Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Programa de Pds-graduacdo em Medicina Tropical e Infectologia

Area de concentracdo: Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Guilherme Augusto Roza

Avaliacao do perfil de citocinas produzidas em infeccdes de cepas

brasileiras de Trypanosoma cruzi em macrofagos intraperitoneais

Uberaba-MG

2018



Guilherme Augusto Roza

Avaliacao do perfil de citocinas produzidas em infeccdes de cepas

brasileiras de Trypanosoma cruzi em macrofagos intraperitoneais

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Parasitologia e
Imunologia Aplicadas do Curso de P6s Graduagdo em
Medicina Tropical e Infectologia da Universidade

Federal do Triangulo Mineiro.

Orientador: Prof. Dr. Wendell Sérgio Ferreira Meira

Co-orientador: Prof. Dr. André Luiz Pedrosa

Uberaba-MG

2018



Catalogaciao na fonte:

Biblioteca da Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Roza, Guilherme Augusto
R796a Avaliacdo do perfil de citocinas produzidas em infeccdes de cepas brasi-
leiras de Trypanosoma cruzi em macrofagos intraperitoneais / Guilherme
Augusto Roza. -- 2018.
78 f -1l graf  tab.

Dissertacio (Mestrado em Medicina Tropical e Infectologia) — Univer-
sidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2018
Ormentador: Prof. Dr. Wendell Sérgio Ferrewra Meira

1. Doenca de chagas. 2. Trypanosoma cruzi. 3. Macrofagos peritoneais.
4. Imumdade. I. Meira, Wendell Sérgio Ferreira. IT. Universidade Federal
do Tnangulo Mineiro. III Titulo.

CDU 616.937

Cicera Daniele da Silva - CRB-6/3012



Guilherme Augusto Roza

Avaliacéo do perfil de citocinas produzidas em infeccdes de cepas

brasileiras de Trypanosoma cruzi em macrofagos intraperitoneais

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Parasitologia e
Imunologia Aplicadas do Curso de P6s Graduagdo em
Medicina Tropical e Infectologia da Universidade

Federal do Triangulo Mineiro.

Orientador: Prof. Dr. Wendell Sérgio Ferreira Meira

Co-orientador: Prof. Dr. André Luiz Pedrosa

Uberaba, de de

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Karine Rezende de Oliveira

Universidade Federal de Uberlandia

Dr. Helioswilton Sales de Campos

Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Prof. Dr. Wendell Sérgio Ferreira Meira

Universidade Federal do Triangulo Mineiro



@eaimammmm,woﬁooa

gmwmiajo/woimm, me/hoo@ﬂuw,fww
WW&@%&@@WWWW.

@ogw,mmwm,mmiﬂ@,

wmmwﬂmeiwoajelﬁoaoao@mmmm.



AGRADECIMENTOS

Em especial:

A Deus, a quem devo tudo o que tenho e sou, pelo o dom da vida, por sua presenca
continua, pelos dons concedidos e pelas inumerosas béngéos concedidas, mesmo sendo indigno.
Por sempre me levar em seus bragos nos momentos dificeis. Ao meu Bom Deus agradeco por

mais esse sonho realizado e por me conceder mais essa conguista.

Aos meus pais, a quem me faltam palavras para agradecer. VVocés sabem que tudo isso
sO foi possivel gracas a vocés, que tudo isso foi e sempre seré para vocés. Obrigado por me
concederem as oportunidades de estar sempre onde tive vontade e sempre onde almejei.
Obrigado por me amarem de forma incondicional, até mesmo nos momentos que, infelizmente,
acabei desagradando a vocés. Obrigado pelo amor, pelo carinho, pela torcida, por me apoiarem,
por me escutarem e me aconselharem. Amo vocés eternamente. Meu amor por vocés so tende

a crescer.

Aos meus irmdos, Weslley e Leandro, agradeco por sempre me apoiarem em minhas
decisbes e meus sonhos. A vocés agradeco por sempre me incentivarem a crescer. Obrigado

pelo companheirismo, pelos momentos vivenciados juntos, pelo carinho e pelo amor de vocés.

Ao Sidney, meu porto seguro durante esse momento de minha vida. Agradeco a vocé
por tudo que fez por mim, mas, principalmente por ser meu companheiro nos momentos dificeis
e melhores. Obrigado por sempre estar ao meu lado, pelas inimeras broncas, afim de me fazer
crescer como pessoa. Agradeco por sempre me fazer feliz, me trazer conforto, amor e alegrias.

Obrigado por tudo.

Ao Prof. Dr. Wendell Sergio Ferreira Meira, a quem agradeco por me acolher nesse
mundo fascinante da pesquisa. Obrigado pela confianga durante todo esse tempo, desde quando
entrei no laboratorio como aluno de Iniciagao Cientifica. Obrigado por ser meu “pai cientifico”,
e como qualquer outro pai, deu conselhos, broncas e elogios, mas, o principal, sempre me
motivou a crescer e a sonhar. Por tudo que fez por mim, o meu eterno agradecimento. Muito

obrigado!



Ao Prof. Dr. André Luiz Pedrosa, me diziam alguns que era um aluno em desvantagem,
outros me diziam que era um aluno de sorte por ter ndo apenas um, mas, dois “pais cientifico”.
Hoje vejo que realmente fui um aluno de sorte, pois, tive o privilégio de té-lo como “pai
cientifico”. Serei eternamente grato a vocé por tudo o que fez por mim nesses dois anos.
Obrigado por me introduzir no imenso e encantador campo de conhecimento da Biologia
Molecular e sempre estar disponivel em me ensinar sobre este assunto. Obrigado por me
acolher, me ensinar, orientar e pelas broncas que sei que foram para a minha constru¢cdo como

profissional e pessoal. Obrigado por tudo!

Ao Jonatas, Helioswilton, Cecilia e Cesar, a vocés ndo sei nem por onde comecar a
agradecer. Vi 0 que realmente os amigos fazem, me socorreram em um dos momentos mais
tortuoso do meu mestrado. Sem a colaboracéo de vocés esse trabalho nédo estaria aqui. Obrigado
por vocés terem disponibilizado um pouco do tempo de vocés, do conhecimento e do
companheirismo. Obrigado por me incentivarem a nunca desistir e a me mostrarem que em
momentos complicados sempre teremos m&os amigas estendidas para nos ajudar. A vocés, pego

que recebam tudo em dobro do que me ofereceram. Minha eterna gratiddo e admiracéo!

A Lucila, obrigado “menina Lu” por ser uma amiga e companheira nesta jornada do
meu mestrado. Obrigado pelos conselhos, dicas, ajuda em experimentos, pela paciéncia em me
ensinar, pelos momentos deliciosos de risadas e descontracao, e, claro, pelos momentos do café
e das nossas “gordices”. Obrigado por me mostrar que nos momentos mais dificeis sempre
temos a quem recorrer, dessa cena eu nunca vou me esquecer, vocé foi especial! Agradeco
também pela colaboracdo em toda a parte de experimentos e de conhecimentos da Biologia
Molecular aqui empregadas. Lu que Deus te abengoe muito, que vocé continue sempre ao meu

lado. Obrigado por tudo!

