente um terco dos
individuos irdo apresentar sintomas. Essa fase € marcada pela escassez de parasitos
no sangue e nos tecidos e a alta concentracdo de anticorpos especificos anti-T.cruzi
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SANTI-ROCCA et al., 2017).

A manifestacdo mais grave e frequente da Doenca de Chagas crbnica é a
cardiomiopatia chagasica, que ocorre em 90% dos individuos crbnicos sintomaticos,
associada a arritmias e insuficiéncia cardiaca, causadas pela hipertrofia e fibrose do
coracao, caracterizando o cardiomegalia. A forma cardiaca apresenta alta taxa de
morbidade e mortalidade, frequentemente, ocasionando a morte subita do paciente
(GROOM; PROTOPAPAS; ZOCHIOS, 2017; DIAS et al, 2016). Contudo, além da
forma cardiaca, podem ser observados sintomas digestivos, que acometem 6rgaos
do trato gastrointestinal, como o es6fago e o intestino grosso, levando ao surgimento
de megaesdfago e megacdlon, respectivamente. Os principais sintomas da forma
digestiva da Doenca de Chagas séo a disfagia e constipacio (BERN, 2015; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).

O tratamento da Doenca de Chagas € limitado e as drogas especificas
disponiveis, Benzonidazol e o Nifurmitimox, apresentam muitos efeitos adversos,
forcando a interrupcdo do tratamento em muitos casos. Durante a fase cronica, o

tratamento se mostra ineficaz, sendo recomendado principalmente na fase aguda, na
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qual o indice de cura gira em torno de 70%. Ainda ndo héa vacinas, o que reforca a
necessidade da continuidade de pesquisas basicas, visando o desenvolvimento de
novos farmacos e buscando ampliar a compreensédo dos mecanismos envolvidos na
patogénese da Doenca de Chagas (RIBEIRO, V et al., 2020).

1.6 Patogénese da Doenca de Chagas

Os mecanismos envolvidos na patogénese da Doenca de Chagas ainda nao
foram completamente elucidados. Acredita-se que o desenvolvimento das lesdes
caracteristicas da fase cronica da doenca seja de origem multifatorial, decorrentes de
complexas interacdes entre o parasito e hospedeiro. Varias teorias tentam explicar
0S processos relacionados a patogénese, dentre elas estdo a teoria da persisténcia
do parasita e a teoria da autoimunidade (BONNEY et al., 2019; DE BONA et al., 2018).

A teoria de persisténcia do parasito esta fundamentada no encontro do T. cruzi
nos tecidos afetados, que durante a sua multiplicacao intracelular, leva a ruptura das
células parasitadas, com a exposicdo de antigenos e, consequentemente,
sustentando a resposta imune adaptativa geradora dos infiltrados inflamatorios
encontrados nas lesBes. Entretanto, essa teoria ndo explica a baixa morbidade
encontrada nos pacientes durante a fase aguda, quando a parasitemia é bastante alta.
Por outro lado, durante a fase crénica, as vezes, mesmo apds décadas de infecc¢éo,
quando raramente o parasito é detectado, é que se desenvolve a cardiomiopatia
cronica. Esses achados sugerem a participacdo de mecanismos autoimunes na
patogénese da Doenca de Chagas (BONNEY et al., 2019; DE BONA et al., 2018;
TEIXEIRA, AR.L. et al., 2011).

Entre os mecanismos relacionados com a resposta autoimune na Doenca de
Chagas, destacam-se os processos decorrentes de mimetismo molecular (GIRONES;
CUERVO; FRESNO, 2005) os mecanismos de ativacéo bystander (LEON; ENGMAN,
2003), por ultimo, mecanismos ocasionados por muta¢cdes decorrentes da integracao
do KDNA de T. cruzi no genoma das células hospedeiras (HECHT et al., 2010; NITZ
et al., 2004; TEIXEIRA, AR.L. et al., 2011).

Entretanto, esse ainda € um assunto bastante controverso que exige mais
investimento em pesquisas, no sentido de garantir um melhor entendimento dos

processos fisiopatolégicos envolvidos na Doenca de Chagas. Ademais, publicacbes
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recentes tém mostrado que o surgimento das manifestacfes clinicas depende da
interacdo entre diversos fatores relacionados ao parasito, ao hospedeiro e ao
ambiente (SANTI-ROCCA et al., 2017; WESLEY et al., 2019). Neste contexto, a
microbiota intestinal surge como um elemento de interesse por ser capaz de modular

a relacao parasito-hospedeiro.

1.7 A microbiota intestinal

Holobionte é o termo utilizado para designar a unidade constituida por um
organismo macroscopico e seus simbiontes microscopicos (MORRIS, 2018). A partir
desse conceito, podemos dizer que todo animal € uma unidade holobionte, pois possui
uma comunidade ecolégica complexa, composta por trilhdes de microrganismos,
desde virus até eucariotos unicelulares, que correspondem a microbiota do
hospedeiro (PARTIDA-RODRIGUEZ et al., 2017).

Dentre os diferentes nichos ecologicos de um organismo, o intestino é o que
tem despertado maior interesse da comunidade cientifica por ser o habitat de trilhdes
de simbiontes diversos, dentre os quais se encontram diversos filos bacterianos,
sendo o0s principais: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias e Actinobacterias
(BENSON et al., 2010; HORNE et al.,, 2019). Ademais, diversos estudos tém
demonstrado que a microbiota intestinal modula diversas fungdes no organismo, como
a digestao dos alimentos, a sintese de vitaminas e a producdo de metabdlitos de
natureza hormonal (KEENEY; FINLAY, 2011; LEVY; THAISS; ELINAV, 2016).

Devido ao fato de desempenhar diversos processos metabdlicos essenciais, a
microbiota influencia diretamente a homeostase, sua alteracdo contribui para a
desregulacdo da resposta imune inflamatoria, representando um fator crucial na
modulacdo da resposta imunolégica do hospedeiro. Inicialmente, essa modulacdo é
executada através da regulacdo da imunidade da mucosa e, posteriormente,
estendida para quase todas as partes do corpo (MONTALTO et al., 2009). Portanto, a
microbiota intestinal pode influenciar o desenvolvimento e a progressao de varias

patologias, incluindo as doencas infecto-parasitarias.
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1.8  Papel da microbiota intestinal em infec¢des parasitarias

Ao longo de milhares de anos, 0s parasitos vieram se adaptando e coevoluindo
com seus hospedeiros. Dentro desse contexto, merece especial atencdo a
convivéncia dos parasitos com os milhares de microrganismos que compdem a
microbiota, visto que compartilham o habitat e competem por nutrientes em nichos
ecoldgicos comuns. Desta forma, o microbioma pode contribuir tanto para o aumento
da severidade da infeccdo quanto para a resisténcia do organismo ao patégeno
(VILLARINO et al., 2016; YILMAZ et al., 2014).

Parasitos intestinais e a populacéo bacteriana local, por exemplo, formam uma
comunidade complexa que metaboliza os substratos de forma interativa e gera
produtos que afetam uns aos outros (LEE et al., 2014), de maneira a determinar a
progressao da infeccao parasitaria.

Existem diversos artigos que comprovam que a composicdo da microbiota
intestinal € determinante para a patogenicidade de alguns parasitos intestinais, como
descrito para Entamoeba histolytica, Trichuris muris, Schistosoma mansoni, Ascaris
lumbricoides e Giardia lamblia. Ao mesmo tempo, os estudos vém demonstrando que
as infeccbes parasitarias podem alterar a composicao e a diversidade da microbiota
(FINK; SINGER, 2017; HOLM et al., 2015; JENKINS et al., 2018; LEON-CORIA;
KUMAR; CHADEE, 2020; MIDHA et al., 2018; PARTIDA-RODRIGUEZ et al., 2017). A
esse respeito, ja foi descrito que E. histolytica induz uma diminuicédo de Lactobacillus,
uma bactéria benéfica ao hospedeiro (BURGESS; PETRI, 2016; KEDIA et al., 2016).