A Tatiane Marques, como agradecer a uma pessoa que simplesmente foi a propulsora
de toda essa minha conquista? A vocé Taty s6 tenho que agradecer por ser meu exemplo, por
me incentivar, me ter feito crescer tanto. Obrigado minha amiga por tudo que vocé fez por mim,
pelos momentos de ensinamento, de brigas, de conselho, de desabafos, de experimentos
acompanhados de um repertério musical Unico e marcante. Obrigado pela companhia de
sempre! Em vocé eu sei que poderei sempre contar para qualquer coisa nessa vida. E lembre-

se, ainda temos muito para fazermos juntos! Amo muito vocé, obrigado.



Agradeco também:

A todos 0s meus amigos, cujo nomes nédo irei citar, pois vocés sabem quem s&o.
Agradeco pela amizade constante de voceés e pela compreensdo dos meus inumerosos momentos

ausentes na vida de vocés durante essa jornada. Obrigado pelo apoio de vocés!

Aos professores deste curso de Pds-graduacdo, por me fazerem crescer como
profissional, por me incentivarem a querer cada vez mais e mais, por todo o conhecimento que

me ofereceram e pelas contribuicdes feitas para aperfeicoar o nosso trabalho.

Aos colegas de p6s-graduacdo, obrigado por fazerem dos laboratérios da pés-graduacao
um lugar de descontracdo, de alegrias e de boas risadas, mas de também de grande
aprendizagem, onde cada um pode contribuir com o meu crescimento profissional e intelectual.
Sem vocés seria complicado conseguir chegar até o final. Agradeco de coracdo a cada um de

VOCés.

Ao Prof. Dr. Carlo José de Oliveira Freire, que gentilmente e de forma tdo generosa
cedeu os animais aqui utilizados. Ao Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Janior, que cordialmente
cedeu o laboratério de Imunologia, assim como os Kits comerciais de ELISA para a realizacéo

deste projeto.

A Manu, a quem agradeco pela amizade, companheirismo, pelos ensinamentos

transmitidos e pela ajuda sempre disponivel para realizagdo deste projeto.

Aos funcionarios do Laboratério de Parasitologia da UFTM, em especial a Cidinha e a
Patricia Lins, a vocés duas agradeco pela amizade construida. Obrigado pelo carinho que tem
comigo. Agradeco por serem em diversos momentos pessoas que simplesmente me ouviram

desabafar. Muito obrigado!

Enfim, agradeco a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para que este

trabalho pudesse ser concluido.



“gmmm@oWWo
o/w,oam/iwgvo, moéWWmM%
WW.’,

(Provérhios 16:9)



Resumo




RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e acomete cerca de 6
a 7 milhGes de pessoas, principalmente na Ameérica Latina e ainda é considerada uma doenca
negligenciada. O T. cruzi possui trés formas parasitérias, a amastigota, a epimastigota e as
tripomastigotas (sanguinea-TCC e metaciclica-TMI), sendo essas ultimas as responsaveis por
infectar o ser humano. Este parasito possui grande variedade genética e sdo agrupados em
Discrete Typing Units DTUs (Tcl-TcVI1) de acordo com similaridades genéticas. Esta infec¢éo
possui fase aguda e fase crénica, sendo esta com a presenca das manifestacGes clinicas graves,
como 0s megas (gastrico e/ou cardiaco). A resposta imune induzida frente ao parasito é
essencial para definir essas manifestacdes, bem como controlar sua proliferacdo. Entretanto,
esta resposta imune pode sofrer influéncia de varios fatores como: a cepa do parasito, forma
infectante e fatores pré-dispostos pelo hospedeiro vertebrado. Desta forma, este estudo teve por
objetivo avaliar a infeccdo em macrdfagos peritoneais isolados de camundongos Balb/c e
C57BL/6 com formas TCC e TMI obtidas das cepas AQ-4 e Hel de T. cruzi. Para isto, foram
isolados macréfagos peritoneais de Balb/c e C57BL/6 e infetados in vitro com TCC e TMI das
cepas AQ-4 e Hel. Apds 4 horas e 24 horas de infeccdo, as producdes de 1L-10, IL-6, TNF-a
foram avaliadas por ensaios de ELISA e NO determinado pela reagdo de Griess. Foi realizada
também a determinacdo da DTU pertencente de cada cepa pela PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragments Length Polimorphims), tendo como alvo a TcSC5D. Os
macrofagos isolados de camundongos pertencentes a linhagem Balb/c foram maiores indutores
de IL-6, TNF- a e IL-10 quando comparado com os C57BL/6, em contrapartida, os macrofagos
provenientes de C57 apresentaram maiores niveis de NO. A cepa AQ-4 apresentou maiores
niveis de producdo de TNF- o e de IL-10 e, a cepa Hel para IL-6 e NO. As formas TCC
mostraram maior producdo de citocinas pro-inflamatorias do que as metaciclicas. Este estudo
nos permitiu compreender sobre o inicio da resposta imune frente a diferentes cepas de T. cruzi

isoladas no Brasil.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, macréfagos peritoneais, resposta imune



Abstract




ABSTRACT

Chagas disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and affects about 6 to 7
million people, mainly in Latin America and is still considered a neglected disease. T. cruzi has
three parasitic forms, amastigote, epimastigote and trypomastigotes (blood — TCC and
metacyclic — TMI), the latter being responsible for infecting humans. This parasite has a wide
genetic variety and are grouped into Discrete Typing Units DTUs (Tcl-TcVI) according to
genetic similarities. This infection has an acute phase and a chronic phase, with the presence of
severe clinical manifestations, such as the megas (gastric and / or cardiac). The induced immune
response to the parasite is essential for defining these manifestations, as well as controlling their
proliferation. However, this immune response may be influenced by several factors such as
parasite strain, infective form and factors predisposed by the vertebrate host. Thus, this study
aimed to evaluate the infection in peritoneal macrophages isolated from Balb/c and C57BL/6
mice with TCC and TMI forms obtained from T. cruzi strains AQ-4 and Hel. For this, Balb / ¢
and C57BL/6 peritoneal macrophages were isolated and infected in vitro with TCC and TMI
from strains AQ-4 and Hel. After 4 hours and 24 hours of infection, IL-10, IL-6, TNF-a
productions were evaluated by ELISA and NO determined by Griess reaction. The
determination of the DTU belonging to each strain was also performed by PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragments Length Polimorphims), targeting TcSC5D.
Macrophages isolated from mice belonging to the Balb/c strain were higher inducers of 1L-6,
TNF-o and I1L-10 when compared to C57BL/6, in contrast, macrophages from C57 showed
higher NO levels. The AQ-4 strain presented higher levels of TNF-a and IL-10 production and
the Hel strain for IL-6 and NO. CBT forms showed higher production of proinflammatory
cytokines than metacyclic ones. This study allowed us to understand the onset of immune

response to different strains of T. cruzi isolated in Brazil.

Keywords: Trypanosoma cruzi, peritoneal macrophages, immune response
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1.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e acomete
cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas, principalmente na América Latina onde é endémica em 21
paises e ainda é considerada uma doenca negligenciada (WHO, 2017). Esta doenca foi descrita
pela primeira vez pelo pesquisador Carlos Chagas durante uma expedi¢do em Lassance-MG,
onde descobriu os sinais e sintomas, identificou o agente causador, modo de transmisséo, o seu

vetor e seus hospedeiros (Chagas, 1909).

Os mecanismos da transmissdo do T. cruzi podem ser classificados em primério e
secundério. Os mecanismos primarios sdo o vetorial, transfusdo de sangue, transmissao oral e
congénita. Ja os secundarios tendem a ser menos frequentes que 0s primarios, e estes podem
ser 0s acidentes de laboratério, manuseio de animais infectados, ingestdo de carne ndo cozida

de animais infectados, transplantes de 6rgdos e transmissao sexual (Coura, 2015).

A evolucdo clinica é caracterizada por duas fases: fase aguda e fase cronica. Durante a
fase aguda, é possivel a visualizacdo das formas circulantes do parasito no sangue, e, na maioria
das vezes, esta fase é assintomatica, o que dificulta um diagnéstico precoce da doenca. Quando
sintomética pode apresentar sintomas como febre, chagoma de inoculagéo, edema palpebral (ou
Sinal de Romafia), miocardite, hepato-esplenomegalia e miocardite aguda. A fase cronica tem
como caracteristica baixa parasitemia e a maioria dos pacientes serem assintomaticos por
durante anos. As manifestacGes clinicas que aparecem durante essa fase da doenca possuem
formas variadas, decorrente a grande variedade genética do parasito e os fatores que o paciente
predispde. As manifestagdes clinicas mais encontradas séo as formacdes das megasindromes
no trato digestivo e no tecido cardiaco (Wegner e Rohwedder, 1972; Pinto et al., 2008; Pérez-
Molina e Molina, 2017).

1.2 Trypanosoma cruzi

1.2.1 Ciclo bioldgico, caracteristicas morfoldgicas e formas evolutivas
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O agente etiologico da DC € o T. cruzi, um protozoério flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Este parasito possui como hospedeiro invertebrado
o triatomineo (Reduvidae), também conhecido popularmente como ‘“barbeiro” e como
hospedeiro vertebrado os mamiferos, incluindo o ser humano. Durante o ciclo biolégico o
parasito apresenta diversas forma morfoldgicas: amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas
metaciclicas infectantes, tripomastigotas sanguineas (FIG. 1). As amastigotas sdo formas
arredondadas, possuem uma bolsa flagelar, nucleo centralizado e cinetoplasto proximo ao
nicleo. Essas formas sdo encontradas no hospedeiro vertebrado, séo intracelulares e
responsaveis pela multiplicagdo do parasito por divisao binaria (Contreras et al., 2002; Navarro
et al., 2003; Rossi et al., 2003).

Figura 01 — Caracteristicas morfologicas do Trypanosoma cruzi
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As formas epimastigotas sao encontradas no intestino do triatomineo, sdo extracelulares
e, assim como a amastigotas, realizam multiplicacéo por divisdo binaria. As epimastigotas tém
formato alongado, nucleo centralizado, cinetoplasto anterior ao ndcleo, além de uma membrana
ondulante que percorre metade de seu comprimento e um flagelo exteriorizado. Estas formas
epimastigotas ndo possuem a capacidade de infectar o hospedeiro vertebrado, pois ndo

expressam proteinas que ajudam os parasitos a invadirem as células-alvos e a evadirem a
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resposta imune (Contreras et al., 2002; Navarro et al., 2003; Rossi et al., 2003; Kessler et al.,
2017).

As formas tripomastigotas podem ser divididas em formas metaciclicas e sanguineas.
As primeiras estdo presentes na ampola retal do triatomineo e sdo eliminadas nas fezes destes
insetos. As metaciclicas sdo as principais formas responsaveis pela infec¢do nos hospedeiros
vertebrados. As tripomastigotas sanguineas sdo encontradas no sistema circulatorio do
hospedeiro vertebrado e também podem infectar hospedeiro vertebrado. Ambas as formas sdo
alongadas e mais delgadas que as epimastigotas, apresentam o nucleo centralizado e cinetopasto
em posicao posterior ao nucleo. A membrana ondulante percorre por toda a extensdo do corpo
e possuem um flagelo exteriorizado. As tripomastigotas ndo se dividem como as amastigotas e
as epimastigotas, mas possuem a capacidade de evadirem do sistema imune, bem como do dano
pelo estresse oxidativo e de aderirem e invadirem células hospedeiras devido a expressao das
glicoproteinas (gp) de membranas, como as gp160, gp58, calreticulina e a proteina denominada
de fator de aceleracdo do enxerto de tripomastigota (T-DAF) (Contreras et al., 2002; Navarro
et al., 2003; Kessler et al., 2017).

O ciclo bioldgico (FIG.2) se inicia quando um triatomineo realiza repasto sanguineo
em um mamifero infectado com o T. cruzi, ingerindo as formas tripomastigotas sanguineas. Ao
alcancar o intestino posterior médio, as tripomastigotas sofrem o processo de epimastigogénese
e se diferenciam em formas epimastigotas (Dias, 1934; Kessler et al., 2017). Estas formas
epimastigotas comecam a multiplicar por divisdo binéria e, ao alcangarem o intestino posterior
aderem as membranas perimicrovilares do triatomineo. Este processo de adesdo inicia a
metaciclogénese, em que se diferenciam para as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes
e migram até a porcdo da ampola retal onde sdo eliminadas juntamente com as fezes e a urina.
As tripomastigotas metaciclicas infectantes ao entrarem no organismo do hospedeiro
vertebrado necessitam evadirem do sistema imune para instalarem a infecgdo neste hospedeiro.
Esta evasdo ocorre devido a expressdo de proteinas como a gpl160, calreticulina, gp58 e a T-
DAF na membrana das tripomastigotas. Essas formas interagem e invadem as células do
hospedeiro, sendo os macrofagos um dos principais alvos para o T. cruzi no inicio da infeccao.
Ao invadirem essas células, iniciam outro processo de diferenciacdo, a amastigogéneses,
diferenciando para as formas amastigotas, que iniciam a proliferacdo por diversas divisoes
binarias. Apds sucessiveis divisdes, as amastigotas iniciam a tripomastigogéneses, processo em
que se diferenciam em tripomastigotas sanguineas, e devido ao movimento constante dos

flagelos rompem a membrana celular sendo liberadas na corrente sanguinea, podendo infectar
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novas celulas ou infectar outro triatomineo quando o mesmo ingerir esse sangue (Longo et al.,
2015; Costales e Rowland, 2007; De Souza, 2002; Pérez-Molina e Molina, 2017).