De interesse, infeccBes de parasitos extra-intestinais também séo reguladas
pela microbiota do hospedeiro. A prevaléncia de Bifidobacterium, Lactobacillus e
Streptococcus mostrou-se associada a protecdo contra a malaria, enquanto
Ruminococcaceae e Lachnospiraceae foram associadas a susceptibilidade a infeccéao
(VILLARINO et al., 2016; YOOSEPH et al., 2015). Ja para leishmaniose, observou-se
que diferencas na progressdo da doenca podem estar associadas aos diferentes
perfis microbianos (LAMOUR et al., 2015).

Pouco se sabe sobre a modulacéo das infec¢des por T. cruzi pela microbiota
intestinal, sendo que a maioria das pesquisas se concentram no estudo dos efeitos da

microbiota intestinal do vetor sobre o protozoario. Essas pesquisas demonstram que
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a interacdo parasita-microbiota € essencial para o controle da parasitemia no inseto.
Assim, ampliar o conhecimento sobre o papel da microbiota intestinal do hospedeiro
vertebrado nas infec¢des por T. cruzi faz-se necessario para que haja uma melhor
compreensao de como a microbiota age sobre o parasito e de como ela pode

influenciar na evolucéo clinica da Doenca de Chagas.

1.9 Aspectos relacionados a microbiota humana quando comparada a

microbiota murina

A microbiota intestinal humana é composta por cerca de 100 trilhbes de
microrganismo como bactérias, archaea, microrganismos eucariotos e virus. A
composicao da microbiota varia ao longo da vida, sendo influenciada pelo tipo de parto
seja natural ou por cesaria, tendo impacto na diversidade microbiana (CHUNG et al.,
2018; KUMAR et al., 2016)

Alguns fatores estudados demonstram que a microbiota além de poder ser
alterada ao longo da vida do individuo existe impacto por diferencas como a genética
do individuo, uso de antibiético, probidticos ou prebidticos, dieta, estado de saude,
exposicdo precoce a microrganismo e idade. Entretanto os filos de bactérias
predominantes permanecem sendo Firmicutes e Bacteroidetes, seguido de
representantes dos filos Proteobactrias, Actinobactérias, Verrucomicrobia e
Fusobacterias (HALL; TOLONEN; XAVIER, 2017; KUMAR et al., 2016).

A maioria dos microrganismos residentes no intestino grosso humano séo
representante do filo Firmicutes e Bacteroidetes, cerca de 90%, a maioria de
microrganismo sdo anaerobicos, o que é refletido nos estudos usando amostras fecais
gue é o tipo de amostra mais utilizada na maioria nos estudos realizados em humanos.
De interesse a diversidade varia pelo local de anélise, por exemplo as amostras de
intestino delgado mostram maior diversidade das familias Lachnospiraceae e
Ruminococcaceae (HALL; TOLONEN; XAVIER, 2017).

Ao considerar a dieta, ela € um dos principais fatores de modulacdo da
microbiota humana, havendo diferenca em relacéo a alimentacédo predominante nas

comunidades e entre individuos vegetarianos ou onivoro (LAGIER et al., 2012).
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Ao analisar a microbiota de camundongos, estudo realizado por BENSON
(2010), encontrou em camundongos AlL, (Advanced intercross line), populacao
caracterizada por alto controle em relacéo a genética e obtencéo de animais. Nesses
animais foram encontrados por pirosequenciamento a maior presenca de Firmicutes
(30-70%), seguido por Bacteroidetes (10-40%), Proteobactérias e em menor
proporcao Actinobacteria.

O estudo de MCKNITE (2012) que realizou a avaliacdo por
pirosequenciamento em outra linhagem de camundongos BXD (originada do
cruzamento de C57BL/6J e DBA/2J com controles a nivel molecular e fenétipo,
novamente foi encontrado a predominancia do filo Firmicutes (79,25%) e do filo
Bacteroidetes (15,68%), no entanto também foi observada variabilidade quando
analisados diferentes BXD, e impacto significativo em relagéo ao sexo dos animais, e
alteracdo nas taxas de Bacillales, Staphylococcaceae, Staphylococcus quando
considerada a variabilidade da idade.

Estudo avaliou por miRNA fecal a composi¢cao da microbiota de camundongos
Balb/c e C56BL/6J, foram encontradas diferencas basais na diversidade alfa e beta
entre as duas linhagens, assim foi entdo observada diferengcas na composicao
bacteriana tanto a nivel de Operational taxonomic unit (OTU) como de género. No
entanto em ambas as linhagens a presenca dos filos Firmicutes e Bacteroidetes foram
predominantes(HORNE et al., 2019).

Recentemente pesquisadores criaram uma colecdo bacteriana referente a
cerca de 100 cepas encontras no intestino de camundongos, englobando 76 espécies
e 26 familias, com representantes dos principais filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacterias e Verricomicrobia, sendo 74% representantes do filo Firmicutes. Os
autores encontraram 32 espécies compartilhadas entre intestino de camundongos e
humanos, com 12 sendo dominantes, por exemplo a presenca de Bacteroides
vulgatus, Bifidobacterium animalis, Clostridium perfringens e Escherichia coli
(LAGKOUVARDOS et al., 2016).

O modelo animal, principalmente de roedores € importante para o avango de
estudos relativos a microbiota intestinal, ajudam a elucidar o papel da microbiota em
doencas metabdlica, intestinais e autoimunes como diabetes tipo 1, sindrome do
intestino irritvel e obesidade. No entanto é importante levar em consideracdes as

alteracdes de habitat e genética que alteram também a microbiota murina além de
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fatores como uso de animais germfree e gnotobiotico (BLEICH; FOX, 2015; NGUYEN
et al., 2015).

2 JUSTIFICATIVA

A Doenca de Chagas representa um sério problema de saude publica,
principalmente na América Latina, gerando grande 6nus econdmico para os paises da
regido. Estima-se que cerca de oito milhdes de pessoas estejam infectadas por
T.cruzi, das quais um terco devera apresentar as manifestacdes clinicas da doenca,
sendo algumas incapacitantes e letais. Infelizmente, as drogas tripanocidas
disponiveis ndo sao eficientes na fase crénica da doenca. A dificuldade em se
desenvolver drogas ou vacinas eficientes para o tratamento da Doenca de Chagas
estd muito relacionada as lacunas de conhecimento que ainda existem na
compreensao da patogénese dessa doenca. De interesse, estudos recentes sugerem
gue o surgimento das manifestacdes clinicas esta relacionado a interacdo de multiplos
fatores, tanto do parasito quanto do hospedeiro.

Dessa forma, trabalhos que identifiquem os elementos envolvidos no
desenvolvimento dos sintomas presentes na fase aguda da doenga podem auxiliar na
criacdo de novas estratégias de tratamento para a Doenca de Chagas. Neste
contexto, a microbiota intestinal representa um elemento modulador da relacéo
parasito-hospedeiro que pode ter grande influéncia sobre a resposta imune de um
organismo e sobre a maneira como uma infeccdo pode progredir. Assim, ampliar o
conhecimento relacionado as interacdes entre o T. cruzi e a microbiota intestinal
possibilitara, além de uma compreenséo ecoldgica das interacfes polimicrobianas,
gue se avalie como a presenca do T. cruzi pode alterar a eubiose, tema ainda pouco

explorado por pesquisadores da area.
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3 OBJETIVOS

3.10bijetivo geral

Avaliar o efeito da infeccdo por T. cruzi sobre a microbiota intestinal do

hospedeiro vertebrado.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar, por meio de revisdo sistematica, estudos que avaliem a composicao e a
importancia da microbiota intestinal de mamiferos infectados com o T. cruzi.

e Comparar a composicao da microbiota de camundongos suscetiveis ou hdo a Doenca
de Chagas.

e Avaliar as alteracbes na quantidade das principais popula¢cdes microbianas, em

decorréncia da infecgao por T. cruzi.