Figura 02 — Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi
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1.2.2 Diversidade genética do Trypanosoma cruzi

___ Dissertagdo de Mestrado Guilherme Augusto Roza




25

O T. cruzi possui grande variedade genética e fenotipica, fazendo dele uma espécie
heterogénea. Marcadores genéticos e moleculares ajudam a determinar essa diversidade do T.
cruzi e agrupé-los em seis grupos de acordo com suas Discrete Typing Units (DTU) Tcl, Tcll,
Tclll, TclV, TcV e TcVI (Tibayrenc, 1998; Brisse, et al., 2000; Zingales et al., 2009). Um outro
fator interessante envolvido com essa diversidade genética é a sua influéncia no tropismo
tecidual do T. cruzi, o que resulta em manifestacdes clinicas diferentes para cada DTU (Andrade
etal., 1999). As populacgdes pertencentes a esses grupos possuem outras similaridades, como a

distribuicéo geogréfica e o ciclo de transmissdo do parasito (FIG. 3).

Figura 03 — Distribuicdo geografica das Discrete Typing Units (DTU) do Trypanosoma cruzi

\ P N ) 4
\ <~ L {
oy s '\__"-_a’ e
‘L«Y/%»“
‘7%1;%9’ d,
N )
\-. A /
Telll {Vé} r’"
§ &
f
S

DOMESTIC

Fonte: Adaptado de (Zingales et al., 2009)

A DTU Tecl possui uma grande distribuicdo geogréafica, sendo encontrada em toda a
América Latina e sul dos Estados Unidos. E encontrada tanto no ciclo silvestre quanto no
domeéstico. Os parasitos pertencentes a este grupo tém uma predominancia no parasitismo
tecidual pelo miocéardio, o que resulta nas cardiopatias como manifesta¢Ges clinicas (Breniére
etal., 2016).

O grupo Tcll esta relacionado com a transmissdo no ciclo doméstico no cone sul da

América do Sul e desenvolve tanto as cardiopatias como as megasindromes. Quanto as
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populagdes de T. cruzi do grupo Tclll estdo presentes nos ciclos silvestres e raramente ocorre
algum relato de infeccdo no ser humano por parasitos deste grupo. O grupo TclV é encontrado
na América do Norte e na regido norte da América do Sul e os parasitos deste grupo estdo
relacionados ao ciclo silvestre. Os grupos TcV e TcVI estdo presentes na regido do cone sul da
América do Sul e relacionados com o ciclo doméstico, resultando na ocorréncia das
megasindromes e as cardiopatias como manifestacdes clinicas (Zingales et al., 2009; Zingales
etal., 2012; Breniere et al., 2016).

No Brasil a distribui¢do das DTUs é variada, sendo possivel detectar membros de todos
0S grupos, entretanto, o destaque é para o grupo Tcl e Tcll (FIG. 04) (Breniere et al., 2016). O
grupo Tcl é o mais frequentemente detectado na América do Sul, cerca de 58, 2%, e no Brasil
estd relacionado com os casos de doenca Chagas aguda na regido da Amazonia e casos de
infecgdo por via oral nesta regido (Zingales, 2017; Breniére et al., 2016; Messenger et al., 2015;
Monteiro et al., 2012; Marcili et al., 2009;). Dados publicados entre 2005 e 2014 indicam que
0s casos de DC nas formas indeterminadas ou na cardiacas no norte do Brasil, mostra maior

prevaléncia de parasitos do grupo Tcl nestes pacientes (Messenger et al., 2015).

O grupo Tcll é predominantemente isolado em amostras de pacientes no Brasil, cerca
de 66% dos casos na regido central e sudeste (Breniére et al., 2016). Estudos mostram queeste
grupo esta relacionado com a forma cronica da doenca em diversos paises da América do Sul,
inclusive no Brasil, onde é encontrado em pacientes cronicos na regido sudeste do Brasil com
as formas indeterminadas, cardiacas ou digestivas. (Cura et al., 2012; del Puerto et al., 2010;
Carranza et al., 2009; Zingales, 2017).

Figura 04 — Distribuicdo das DTUs de Trypanosoma cruzi nos paises da América do Sul
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Fonte: adaptado de: (Breniére et al., 2016)

O padréo evolutivo do T. cruzi é predominantemente por propagacdo clonal, ou seja, a
linhagem progénie € geneticamente semelhante a linhagem parental, e por eventos de
recombinacdo genética, resultam em linhagens hibridas que ap6s estabilizadas voltam sua
evolucdo por propagacdo clonal (Zingales et al., 2012). Para explicar essa evolucdo foi
proposto dois modelos, 0 modelo de duas hibridizac6es e o de trés ancestrais com dois eventos
de hibridizagdo (FIG. 5). No primeiro modelo acredita-se em uma troca genética entre 0s grupos
Tcl e Tcll com perda de heterogenicidade, dando origem aos grupos Tclll e TclV. A origem
dos grupos TcV e TcVI veio de um segundo evento de hibridizacao entre os grupos Tcll e Tclll.
No segundo modelo ha trés ancestrais, Tcl, Tcll e Tclll, os grupos TcV e TcVI surgiram apés
eventos de troca genética entre os grupos Tcll e Tclll (Westenberger et al., 2005; Freitas et al.,
2006; Zingales et al., 2012).
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Figura 05 — Modelos da evolugao de “duas hibridiza¢des” e de “trés ancestrais” do
Trypanosoma cruzi
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Fonte: Adaptado de (Zingales et al., 2012)

1.3 Interacdo parasito-hospedeiro vertebrado

As tripomastigotas metaciclicas ao entrarem no organismo do hospedeiro vertebrado
iniciam varios mecanismos para invadirem as células alvo, evadirem do sistema imune e para
evitar danos causados pelo estresse oxidativo. Os mecanismos que facilitam a interagdo do T.
cruzi com as células hospedeiras iniciam durante a picada do triatomineo, em que a presenca
da lisofosfatidilcolina (LPC) na saliva destes insetos tem a funcéo anti-hemostatica, impedindo
a agregacao plaguetaria e aumentando a vaso dilagéo, além de fungdo quimiotaxia atraindo
macrofagos para o local da picada, desta forma, facilitando a interacdo do parasito com estas
células (Mesquita et al., 2008; Guarneri e Lorenzo, 2017). Os mecanismos de invasdo celular
sdo intrinsecos e dindmicos, envolvendo multiplos fatores, tanto do parasito, quanto do
hospedeiro. O T. cruzi pode infectar celulas fagociticas e ndo-fagocitica por mecanismos de
invasdo ativa ou passiva (Walker et al., 2014).

Os processos de invasdo em células ndo-fagociticas sdo dependentes da ligacdo de
glicoproteinas (gp) de membranas expressas nos parasitos e seus receptores presentes nas
membranas das células hospedeiras. Componentes das familias trans-sialidases, as gp82, 90, 85

e 30, sdos as principais proteinas envolvidas no inicio da invasdo celular (Egima et al., 1998;
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Weston et al., 1999). A gp82 e a gp30 ao se ligarem em seus receptores presentes nas células
hospedeiras desencadeiam a liberagdo de Ca?* tanto no parasito quanto na célula hospedeira.
Alguns parasitos também expressam a gp35/50, uma proteina relacionada com a interacdo a
mucina e também resultam na liberacio de Ca?* da célula hospedeira. Esta glicoproteina é

fundamental para os casos de infeccdo por T. cruzi por via oral (Yoshida, 2006).

Esse influxo de célcio é essencial para o recrutamento e fusdo dos lisossomos com a
membrana celular no local da interacdo do parasito (Walker et al., 2014). A exocitose dos
lisossomos ocorre por sua fusdo com a membrana superficial que provoca a liberagéo de
esfingomielinase, que gera ceramida através da clivagem da esfingomielina (Fernandez et al.,
2011). A formacao de ceramida no folheto externo da membrana induz endocitose da membrana
ferida e as tripomastigotas aproveitam desse evento para se internalizar nestes endossomos com
base em lisossomos e assim invadem as células ndo-fagociticas através de um método de

invasdo dependente de lisossomo (Walker et al., 2014).

As tripomastigotas também podem invadire células fagociticas por meio da ativacdo das
proteinas da tirosina quinase seguido pelo recrutamento de filamentos de cinase e de actina PI-
3 (de Souza et al., 2010). Os parasitos ao invadirem os macréfagos séo alojados em vacuolos
parasitéforos, e logo evadem, pois a fusdo dos lisossomos com os vacuolos anula esse processo

de saida, impedindo que o parasito se desenvolva (Andrade e Andrews, 2004).

1.4 Resposta imune contra o Trypanosoma cruzi

A fase crénica e a fase aguda da doenca de Chagas possuem perfis de resposta imune
distintas contra o parasito. No primeiro momento da infeccdo ha um desencadeamento da
resposta imune inata com aumento das citocinas Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
Interferon-gama (IFN-y), interleucina (IL)-12 e de éxido nitrico (NO). Com a evolucdo da
infeccdo o repertorio imunoldgico torna-se especifico com participacéo de linfocitos T e B,
producéo de anticorpos como a imunoglobulina G (IgG), producao de citocinas como IL-12 e

IFN-v, e ativagdo de macrofagos (Tarleton, 2007; Camargo et al., 2014).

Os componentes da resposta imune inata como macrofagos, células Natural Killer (NK)
e as células dendriticas, possuem fungdes cruciais na resposta contra o T. cruzi, principalmente

na deteccdo e reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) por
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meio dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), dentre eles os receptores do tipo
Toll (TLR) (Tarleton, 2007). As ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes na
membrana de superficie do parasito sdo uns dos principais PAMPs e sdo potentes ativadores
dos TLR2 e TLR6 (Campos et al., 2001). Estudos demonstram que fragmentos do DNA
gendémico do T. cruzi estimulam macro6fagos e células dendriticas a produzirem citocinas pro-
inflamatorias através do reconhecimento por TLR9, ativando o fator de transcri¢cdo nuclear
kappa B (NF-xb) via MyD88 o que resulta na producdo de TNF-y e interleucina (IL) 2
(Rodrigues et al., 2012).

As células NK tem caracteristicas protetoras sobre a infec¢do, pois elas sao as principais
produtoras de IFN-y, que além de provocarem a lise dos alvos reconhecidos pelos PRRs e
atuarem como células apresentadoras de antigenos para as células que compdem a resposta
imune adaptativa (Sathler-Avelar et al., 2009). Os macréfagos durante a infec¢do por T. cruzi
aumentam a producdo de IL-12 que estimula as células NK a produzirem mais IFN-y e 1L-12
produzida pelos macréfagos também faz retroalimentacdo nestas células acarretando em
aumento da producdo da propria IL-12, de TNF-a e de NO, que contribuem para a eliminacéo
do parasito (Camargo et al., 1997). Além disso, os macréfagos também ativam as células T e B
ao apresentarem antigenos via Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe
| (Tarleton, 2007).

A fase cronica da DC, requer a participacdo das células T CD4* e T CD8" controlando
0 parasito, sem elimina-lo (Tarleton et al., 1994; Cuellar et al., 2009). Cerca de 30% dos
pacientes sdo sintomaticos na fase crénica, e mecanismos como a resposta imune disfuncional
e 0 gendtipo do parasito estdo relacionados no desenvolvimento destes sintomas (Ripoll et al.,
2017). A ativacdo das células T CD8" é primordial para o controle da infeccdo causada pelo T.
cruzi, visto que essas células secretam perforinas e granzimas que induzem atividades
citotoxicas nas células hospedeiras. Além disto, estas células estimulam a producdo de IFN-y
que desencadeia a producéo de IL-12, TNF-a nos macréfagos, resultando na eliminagéo do
parasito (Camargo et al., 1997) (FIG. 6).
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Figura 06 — Resposta imune inata e adquirida durante a infeccao por Trypanosoma cruzi
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Durante a invasdo do T. cruzi, a imunidade inata desempenha um papel primordial na resisténcia do hospedeiro a
infecgdo pois atua como a primeira barreira onde as células pertencentes a esse sistema (macrdfagos, NK e células
dendriticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-a. e IFN-y) e moléculas efetoras (reativos intermediarios de
nitrogénio e oxigénio) que controlam a multiplicacdo do parasito. Ao mesmo tempo, células da resposta imune
inato, particularmente, as células dendriticas, fazem uma ligagdo entre a imunidade inata e adquirida, produzindo
citocinas (IL-12) necessérias para a diferenciacdo e expansdo clonal de células T auxiliar 1 (T helper 1 — Thl)
CD4*, assim como células T CD8* e B. O IFN-y produzido por células Th1 CD4* ou células T CD8*, ativam 0s
macro6fagos, que destroem as formas amastigotas e as tripomastigotas fagocitadas, enquanto que a atividade
citotoxica realizada pelas células T CD8* destroem células com as formas amastigotas internalizadas (Junqueira
etal., 2010).