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Revisdo Sistematica

A identificacdo de estudos que avaliaram a composi¢ao da microbiota intestinal
de mamiferos infectados com o T. cruzi foi realizado por revisdo sistematica da
literatura. Assim, foram identificados e avaliados criticamente todos os estudos sobre
0 assunto publicados até janeiro de 2020. Os pontos avaliados em cada estudo estédo

descritos na Tabela 1:

Tabela 1: Pontos de interesse dos artigos selecionados na revisao sistematica

P | Amostras de hospedeiros vertebrados

| | Infecgéo pelo T. cruzi

C | Microbiota de mamiferos sadios

D | Alteracdo da microbiota

* P: populacgéo. I: intervencgédo. C:controle. D:desfecho.

A partir desses pontos de interesse, os critérios de inclusdo (publicacdes
cientificas, em lingua inglesa, que avaliam a microbiota de seres humanos ou animais
experimentais infectados com o T. cruzi) e as perguntas norteadoras foram
estabelecidas:

a) O estudo trata de microbiota na Doenca de Chagas?
b) O estudo utiliza animais experimentais?
c) O estudo foi realizado com humanos?

d) Os trabalhos foram escritos em inglés?

Os critérios de exclusdo foram: estudos de reviséo, trabalhos sem ligacdo com
a avaliacdo da microbiota intestinal na Doenca de Chagas, trabalhos que avaliam
apenas a microbiota do hospedeiro invertebrado e, por fim, publicacdes com a
metodologia incompleta ou ndo descrita. Desta forma, os critérios de exclusédo foram
definidos de acordo com as seguintes perguntas:

a) A publicacéo é uma revisao?

b) O trabalho avalia apenas a microbiota dos insetos vetores?
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c) O estudo avalia apenas aspectos ndo relacionados a microbiota intestinal

de hospedeiros vertebrados infectados com o T. cruzi

A estratégia de coleta de dados se deu por meio de pesquisa eletrbnica por
periodicos indexados nas bases de dados Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (MEDLINE) e Scientific Electronic Library Online (SCIELO). Tanto no
MEDLINE quanto no SCIELO, a pesquisa foi realizada no dia 06/02/2020 com 0s
seguintes termos: “Chagas disease and microbiota”, “Chagas disease and
microbiome”, “Trypanosoma cruzi and microbiota”, “Trypanosoma cruzi and
microbiome”.

A identificacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo de cada artigo foi feita,
inicialmente, pela leitura dos respectivos resumos. Quando apenas a leitura do
resumo ndo possibilitava a identificacdo de tais critérios, o artigo foi lido integralmente
para se estabelecer se seria incluido ou ndo na revisdo sistematica. Apos selecao dos
artigos, foi criado um arquivo no programa Excel for Windows para organizar itens
importantes para a analise, como: autor (es), titulos, ano, nome do periédico no qual

o artigo foi publicado e principais resultados alcangados.

5 RESULTADOS

5.1Revisdo Sistematica

Os resultados das buscas de todas as bases e com todos os descritores foram
somados, resultando em um total de 183 artigos. Os artigos duplicados foram
removidos, restando 56 publica¢cdes, todas presentes na base de dados MEDLINE,
exceto uma que foi encontrada no SCIELO. Apds leitura dos resumos, 49 artigos
(87,5%) foram eliminados pelos nossos critérios de exclusdo, sendo os motivos: 12
artigos (21,5%) nao tratavam sobre Doenca de Chagas; 6 publicacbes (10,7%) néo
abordavam o tema microbiota, 2 publicacdes (3,5%) avaliavam a microbiota de outras
partes do corpo que nao o intestino, 24 artigos (42,8%) avaliavam a microbiota do

vetor triatomineo, e 5 artigos (8,9%) referiam-se a revisdes bibliograficas. As etapas
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de selecdo dos artigos para a revisdo sistematica e os motivos de exclusdo das

publicacdes estao representados nas Figuras 4 e 5, respectivamente:

Artigos selecionados
nas bases de dados
MEDLINE e SCIELO

com os descritores Elir_ninag:ﬁo {je
definidos artigos duplicados

nas diferentes
buscas

Eliminagdo de
artigos pelos
critérios de exclusdo
e inclusdo

Figura 4: Fluxograma da selecdo de artigos para a revisao sistematica. Na busca inicial,

foram selecionados 183 artigos cientificos. Ap6s exclusdo de artigos duplicados que

apareciam nas buscas com os diferentes descritores, restaram 56 artigos cujos resumos

foram avaliados quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo. Apenas 7 artigos foram

selecionados para leitura completa.

|

= Avaliagdo da microbiota do vetor

= Qutra tematica

= Ndo abordavam o tema microbiota
Trabalho de revisdo

Figura 5: Distribuicdo dos artigos da revisdo sistematica a partir dos critérios de

inclusao e exclusao.
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Desta forma, apenas sete artigos foram selecionados apo6s avaliagdo pelos
critérios de inclusdo e exclusdo (Tabela 2). O primeiro artigo que estudou a
importancia da microbiota intestinal na doenca de Chagas foi publicado em 1987 por
pesquisadores brasileiros (SILVA et al., 1987), os quais verificaram que
camundongos isentos de germes apresentavam uma forma mais grave da doenca que
0s camundongos com uma microbiota convencional, evidenciada por uma
parasitemia mais intensa, sinais de insuficiéncia cardiaca e uma mortalidade precoce.

Somente 13 anos apods essa primeira publicacdo, um novo estudo foi publicado
(GUIMARAES QUINTANILHA et al., 2000) e trouxe informacdes sobre a composi¢&o
da microbiota de pacientes chagasicos com megacodlon, antes e apds serem
submetidos ao tratamento cirdrgico. Os autores verificaram que houve um aumento
da populacdo bacteriana no jejuno de pacientes com megacolon, principalmente de
microrganismos anaerobios estritos ou facultativos. A realizacdo da cirurgia promoveu
uma diminuicdo desses organismos de maneira significativa.

Em 2004 e 2005, Duarte e colaboradores publicaram dois artigos sobre o tema.
O primeiro trabalho avaliou a influéncia da microbiota sobre a resposta imune de
camundongos infectados com o T. cruzi. Apesar de ndo se observar diferencas
significativas de parasitemia e mortalidade ao se comparar camundongos isentos de
germes e camundongos com microbiota convencional, estes ultimos apresentavam
uma maior producao de éxido nitrico e de citocinas IFN-gama e TNF-alfa e maiores
concentracfes de imunoglobulinas da classe IgG. No segundo artigo, o grupo de
pesquisadores recolonizou a microbiota de camundongos isentos de germes com as
bactérias Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Bacteroides vulgatus ou
Peptostreptococcus sp, cada uma separadamente, e em seguida, realizou a infecgéao
com o T. cruzi. Tal recolonizacdo reduziu a taxa de mortalidade dos animais e
promoveu um aumento na producdo de IFN-gama e TNF-alfa(DUARTE, R. et al.,
2005; DUARTE, Rinaldo et al., 2004)

Apés um intervalo de 11 anos sem publica¢cdes no tema, Santiago-Rodriguez
et al. (2016) publicaram artigo intitulado “Taxonomic and predicted metabolic profiles
of the human gut microbiome in pre-Columbian mummies” em uma revista com fator
de impacto importante, utilizando tecnologia de metagendmica para caracterizacéo da
microbiota intestinal de mumias infectadas com o T. cruzi. Nesse estudo, 0s autores

puderam avaliar o intestino. O sequenciamento de amplicon do gene 16SrRNA
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revelou uma maior prevaléncia de bactérias pertencentes as ordens Clostridiales e
Bacillales, com representantes de outras ordens sendo encontrados em quantidades
bem inferiores (SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2016).

Completando o conjunto de estudos no tema, dois artigos foram publicados no
prestigiado grupo PLOS em 2018 e 2019. McCall et al., 2018, associaram o perfil de
bactérias fecais a alterac6es metabodlicas em camundongos infectados com o T. cruzi.
A presenca do parasito causou um desequilibrio da microbiota, principalmente nas
populacdes de Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus e Listeria,
acarretando alterac6es na producéo de acido linoleico e acidos biliares (MCCALL et
al., 2018). Ja Robello et al., 2019, avaliaram a microbiota fecal de criancas com
Doenga de Chagas e tratadas com benzonidazol. As criangas infectadas com o T.
cruzi apresentavam uma quantidade maior das bactérias Streptococcus, Roseburia,
Butyrivibrio e Blautia, e uma quantidade menor de Bacteroides. O tratamento com a
droga tripanocida conseguiu aproximar a composi¢ao da microbiota fecal das criancas
infectadas daquelas sadias (ROBELLO et al., 2019)
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Tabela 2: Artigos selecionados na revisdo sistematica

Titulo

American
trypanosomiasis
(Chagas' disease) in
conventional and
germfree rats and mice

Chagasic megacolon
and proximal jejunum

microbiota.

Influence of
normal microbiota on
some aspects of the

immune response
during  experimental
infection with

Trypanosoma cruzi in
mice

Trypanosoma  cruzi:
influence of
predominant bacteria
from indigenous
digestive microbiota on
experimental infection
in mice

Taxonomic and
predicted metabolic
profiles of the human
gut microbiome in pre-
Columbian mummies

Experimental Chagas
disease-induced
perturbations of the
fecal microbiome and
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Principais resultados

A Doenga de Chagas se
apresenta de maneira mais
grave em camundongos
isentos de germes quando
comparados a animais com a
microbiota convencional.

A microbiota jejunal de
pacientes chagasicos com
megacolon apresenta um
maior numero de fungos
bactérias e bactérias
anaerobias. Essa dishiose
pode ser parcialmente
revertida através do
procedimento cirdrgico.
Camundongos isentos de
germes e infectados como T.
Cruzi apresentam uma menor
resposta pro-inflamatéria e
menor producéo de
anticorpos que
camundongos com a
microbiota convencional
Camundongos isentos de
germes e recolonizados com
bactérias em mono
associagdo, apresentaram
maior sobrevivéncia e um
perfil de citocinas pro-
inflamatério

Avaliacdo metagendmica da
microbiota  intestinal  de
mumias infectadas com o T.
cruzi revelou uma
predominancia de bactérias
anaerobias.

A infeccdo experimental por
T. cruzi promoveu alteragéo
na composicao de membros

especificos das familias
Ruminococcaceae e
Lachnospiraceae e de
membros da ordem
Clostridiales, causando

alterag6es metabdlicas.

Criangas infectadas com o T.
cruzi apresentam uma maior
quantidade de Firmicutes e
diminuicdo de Bacteroides
em sua microbiota fecal. O

tratamento com
Benzonidazol  diminui a
disbiose.

N
experimental
Mice: 6
germfree e 4
convencionais
5 ratos Wistar
germfree e 6
convencionais

12 pacientes
adultos

Camundongos
Swiss, 5 a 10
animais em
cada  grupo
germfree e
convencional

Camundongos
5 & 10 animais
em cada um
dos 5 grupos

2 mumias

40
camundongos

20 infectados
e 35 controles
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6 MATERIAL E METODOS- PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Grupos experimentais

Foi realizado estudo experimental utilizando duas linhagens de camundongos:
BALB/c, suscetivel a infeccdo pelo T. cruzi (TRISCHMANN, T. M.; BLOOM, 1982), e
C57BL/6, resistente a infeccdo (TRISCHMANN, T. M.; BLOOM, 1982; TRISCHMANN,
Thomas M., 1986). Um total de 20 camundongos fémeas, com sete semanas de vida
e com peso uniforme, foi distribuido em quatro grupos, com cinco animais em cada
(Figura 4): 1) camundongos BALB/c infectados, 2) camundongos BALB/c sadios, ndo
infectados (controle negativo), 3) camundongos C57BL/6 infectados, 4) camundongos
C57BL/6 sadios, ndo infectados (controle negativo). A infeccdo se deu com 1x10°
tripomastigotas de T.cruzi da cepa Colombiana diluido em PBS. Os animais dos
grupos infectados foram eutanasiados 30 dias ap6s a infec¢do (dpi). Os camundongos
pertencentes aos grupos controle negativo foram acompanhados por igual periodo
(Figura 6).

B2
( g (Linhagem
i suscetivel) L resistente)
| ( )
a \
Grupo 1 Grupo 4
G 3
Fase aguda - cepa R rupo Controle-animais
colombiana Controle-animais Fase aguda- cepa sadios
- sadios Colombiana n=5
o n=5 n=5

Figura 6: Grupos avaliados no estudo. Os camundongos foram divididos em 4 diferentes
grupos, sendo cada grupo composto por 5 animais. Nos grupos 1 e 3, 0s animais foram
infectados 1x10° tripomastigota de T.cruzi da cepa Colombiana. Os grupos 2 e 4 se referem
aos grupos controle negativo, onde animais saudaveis foram acompanhados pelo mesmo

tempo de vida dos animais dos grupos infectado.
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A utilizacdo dos animais nesta pesquisa foi devidamente autorizada pelo
Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, com o niimero
de Protocolo 52/2017.

Os camundongos foram obtidos do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, tendo sido acompanhados e monitorados durante todo o
periodo experimental. Cada gaiola continha entre 2 e 3 animais para manutencdo da
convivéncia em comunidade. Os camundongos foram mantidos em ambiente de
12h/12h claro/escuro, sendo que, tanto a racdo como a agua foram fornecidas ad
libitum. A racdo foi da marca Presence®, indicada para ratos e camundongos de

laboratério, a qual possui registro no Ministério da Agricultura.

6.2 Cultivo de T. cruzi e infeccdo de camundongos

Formas tripomastigotas da cepa Colombiana foram cultivadas em fibroblastos
murinos da linhagem L6, utilizando o Meio Minimo Essencial (DMEM), pH 7,2,
acrescido de Soro Fetal Bovino (SFB) 5%.

Inicialmente, a cultura foi mantida por uma semana para a transformacéo das
diferentes formas, isto €, epimastigota para amastigota, seguida de tripomastigota. Na
fase tripomastigota, foi realizada a passagem do parasito em camundongo BALB/c
para manutencdo da viruléncia, inoculando-se 1x10° parasitos. A avaliacdo da
parasitemia foi realizada por meio de visualizacdo em microscépio éptico, na objetiva
40X, a partir de 7dpi e, depois, diariamente até a deteccao do parasito no sangue.
Para tanto, era realizada uma pequena seccdo na cauda do animal e uma gota de
sangue era colocada em lamina contendo 10pl de citrato de sddio.