Estudos afirmam que anticorpos anti-T.cruzi sdo os responsaveis pela sobrevida de
camundongos susceptiveis durante a fase aguda da infeccdo, além de manter os niveis de
parasitemia baixo na fase crénica. A ativacdo policlonal de células B na fase aguda e na fase
cronica é vista em camundongos infectados. Este evento provoca uma hipergamaglobulinemia
poliisotipica caracterizadas por producdo aumentada de 1gG2a e 1gG2b especificos anti-T. cruzi
(Spinella et al., 1992; EI Bouhdidi et al., 1994).

Durante a infeccdo causada pelo T. cruzi ha respostas que mediam a producdo de
citocinas anti-inflamatdrias para contra balancear as citocinas pro-inflamatdrias, afim de
prevenir lesdes nos tecidos infectados. As principais citocinas anti-inflamatdrias sdo as IL-10 e
a TGF-B (Fator de Transformagao do Crescimento Beta) (Li e Flavell, 2008). A resposta do tipo

Th2 esté envolvida nesse mecanismo de producao de citocinas anti-inflamatorias, ao passo que

___Dissertagdo de Mestrado Guilherme Augusto Roza




32

a resposta do tipo Thl tem efeito protetor, produzindo uma resposta anti-T. cruzi (Tarleton,
2000).

1.4.1 Papel dos macréfagos durante a infec¢do por Trypanosoma cruzi

Os macrofagos sdo células primordiais do sistema imunoldgico, participando da
imunidade inata e condicionando a adaptativa. Séo células hematopoiéticas fagociticas
proveniente da medula dssea, por meio da linhagem mieloide/fagocitica mononuclear, sendo
que os mondcitos sdo seus precursores que circulam temporariamente na corrente sanguinea e

gue migram para os tecidos onde se diferenciam (Appelberg, 2005) (FIG. 07).

Figura 07 — Células da linhagem mielocitica percussoras dos macréfagos
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Fonte: adaptado de (King e Goodell, 2011)

Os macréfagos sdo fundamentais para possibilitar um funcionamento normal do
hospedeiro através do controle dos processos que inibem ou estimulam as agdes inflamatdrias,
do desenvolvimento de tecidos e da sua cicatrizagdo. Entretanto, os macrofagos podem ter
também um impacto no agravamento de certas patologias, por exemplo, na doenca de Chagas
(de la Torre et al., 2008; Gutierrez et al., 2009; Epelman et al., 2014).

Os macrofagos séo ativados por duas vias, a classica e a alternativa. Estas duas vias dao
origem a macrofagos M1 e M2, respectivamente, que possuem diferentes designacbes e
finalidades, devendo se encontrar num estado de equilibrio para um conveniente funcionamento
do sistema imunologico (FIG 08) (Mosser e Edwards, 2008; Geissmann et al., 2010). Os
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macrofagos M1 desempenham um papel fundamental na protecdo a patdgenos intracelulares e
a células cancerigenas em virtude da sua grande atividade citotoxica. A ativacao classica é
mediada por estimulos do IFN-y, TNF-a, receptores TLR e lipopolissacaridos, resultando na
producdo de IL-1, IL-12, IL-23, TNF-a, bem como o NO (Geissmann et al., 2010). Os
macrofagos M2 se originam da ativacdo da via alternativa mediada pela IL-4, IL-10 e IL-13 e
desencadeia a secrecéo de IL-10, por exemplo. Este macrdfago promove a limpeza de possiveis
detritos e esta relacionado a eliminacdo de patdgenos extracelulares. (Pixley e Stanley, 2004;
Nathan, 2014).

Figura 08 — Ativacdo dos macro6fagos e origem das populacGes M1 e M2

Ativacdo davia cldssica _—

" Ativacdo da via alternativa

CITOTOXIDADE HOMEOSTASE IMUNOSSUPRESSAO

Fonte: adaptado de: (Miron et al., 2013)

Os macréfagos sdo uns dos alvos principais do T. cruzi, além de serem elementos
essenciais paraa compor a resposta imune contra o parasito. Uma vez que esta célula internaliza
0 parasito ocorre um aumento na producdo de TNF-a e IL-12 secretadas pelos macrofagos. Esta
IL-12 produzida estimula as células Natural Killer (NK) a aumentarem a secre¢do de IFN-y,
que tem funcéo de ativar os macrofagos e estes produzem moléculas efetoras, por exemplo o
NO, que eliminam o parasito. Esta citocina IFN-y também atua nas células T, fazendo que estas
se diferenciem para um perfil Thl. O TNF-a secretado por esses macrofagos na presenga do
parasito também atua no estimulo das células NK assim como a IL-12. Os macréfagos possuem
a capacidade de se ativerem com essas citocinas em uma retroalimentagéo, e desta forma

conseguirem eliminar o T. cruzi (Tarleton, 2000; Junqueira et al., 2010).
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Ambas citocinas pré-inflamatorias produzidas por macréfagos (IFN-y e TNF-a)
infectados induzem uma grande producdo de NO em macréfagos por meio da atividade
enzimatica do éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que oxida a l-arginina e transfere os

elétrons do NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) (Cardoso et al., 2016).

O NO ao reagir com o oxigénio (O2) produz o peroxinitrito (ONOO-), um oxidante
potente e uma molécula de atividade citotoxica altamente eficiente contra o T. cruzi (Radi,
2013; Alvarez et al., 2011; Cardoso et al., 2016). O peroxinitrito lesiona as células por meio da
peroxidacao lipidica, resultando na perda da integridade da membrana e a funcdo da proteina
da membrana, bem como a fungdo mitocondrial, o que resulta em morte celular (Radi, 2013;
Cardoso et al., 2016). Além disso, os radicais livres intermediarios produzidos a partir de
ONOO-, por exemplo didxido de nitrogénio (NO2), hidroxilo (OH) e carbonato COs,
conseguem colaborar com a oxidacdo e nitracdo de proteinas, lipidios e DNA, levando a
mutacdes e erros de transcricdo (Piacenza et al., 2013; Radi, 2013). O estresse oxidativo
causado pelo NO também ¢é prejudicial para o hospedeiro, por ser capaz de causar danos aos
tecidos (Gutierrez et al., 2009).

1.4.2 Mecanismos de evasao do sistema imune

O T. cruzi possui uma série de mecanismos para evadir da resposta imune do hospedeiro
vertebrado, o que resulta na persisténcia do parasito e desenvolvimento de infeccdo cronica
(Zhang e Tarleton, 1999; Paiva et al., 2012; Galizzi et al., 2013). Esses mecanismos de evasdo
dependem de fatores como a variabilidade de antigenos de superficies do parasito, producdo de
moléculas que possuem a capacidade imunodulagdo e a resisténcia a acdo do sistema

complemento que permite a permanéncia do parasito (DosReis, 2011).