Apos deteccdo da parasitemia, 0 camundongo era eutanasiado e tinha seu
sangue coletado para realizagcdo de um novo indculo (200ul de sangue) em outro
animal. Novamente, ap0s 7 a 14 dias de infeccdo, ao se observar parasitemia positiva,
coletava-se 1mL de sangue para iniciar a cultura em células L6.

A cultura contendo o sangue de camundongos foi mantida entre 4-10 dias,
tempo necessario para ocorrer a infeccao das células. Ao se observar a presenca de

formas tripomastigotas, a cultura foi submetida a centrifugacdo por 5 minutos a
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1500rpm, retirando-se o sobrenadante e submetendo-o & contagem imediata dos
parasitos em camara de Neubauer, utilizando Azul de Trypan.
Os camundongos foram, entdo, inoculados por via intraperitoneal com 1x 10°

de tripomastigotas obtidas de cultura.

6.3Coleta de amostras e extragcao de DNA

Apés o intervalo de tempo determinado para cada grupo experimental, 0s
animais foram anestesiados com Isoflurano (Forane®) e submetidos a eutanasia. Foi
entdo coletada a metade distal do intestino grosso para extracdo de DNA.

A extracdo foi realizada imediatamente ap0s a coleta do material com o kit
Wizard® Genomic DNA da Promega. Para melhor qualidade do DNA, foi escolhido a
opcao de kit sem uso de coluna, sendo a extracao realizada conforme o protocolo do
kit.

6.4 Cultivo de bactérias e extracao de DNA

Para analise da microbiota intestinal dos diferentes animais, cinco bactérias
foram selecionadas por representar as espécies com maior presenca naguele
ambiente, além de seu papel na salude, a saber: Lactobacillus casei, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis
(HAKANSSON; MOLIN, 2011; WEXLER, Aaron G.; GOODMAN, 2017).

As bactérias foram obtidas de diferentes fontes. Lactobacillus casei foi doado
pela empresa Farmacotécnica de Brasilia. As demais espécies foram adquiridas da
colecdo de microrganismos Norte americana ATCC (American Type Culture
Collection), sendo E. coli ATCC 25922; B. fragilis ATCC 25285; C. perfringens ATCC
13124 e E. faecalis ATCC 19433.

Para as culturas das bactérias E.coli e E. faecalis, foi utilizado Caldo Nutriente
Liquido. Ja para o cultivo de Lactobacillus casei, utilizou-se meio liqguido MRS. Em
relacdo as duas bactérias anaerodbicas, C.perfringens e B.fragilis, elas foram
cultivadas em meio agar base M837 em garrafas que mantinham a atmosfera

anaerobica. Para todas as bactérias, o cultivo ocorreu por 24h a 37°C.
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ApGs o cultivo, foi realizada a extracdo de DNA das bactérias, seguindo o
protocolo do kit Wizard® Genomic DNA da Promega.

6.5PCR quantitativa

Com o objetivo de quantificar as bactérias presentes nos diferentes grupos, foi
realizada PCR quantitativa (qPCR) para cada bactéria de interesse, bem como para a
sequéncia universal dos genes de dominio especifico 16S rRNA. As sequéncias dos
primers e as condi¢coes da gPCR estéao apresentadas na Tabela 2 (FERRIS; MUYZER,;
WARD, 1996; HUIJSDENS et al., 2002; KANG et al., 2009; NAKAYAMA; OISHI,
2013).

Apos a extracdo do DNA de cada uma das bactérias, foi realizada a
padronizacdo das curvas utilizando-se 100 ng de DNA e 10 yL de GoTaq® gPCR
Master mix da Promega, em um volume final de 20uL. A quantidade de primer variou
para cada bactéria e encontra-se descrita na Tabela 3. As gPCRs foram realizadas
em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmp®), em duplicata,
no termociclador 7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). Para
avaliagdo de bactérias totais, foi escolhido um primer universal e a padronizacao foi
realizada com um pool de DNA de B.bifidum, L.casei, L.acidophilus, E.coli e B.fragilis.

A construcao da curva padréo foi feita a partir de diluicdes seriadas de DNA de
cada bactéria (de 100 a 0,0001 ng de DNA). Todas as curvas padrbes apresentaram
eficiéncia entre 90,6% e 104,97% e R? entre 0,991 e 0,999 (Figura 7).
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Tabela 3: Condi¢gbes da PCR quantitativa para identificacdo de bactérias

Nome

Bactérias
totais

E.coli

Lactobacill
us spp.

Enterococc
us spp.

Bacteroide
s spp.

Clostridium
spp.

Gene alvo

16S rRNA

16S rRNA

16S rRNA

16S rRNA

16S rRNA

16S rRNA

Sequéncia

Forward: 5- ATG GCT
GTC GTC AGC T-3’
Reverse: 5'- ACG GGC
GGT GTG TAC-3
Forward: 5°CAT GCC
GCG TGT ATG AAG AA-
3

Reverse: 5'- CGG GTA
ACG TCA ATG AGC
AAA- 3’

Forward: 5~ TGG AAA
CAG ATG CTA ATA
CCG-3¥

Reverse: 5’- GTC CAT
TGT GGAAGATTC CC
-3’

Forward: 5- CCC TTA
TTG TTA GTT GCC ATC
ATT-3' Reverse: 5-ACT
CGT TGT ACT TCC CAT
TGT-3

Forward:5 AGT AAC
ACG TAT CCA ACC TG-
3

Reverse:5'GAC CAA
TAT TCC TCA CTG CT-
3!

Forward:5-AAA GGA
AGA TTA ATA CCG CAT
AA-3' Reverse: 5-TGG
ACC GTG TCT CAG
TTC C-3'

Programacéo

95°C-20s
55°C-30s
40x

72°C- 30s
95°C-15s
60°C-60s
40x

72°C- 30s

95°C-15s
60°C- 20s
40x

72°C- 10s

95°C-15s
61°C- 20s
40x

72°C- 45s

94°C-15s
61°C- 60s
40x

72°C- 30s

94°C-15s
55°C- 60s
40x

72°C- 30s

Quantidade de
primer
padronizado
0,8ul F de
primer a 10pum
0,8ul R de
primer a 10um
0,6ul F de
primer a 10um
0,6ul R de
primer a 10um

0,6ul F de
primer a 10um
0,6ul R de
primer & 10pm

0,4ul F de
primer & 10pum
0,4ul R de
primer & 10pm

0,6ul F de
primer & 10pm
0,6ul R de
primer & 10um

0,6ul F de
primer & 10pm
0,6ul R de
primer & 10pm

Referéncia

Ferris et al.
(1996)

Huijsdens et
al. (2002)

Kang et al.
(2009)

Nakayama T
and Oishi
K(2013)

Nakayama T
and Oishi
K(2013)

Nakayama T
and Oishi
K(2013)
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Figura 7: Curva padrao para quantificacdo absoluta das bactérias analisadas no estudo.

No eixo X, esta representada a quantidade de parasitos equivalentes, enquanto no eixo Y,

esta representado o CT, que corresponde ao numero do ciclo da qPCR em que a fluorescéncia

do amplicon pode ser detectada acima do sinal de fundo. (A) Curva padrdo para Bactérias

totais, eficiéncia obtida de 90,6% e R2 0,999; (B). Curva padrdo para Lactobacilus sp com

eficiéncia obtida de 97,4% e R2 de 0,991; (C). Curva padrao para quantificagdo absoluta de

E. coli com eficiéncia obtida de 97,4% e R2 de 0,991; (D) Curva padrdo para quantificacdo

absoluta de Enterococcus sp com eficiéncia obtida de 94,35% e R2 0,998; (E) Curva padrao

para quantificacdo absoluta de Bacteroides sp com eficiéncia obtida de 104,97% e R2

0,999;(F) Curva padréo para quantificagdo absoluta de Clostridium sp com eficiéncia obtida

de 102,47% e R? de 0,996.
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6.6 Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado seguiu um modelo casualizado em
esquema fatorial com quatro tratamentos referentes as combinacfes dos fatores:
linhagem do camundongo (suscetivel ou resistente) e infeccdo (ndo infectados e
infectados). Foram utilizadas 05 repeti¢cdes por tratamento. As variaveis dependentes
foram avaliadas quanto & normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

Uma vez constatado que os dados apresentaram distribuicdo ndo-normal, os
resultados foram, entéo, submetidos a analise de variancia pelo teste ndo parameétrico
de Kruskal-Wallis. Em seguida, as variaveis cujos resultados apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais foram avaliadas pelo teste Wilcoxon em
nivel de significancia de 5%.

N&o obstante, os grupos experimentais foram submetidos a analise de frequéncia
e teste Qui-quadrado utilizando o procedimento PROC FREQ. Todas as analises

foram realizadas utilizando o programa SAS®(verséo 9.3, Cary, North Carolina).
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7 RESULTADOS- PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Caracterizacdo da microbiota murina

7.1.1 Analise qualitativa de bactérias presentes no intestino

A analise da microbiota intestinal de murinos foi realizada por PCR quantitativa
usando primers especificos para cinco géneros de bactérias, o que possibilitou uma
andlise qualitativa (positivo ou negativo) (Figura 8) e quantitativa (quantidades
absolutas) das amostras.

Em relacdo a porcentagem de animais que se mostraram positivos para as
bactérias estudadas, verificamos que 60% (3/5) dos animais do grupo suscetivel ndo
infectado (S) apresentavam a bactéria E.coli, enquanto no grupo resistente nao
infectado (R), apenas 40% (2/5) dos animais foram positivos. Ao se infectar esses
animais, verificamos uma reducao do numero de animais positivos para essa bactéria.
A diminuicao foi mais expressiva em camundongos BALBI/c, visto que a E. coli ndo foi
detectada em nenhum animal.

Ao se avaliar a presenca de Lactobacillus sp., observou-se que todos os
animais (5/5) dos grupos controle, S e R, foram positivos. Nos grupos infectados,
verificou-se uma pequena queda na porcentagem de positividade no grupo RI,
chegando a 80%, uma reducao sem significancia estatistica.

Quanto a positividade para a presenca de bactérias anaerobicas Clostridium
sp., todos os animais (5/5) dos grupos suscetiveis a infec¢céo, S e Sl, foram negativos,
enquanto 40% do grupo R e 20% do grupo RI foram positivos.

Para o segundo grupo de bactérias anaerdbicas avaliado, Bacteroides sp.,
verificamos que todos os animais (100%) suscetiveis (S e Sl) foram positivos, bem
como todos os animais do grupo RI. Entretanto, nenhum animal do grupo R foi positivo
para Bacteroides, diferindo significativamente dos demais grupos (p=0,0002).

Por fim, foi avaliada a presenca de Enterococcus sp., porém nenhum animal,

independente do grupo, foi positivo para essas bactérias.
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Figura 8: Analise qualitativa da presenca de bactérias no intestino grosso de
camundongos BALB/c e C57BL/6. Os grupos sao representados por suscetivel (S),
suscetivel infectado (Sl), resistente (R) e resistente infectado (RI). No grupo R, verificou-se
diferenca estatistica, representada pelas letras a e b, em relagdo aos demais grupos ao se

avaliar o género Bacteroides (p=0,0002).

7.1.2 Quantificacdo de bactérias totais

A analise da concentracdo de bactérias totais de cada grupo experimental foi
realizada mediante o emprego de primer universal para o gene 16S rRNA em PCR
guantitativa. Como esperado, todos os animais foram positivos, sendo a distribuicao
das bactérias entre os grupos demostrados na Figura 9, com resultados
representados pelas respectivas médias e desvios padrdao. No grupo S, verificou-se
uma média de 0.058 + 0.044bactérias equivalentes/ 100ng de DNA. No grupo Sl,
quantificou-se 0.32 + 0,37 bactérias equivalentes/ 100ng de DNA. J& no grupo RI,
detectou-se 0.60 * 0.28 bactérias equivalentes/ 100ng de DNA, enquanto no grupo R,
0.43 = 0.17 bactérias equivalentes/ 100ng de DNA.

Ao aplicar o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido da aplicagéo do
teste Willcoxon para analise dois a dois, observou-se trés diferencas estatisticamente
significante (p<0,05) entre os grupos controle S e R, onde os animais suscetiveis
saudaveis apresentaram menor concentracdo de bactéria encontradas em relacdo

aos animais resistente (p=0,0354). A segunda diferenca detectada se deu entre o
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grupo S e o grupo SlI, onde este Ultimo apresentou um aumento importante de sua
populacao bacteriana quando comparado aos seus pares nao infectados (p= 0,0167).
A terceira diferenca foi entre o grupo S e o grupo RI(p=0,0127), no entanto devido n&do
ter significancia biolégico os dados nao foram discutidos, devido ao fato de se

comparar um grupo suscetivel saudavel com um grupo resistente infectado.
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Figura 9: Quantificacdo de bactérias totais da microbiota intestinal. A determinagao da
gquantidade total de bactérias totais presentes no intestino dos camundongos dos diferentes
grupos experimentais foi realizada por qPCR com o primer do gene 16S rRNA. S: suscetivel
(BALB/c) sadio. SI: suscetivel (BALB/c) e infectado. R: resistente (C57BL/6) sadio. RI:
resistente (C57BL/6) infectado. Foi verificada diferenca estatistica ao se comparar 0s grupos
S versus Sl (p = 0,0354), os grupos S versus R (p = 0,0167) e os grupos S versus RI
(p=0,0127).
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7.1.3 Composicao da microbiota intestinal

Alteracdes da composi¢cdo da microbiota de camundongos suscetiveis e
resistentes ao T. cruzi foram avaliadas pela presenca de bactérias pertencentes aos
quatro principais géneros presentes no intestino e também de E. coli. A proporcéo
dessas bactérias pode ser observada na Figura 10. Destaca-se a predominancia de
Bacteroides em relacdo as demais bactérias analisadas, notadamente no grupo de

camundongos resistentes (C57BL/6) e infectados com o parasito.
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Figura 10. Proporcéo de bactérias da microbiota intestinal em camundongos Balb/C e
C57BL/6, infectados ou ndo com o Trypanosoma cruzi. O gréafico representa a quantidade
média das bactérias dos géneros Lactobacillus, Clostridium, Bacteroides e E. coli, em relacédo
a quantidade total de bactérias. S: suscetivel (BALB/c) sadio. SI: suscetivel (BALB/c) e
infectado. R: resistente (C57BL/6) sadio. RI: resistente (C57BL/6) infectado. O valor foi

multiplicado por 10 para facilitar a visualizagéo.

A comparacao da composicdo da microbiota intestinal dos grupos suscetiveis
e resistentes, infectados ou nédo pelo T. cruzi, demonstrou ndo haver uma grande

alteracdo do perfil de bactérias, exceto para o grupo Bacteroides. A Tabela 4
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disponibiliza a média e desvio padrao da quantidade de bactérias encontradas em

cada um dos grupos experimentais.

Tabela 4: Quantidade de bactérias da microbiota intestinal murina.