As tripomastigotas metaciclicas e as sanguineas expressam proteinas capazes de inibir
0 sistema complemento, como a gpl160, tambem conhecida como Proteina de Trypanosoma
cruzi com atividade Reguladora do Complemento (Tc-CRP), gp58/68, calreticulina e a proteina
denominada de fator de aceleragdo do enxerto de tripomastigota (T-DAF) (Tambourgi et al.,
1993; Ramirez et al., 2010; Norris et al., 1991). As Tc-CRPs sdo glicoproteinas ancoradas na
superficie das tripomastigotas e séo capazes de inibir a formacgéo do C3 convertase, assim como
as T-DAF (Norris et al., 1991; Tambourgi et al., 1993). As calreticulinas e as gp58/68 (gp58)
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reprimem as fases iniciais da via classica e da lectina ou alternativa, respectivamente. Ja a
proteina trispanante de inibidor do receptor C2 (CRIT) é capaz de inibir a via de ativacdo da

lectina e impossibilitar a acdo do complemento (Idos et al., 2009) (FIG. 09).

Figura 09 — Mecanismos de evasao do sistema complemento do Trypanosoma cruzi

\\_ Convertase Convertase MAC  convertase Convertase 4

Para reprimir a lise, o T. cruzi depende de moléculas, como calreticulina e gp58, que blogueiam as fases iniciais
das vias classica/lectina ou alternativa, respectivamente, e CRIT, T-DAF, CRP que perturbam ou blogueiam a
montagem C3 convertase. Ag, antigeno; Carb, carboidrato; Calre, calreticulina (Cardoso et al., 2016).

O T. cruzi dispde de um sistema antioxidante que tem a capacidade de invalidar os
efeitos do NO e ions superdxidos nos fagossomos de macréfagos. Esse mecanismo é composto
por enzimas detoxificadoras que produzem e utilizam compostos redutores a fim de inativar os
reativos do oxigénio, resultando na sobrevivéncia do parasito que ndo é destruido e pode
alcancar o citoplasma da célula hospedeira e assim iniciar seu processo de multiplicacdo
(Nagajyothi et al., 2012).
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2 Justificativa

As manifestagdes clinicas da doenca de Chagas sdo decorrentes do perfil da resposta
imune do hospedeiro vertebrado montada frente ao T. cruzi. Sabe-se que 0s mecanismos da
resposta imune sdo intrinsecos e dindmicos e envolvem mdltiplos fatores, tanto do parasito
como a diversidade genética, expressdo de proteinas, quanto do hospedeiro, como o perfil de
resposta imune, fatores genéticos e condi¢es clinicas.

O parasito possui grande diversidade genética que pode estar diretamente relacionada
com diferentes manifestacbes clinicas da doenca, devido que a expressdo de proteinas de
membrana parece estar diretamente relacionada a essa diversidade. Estas proteinas sdo
esséncias na interacdo com o hospedeiro, pois estao relacionadas com a interacdo com as células
alvos, bem como evadir da resposta imune ou até mesmo influenciar na montagem desta

resposta ao serem apresentadas como antl’genos.

Além disso, as formas evolutivas do parasito, as tripomastigotas metaciclicas e
tripomastigotas prociclicas (de cultura ou sanguineas), sdo infectivas para o ser humano e
possuem expressao de proteinas diferentes, ou seja, podem acarretar em respostas imunes
distintas. Portanto, avaliar essa resposta frente a essas formas evolutivas do parasito se faz
necessario para melhor compreender essa interacao e avaliar possiveis divergéncias que podem

estar relacionadas em possiveis futuras manifestacGes clinicas no hospedeiro.

Durante o curso da infec¢do por T. cruzi a resposta imune que o hospedeiro monta
corrobora na evolucdo dessa infec¢do, visto que o controle da proliferacdo do parasito pode ou
ndo ser controlada, da mesma forma que a producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias
pode acarretar em dano para o hospedeiro. Os macrofagos sdo componentes fundamentais essa
resposta, pois sd@o 0s primeiros a controlarem a proliferacdo do parasito na fase aguda, bem
como iniciar a producdo de NO e de citocinas como a IL-12, TNF-a, que em excessos podem

causar danos ao hospedeiro.

A diversidade da populacdo de macrofagos produzidos pelo hospedeiro também possui
papel fundamental no curso da infeccdo, pois podem induzir uma resposta mais protetora ou
ndo. Macrofagos da populacdo M1 estdo relacionados a uma resposta mais protetora para o
hospedeiro, pois estes induzem a producdo de NO e de citocinas, como IL-12, INF-y e TNF-a

que conseguem eliminar o parasito. J& os macrofagos M2 estdo relacionados a uma
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imunossupressao, induzindo a producdo de IL-10, por exemplo, que tem acdo de regulacédo
negativa nas respostas inflamatorias, realizando uma homeostase desta resposta, o que pode
acarretar em uma falha do controle do parasito e acarretar em uma suscetibilidade a infecgéo.
Desta forma, o background genético apresentado pelo hospedeiro em desenvolver mais

macréfagos M1 ou M2 também influéncia no percurso da infeccéo pelo T. cruzi.

Portanto, este trabalho se justifica na importancia de avaliar a influéncia do background
genético dos macrofagos isolados de linhagens distintas de camundongos durante o curso da
infecgdo por T. cruzi em diferentes cepas e DTUs, bem como em formas infectivas (metaciclicas
e prociclicas). Desta forma, este trabalho visa em compreender o perfil de citocinas produzidas

por esses macrdfagos e a producdo de moléculas efetoras, como o NO.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de infeccdo por cepas de T. cruzi em macrofagos peritoneais isolados

de camundongos Balb/c e C57BL/6 com formas tripomastigotas de cultura e metaciclicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a genotipagem segundo as DTU’s dos isolados de T. cruzi;

2. Auvaliar a producdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c e
C57BL/6 apos infeccdo com formas tripomastigotas de T. cruzi;

3. Correlacionar as diferentes formas de obtencdo das tripomastigotas de T. cruzi com 0s
niveis de 6xido nitrico produzidos pelos macrofagos peritoneais;

4. Quantificar os niveis das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-o produzidas por macrofagos
peritoneais das diferentes linhagens de camundongos com formas tripomastigotas de T.
cruzi;

5. Correlacionar as diferentes formas de obtencdo das tripomastigotas de T. cruzi com 0s

niveis das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-a produzidas pelos macrofagos peritoneais;
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4.1. Aspectos éticos e apoio financeiro

O projeto referente a esta dissertacdo foi submetido a apreciacdo e aprovacgédo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFTM, sob protocolo de n°
23085.003914/2017-91 (anexo A). Para a realizacdo das atividades previstas foram utilizados
recursos materiais e financeiros provenientes da UFTM e da Coordenagao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

4.2. Selecdo das cepas de Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi: AQ-4 e Hel, obtidas do banco de cepas da
Disciplina de Parasitologia da UFTM. A cepa AQ-4 foi isolada do vetor silvestre, Triatoma
sordida, em Aguas Quente — Bahia, enquanto a cepa Hel foi isolada de um paciente. Esses
parasitos foram mantidos em diferentes formas de cultivo para obter as formas tripomastigotas
gue posteriormente foram utilizadas para infectar in vitro os macréfagos peritoneais, conforme

descrito a seguir.