Bactérias S Sli R RI
Média/DP Média/DP Média/DP Média/DP
Lactobacillus 0,000141 0,0000875 0,000141 0,0017
sp. * t * t
0,000144 0,0000878 0,000144 0,0015
Clostridium sp. 0 0 0 0,00004
t
0,00010
E.coli 0.000023 0 0,000023 9.94E-7
* + +
0.000029 0,000029 2.2226516E-6
Bacteroides sp. 0,00489 0,31808 0,07933
* t 0 t
0,00394 0,37309 0,04234
Bactérias totais 0.0585 0.395 0.433 0.600
* + + +
0.0444 0.381 0.170 0.283

S: suscetivel (Balb/C) sadio. SI: suscetivel (Balb/C) e infectado. R: resistente (C57BL/6) sadio.
RI: resistente (C57BL/6) infectado.
DV: desvio padréao

Analisando de maneira mais detalhada o género Bacteroides (Figura 11),
verificamos que o grupo saudavel suscetivel infeccdo apresentou uma quantidade
maior dessa populacdo bacteriana quando comparado ao grupo saudavel de
camundongos resistentes (p = 0,0171). Ao se avaliar o papel da infeccdo, notamos
gue a presenca infeccdo nao foi capaz de alterar significativamente a quantidade de
Bacteroides nos animais da linhagem BALB/c (p > 0,05). Entretanto, a infec¢ao pelo
T.cruzi pode ter sido responsavel por um aumento expressivo dessa bactéria no grupo
infectado resistente C57BL/6 quando comparado ao grupo resistente saudavel
(p=0,0171). De interesse, também observamos diferenca significativa entre os grupos
Sl e RI (p=0,0242) e diferenga entre o grupo S e Rl (p=0,0336). A diferenca encontrada
no grupo S versus o grupo RI, ndo tem relevancia biologica devido as diferengas de

linhagens e presenca de infeccdo em apenas um dos grupos.
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Figura 11. Concentracédo de Bacteroides sp. na microbiota intestinal de camundongos
BALB/c e C57BL/6, infectados ou ndo com o Trypanosoma cruzi. O grafico representa a
média e o desvio padrdo de cada grupo experimental. S: suscetivel (BALB/c) sadio. Sl:
suscetivel (BALB/c) e infectado. R: resistente (C57BL/6) sadio. RI: resistente (C57BL/6)
infectado. Grupo S versus R (p=0,0171), grupo Sl versus RI (p=0,0242), grupo R versus RI
(p=0,0171) e grupo S versus RI (p=0,0336).
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8 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, observou-se um aumento expressivo de estudos que avaliam
o papel da microbiota intestinal na saude e na doenca, seja animal ou humana,
permitindo a compreenséo de sua importancia no comportamento, metabolismo e
defesa imunologica do hospedeiro (BARKO et al., 2018; CRESCI; BAWDEN, 2015;
SCHMIDT; RAES; BORK, 2018). No contexto de nosso estudo, merece destaque o
conhecimento construido em relacao a relevancia da microbiota intestinal em doencas
parasitarias, como em infeccdes por helmintos e por Plasmodium, visto que esse
microbioma se mostra relevante tanto em aspectos evolutivos da relagdo parasito-
hospedeiro quanto de controle da severidade da infec¢éo (IPPOLITO et al., 2018).

Ainda que diversos estudos tenham descrito o intestino como sitio preferencial
de ocupacédo do T. cruzi (LEWIS et al., 2014; SILBERSTEIN et al., 2018), local onde
ele poderia interagir com milhares de bactérias comensais de maneira direta ou
indireta (TEOTONIO, I.M.S.N. et al., 2019), apenas sete artigos selecionados na
revisdo sistematica avaliaram a microbiota intestinal de mamiferos infectados com o
T. cruzi. Isso demonstra claramente que a comunidade cientifica ainda ndo se
mobilizou para compreender mais profundamente a triade T. cruzi-microbiota-
hospedeiro. A esse respeito, 0os quatro primeiros artigos (DUARTE, R. et al., 2005;
DUARTE, Rinaldo et al., 2004; GUIMARAES QUINTANILHA et al., 2000; SILVA et al.,
1987) foram publicados em revistas com fator de impacto < 2,5, reforcando o
desinteresse pelo assunto. Ja os ultimos artigos (MCCALL et al., 2018; ROBELLO et
al., 2019; SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2016) alcancaram maior visibilidade,
possivelmente devido a utilizacdo de metodologias mais robustas para a
caracterizacao da populacdo bacteriana, como a metagendmica.

Os artigos selecionados abordavam dois pontos basicos do estudo da
microbiota: o perfil populacional ou seu papel na modulacdo da Doenca de Chagas.
Entretanto, muitas lacunas de conhecimento ainda precisam ser preenchidas, sendo
necessario se ampliar os dados sobre a interacdo da microbiota com diferentes cepas
do T. cruzi, a flutuacdo populacional das bactérias ao longo do processo de
cronificacdo da doenca, a correlagcédo da microbiota com os diversos fatores envolvidos

na patogénese da doenca, entre outros. Em sintese, a revisdo sistematica evidenciou
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a necessidade de se expandir o conhecimento sobre como a infeccdo por T. cruzi
influencia o microbioma intestinal e quais as consequéncias de uma possivel disbiose
para seu hospedeiro.

Visando contribuir com a ampliacdo de informacdes a respeito do tema, o
estudo também desenvolveu etapas experimentais. Inicialmente, foi investigada a
presenca de bactérias de diferentes filos (Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobactéria)
e que sdo mais prevalentes na microbiota de mamiferos. Sabe-se que, dentre as
bactérias avaliadas em nosso estudo, algumas sao capazes de gerar beneficios ao
hospedeiro, sendo, inclusive, utilizadas como probidticos (Lactobacillus e
Enterococcus) (DUBIN; PAMER, 2017; GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015;
HANCHI et al., 2018), enquanto outras, apesar de comensais, podem atuar como
patégenos oportunistas (Bacteroides, E. coli, Clostridium) (KIU; HALL, 2018; ROSSI
et al., 2018; WEXLER, Aaron G.; GOODMAN, 2017; WEXLER, Hannah M., 2007).
Para tanto, camundongos com diferentes backgrounds genéticos e diferentes graus
de suscetibilidade ao protozoario tiveram seus intestinos coletados para realizacao de
extracdo de DNA e posteriormente qPCR.

Preliminarmente, foi realizada a avaliagdo da microbiota dos animais sadios,
nao infectados. A determinacdo da composi¢cao da populacdo microbiana do grupo
controle se mostra de fundamental importancia, visto que a quantidade total e a
diversidade relativa das bactérias da microbiota intestinal murina variam entre
diferentes estudos. Por exemplo, Su et al. (2018) e Nogacka et al. (2019) relatam uma
maior prevaléncia de bactérias dos géneros Lactobacillus e Clostridium e uma
guantidade reduzida de Bacteroides em camundongos BALB/c (NOGACKA et al.,
2019; SU et al.,, 2018). Entretanto, Becker et al. (2017) observaram uma maior
guantidade de Bacteroides em relagdo aos Firmicutes, usando essa mesma linhagem
murina (BECKER et al., 2017). Em nosso estudo, foi demostrado que os animais
controles da linhagem BABL/c apresentaram uma maior quantidade de Bacteroides
que Lactobacillus.

Para C57BL/6, essa mesma variacdo de populacdes bacterianas € relatada na
literatura. Enquanto Safari et al. (2020) detectaram uma maior proporcdo de
Firmicutes em relacdo a Bacteroidetes, Coretti et al. (2017) encontraram a relagao
inversa, com uma maior quantidade de Bacteroides do que de Lactobacillus
(CORETTI et al., 2017; SAFARI et al., 2020). Interessantemente, apenas Lactobacillus
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foram identificados em nossas amostras. Isso demonstra que a influéncia do ambiente
(alojamento, racao, cuidador, etc) sobre a microbiota parece se sobrepor a genética
do hospedeiro (VILLARINO et al., 2016).

Levando em consideracdo as analises qualitativas, destaca-se o fato de as
bactérias do género Lactobacillus terem sido detectadas em quase todos (95%) os
animais, independentemente do grupo avaliado. Isso provavelmente reflete a
importancia de Lactobacillus autéctones na manutencdo da saude do hospedeiro,
contribuindo para o controle de doencas metabdlicas e infecciosas (HEENEY;
GAREAU; MARCO, 2018).

Ao compararmos as duas linhagens de camundongos utilizadas, pudemos
observar que os animais BALB/c, suscetiveis a infeccdo (TANOWITZ et al., 1981),
apresentavam uma quantidade total de bactérias significativamente inferior a
quantidade detectada em camundongos C57BL/6, mais resistentes a infeccdo
(TRISCHMANN, T. M.; BLOOM, 1982; TRISCHMANN, Thomas M., 1986). Em
contrapartida, o grupo resistente saudavel apresentou uma menor quantidade de
Bacteroides sp.

Interessantemente, a infeccdo com o protozoario T. cruzi resultou em aumento
significativo de Bacteroides sp. em C57BL/6. Sabe-se que, quando confinada ao
intestino, essa bactéria apresenta propriedades benéficas ao hospedeiro, contribuindo
para o desenvolvimento do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), para
ativacdo de linfocitos T CD4+ e para o aumento da variabilidade do repertério de
anticorpos pré-imunes, o estudo demonstrou em coelhos que combinagcdo de
Bacteroides fragilis e Bacillus subtilis estava envolvidos diretamente no
desenvolvimento da GALT que € e responsavel auxilia em diversas imunoldgicas do
hospedeiro, como a imunidade a mucosa e a tolerancia oral. (BACKHED et al., 2005;
RHEE et al., 2004). Ademais, Bacteroides produzem diferentes tipos de toxinas que
podem inibir o crescimento de outras bactérias da microbiota e de patdogenos
(CHATZIDAKI-LIVANIS et al., 2017; CHATZIDAKI-LIVANIS; COYNE; COMSTOCK,
2014; WEXLER, Hannah M., 2007).

Assim, o aumento populacional de bacteroides pode ser o fator responsavel
pela maior resisténcia da linhagem C57BL/6 ao parasito, fato que poderia ser
explicado pela associacdo direta do enriquecimento dessa bactéria a uma maior

producdo de TNF-a(LIN et al., 2019). Desta forma, esse grupo bacteriano poderia ser
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utilizado como biomarcador generalista para se avaliar o grau de suscetibilidade de
um paciente a infeccdo ao T. cruzi desde que analisados seu impacto global e
selecionado espécies mais representativas. A esse respeito, Bacteroides sp ja tém
sido avaliadas como sinalizadoras de determinadas condicfes do hospedeiro, como
estilo de vida e adocao de determinadas dietas (GORVITOVSKAIA; HOLMES; HUSE,
2016).

Como contraponto ao aparente papel benéfico do enriquecimento de
Bacteroides na microbiota de animais resistentes esta o fato de que o aumento de
bactérias desse género ja foi associado ao desenvolvimento de cancer de colon
(WANG et al.,, 2012) e a uma maior predisposicdo a desenvolver uma severa
intolerancia a glicose em amostras de individuos que demonstrou alteracdes relativa
a B.fragilis e acido glicocodesodesoxicolico do acido biliar (GUDCA) que levaram a
inibicdo do receptor X farnesoide intestinal (FXR) inibido, essa inibicdo era suprimida
quando era administrado o tratamento com metformina(SUN et al., 2018). Portanto,
0 aumento de bactérias do género Bacteroides nem sempre terd uma repercussao
positiva no organismo do hospedeiro. A saber, a disbiose na Doenca de Chagas
também ja foi correlacionada ao surgimento de doencas secundarias, como infeccfes
pulmonares, displasia da mucosa esofagica e cancer (CINTRA et al., 1998; ELINAV
et al., 2011; RAYMANN et al., 2017).

Em relagéo ao papel da microbiota intestinal nas infec¢des por T. cruzi, as
pesquisas ainda precisam avancar muito, notadamente no papel da populacdo de
microrganismos intestinais sobre a saude do hospedeiro vertebrado. Em nossa
revisdo sistematica, verificamos que a maior parte dos artigos publicados avaliaram a
composicdo e o0 papel da microbiota intestinal dos vetores, fato possivelmente
associado a uma maior facilidade de aquisicdo de amostras e impulsionado pela
existéncia de uma gama de estudos que avaliam as popula¢gdes bacterianas do
intestino de outros insetos. Tais estudos revelam prejuizos a condicdo fisica dos
vetores e a consequente diminuicdo de prevaléncia de diferentes doencas
transmitidas por insetos, como as arboviroses (STRAND, 2018; WU et al., 2018).
Igualmente, os estudos com triatomineos trazem informagdes sobre a diversidade
ecologica da microbiota e de como elas podem influenciar a quantidade de parasitos
e a competéncia vetorial (TEOTONIO, IMSN et al., 2019).
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Em sintese, nossos resultados sugerem que a composicao inicial da microbiota
parece nao ser o fator determinante de suscetibilidade/resisténcia dos animais, mas
sim, a maneira como a microbiota pode sofrer alteracéo na presenca da infeccao pelo
T. cruzi, o que corrobora estudos com infec¢des por outros parasitos. Por exemplo,
murinos da linhagem BALB/c que apés infeccdo com Plasmodium berghei
apresentaram diminuigdo de Firmicutes e aumento de Proteobacterias mostraram-se
mais suscetiveis ao desenvolvimento de malaria cerebral (TANIGUCHI et al., 2015).
Ademais, mais estudos sdo necessarios para se avaliar o papel do aumento de
bacteroides e da disbiose intestinal como um todo na fase cronica da Doenca de
Chagas.
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CONCLUSOES

A revisdo sistematica demonstrou haver uma escassez de estudos que
caracterizam a microbiota intestinal de mamiferos infectados com o T.cruzi,
bem como de estudos que avaliam a repercussao da interacdo parasito-
microbiota na salde do hospedeiro vertebrado.

N&o se verificou diferencas significativas na composicdo da populacéo
microbiana intestinal de linhagens de camundongos suscetiveis ou resistentes
ao T. cruzi, exceto para o género Bacteroides, que nao foi identificado na
linhagem C57BL/6.

A infeccédo por T. cruzi ndo alterou o perfil de bactérias da microbiota intestinal
de camundongos BALB/c, porém resultou em aumento significativo de
bactérias do género Bacteroides em C57BL/6.

52



10 PERSPECTIVAS

Nossos resultados evidenciam a necessidade de se ampliar os
conhecimentos sobre a interacdo do T. cruzi com a microbiota intestinal e como
ela influencia a evolucédo da Doenca de Chagas. Assim, podemos apontar como
perspectivas deste trabalho:

e Determinar a composicdo da microbiota intestinal em camundongos na fase
cronica da infeccao;

e Avaliar o papel da microbiota intestinal na modulagéo do sistema imune e na
evolucdo das manifestacdes clinicas da Doenca de Chagas;

e Avaliar a influéncia de tratamentos com antimicrobianos na resposta imune e
na evolucdo das manifestacdes clinicas de camundongos infectados com o T.
cruzi;

e Avaliar a influéncia de tratamentos com probidticos a nivel de espécie, na
resposta imune e na evolucdo das manifestacfes clinicas de camundongos

infectados com o T. cruzi;
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