4.2.1.Obtencao das formas tripomastigotas de cultura celular

Para a obtencédo das formas tripomastigotas de cultura celular (TCC), foram utilizadas
células epiteliais de rim de macaco Rhesus (MK2) cultivadas em meio DMEM/F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 0,12% de carbonato de sddio (NaHCOs3) e 10uL/mL de
Gentamicina. Essas culturas foram mantidas em incubadoras a 37°C e 5% de dioxido de carbono
(COy).

Apo6s a proliferagdo das células MK2, estas foram incubadas juntamente com
tripomastigotas metaciclicas de ambas as cepas de T. cruzi. As formas TCC foram recuperadas
no sobrenadante das culturas ap06s 10 dias da infeccdo. Este sobrenadante foi centrifugado a 500
X g por 5 minutos em temperatura ambiente, afim de obter um sobrenadante livre das formas
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amastigotas do parasito. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 2000 xg por 10 minutos
a 4°C, posteriormente os parasitos foram ressuspendidos em 2mL de soro fisiologico 0,9% e
feito a contagem das formas TCC em camera de Neubauer e aplicada a seguinte equacgéo

numérica para obter o total de parasitos:

Total de parasitos= niimero de parasitos contado em 25 campos X 10* x volume do

meio

Um total de 5x10° TCC foram utilizadas para infectar os macréfagos peritoneais
conforme descrito no item 5.4.1.

4.2.2.0btenc¢do das formas tripomastigotas metaciclicas infectantes

Para obter as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes (TMI), foram mantidas
culturas das formas epimastigotas em meio de cultura LIT (Liver InfusionTryptose)
(CAMARGO, 1964) suplementado com SFB 10% e mantidas em uma temperatura constante
de 27°C. Em intervalos de trés dias foi feito o acompanhamento do desenvolvimento e
crescimento das formas epimastigotas através de confeccao de ldminas contendo 5uL do meio
e feito analise em microscopio 6ptico na objetiva de 400x. Conforme a necessidade, foi
acrescentado meio LIT aos tubos de cultura até atingirem o volume final de 30mL. Apos
atingirem o volume final, aguardou até 0 momento em que os parasitos alcancaram a fase
estacionaria de seu crescimento e foram submetidos a metacicligéneses in vitro através do meio
de cultura TAU (Artificial Triatomine Urine) (Contreras V. T., et al., 1985).

Os meios de culturas foram centrifugados a 2.000 xg, por 10 minutos a 4°C, de modo a
obter um pellet de epimastigotas, o qual foi ressuspendido em meio TAU e incubado por duas
horas a 28°C. Ap0s esse perido de incubacdo, foi realizado nova centrifugagéo a 2.000 x g, por
10 minutos a 4°C, e o pellet de parasitos obtidos foi ressuspendido em 10 mL meio TAU
suplementado com L-prolina, cido glutdmico, acido aspartico e glicose (Contreras V. T, et al.,
1985), e mantido em garrafas de cultura de 25cm?® & temperatura constante de 28°C sem nenhum
tipo de agitacéo por 4 dias. No quarto dia, foi coletado o sobrenadante do meio de cultura para
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recolher as formas TMI. Esse sobrenadante foi centrifugado a 2.000 x g, por 10 minutos a 4°C,
de modo a obter um pellet de parasitos o qual foi ressuspendido em 2mL de soro fisiologico
0,9% e feito purificacdo por coluna de dietilaminoetil celulose (DEAE-C) para a obtencdo de
formas metaciclicas. A contagem das formas TMIs foi realizada em camera de Neubauer e
5x10° TMiIs foram utilizadas para infectar os macréfagos peritoneais conforme descrito no item
5.4.1.

4.3. Caracterizacgado genética das cepas de Trypanosoma cruzi

4.3.1. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA (acido desoxirribonucleico) gendmico foi feita utilizando um kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega seguindo o protocolo do
fabricante. A extragdo foi feita de 1x107 epimastigotas de ambas as cepas obtidas do meio de
cultivo em meio LIT. Apds a extracdo, a quantificacdo do DNA extraido foi realizada no

Nanodrop®.

4.3.2. Analises de acidos nucleotideos

Para identificar o T. cruzi e confirmar que a cultura ndo tinha contaminagdo pelo
protozoério flagelado Trypanosoma rangeli, foi utilizada o protocolo de reacdo em cadeia da
polimerase duplex (PCR duplex) descrita por Chiurillo e colaboradores em 2003. Esta PCR
duplex tem como alvo as regides subteloméricas do T. cruzi e do Trypanosoma rangeli. Para o
T. cruzi o alvo da PCR foi uma jung@o telomérica utilizando os iniciadores Tc189Fw (5°-
CCAACGCTCCGGGAAAAC-3’) e o Tcl89Rv (5’-GCGTCTTCTCAGTATGGACTT-3’)
que amplificam um fragmento de 100bp. Para detectar o T. rangeli o alvo foi uma regido
subtelomérica utilizando os iniciadores TrF3 (5’-CCCCATACAAAACACCCTT-3") TrR8 (5°-
TGGAATGACGGTGCGGCGAC-3’) que amplifica um fragmento de 170bp.
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As reacdes de amplificagdo foram feitas em um volume final de 30 pL contendo 0,24
mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 30 mM de KCI, 0,4 uM dos iniciadores, 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e 50ng de DNA gendmico. O programa de amplificacdo foi de
desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 40 segundos,
anelamento a 55°C por 40 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos, a extensdo final de 72°C
por 10 minutos. Foi utilizado uma amostra de DNA da cepa Cas4 de T. rangeli como controle
positivo para este parasito. As amplificacdes foram confirmadas em gel de agarose 1,5% corado

com brometo de etidio.

4.3.3.Caracterizacdo das DTUs

Para determinar as DTUs das cepas de T. cruzi foi utilizada a PCR- Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) que teve como alvo o gene TcSC5D (Sterol C-
5 Desaturase de T. cruzi) (Cosentino e Aglero, 2012). Foram utilizados os iniciadores
TcSC5D-fwd (5'-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3") e TcSC5D-rev (5'-
TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3") que amplificam um fragmento de 832bp que contém o
polimorfismo associado com o sitio de restricdo da endonuclease Hpal e/ou Sphl. Nesse
fragmento os sitios de restricdo da Hpal sdo encontrados em homogozidade no grupo Tcl
(resulta em fragmentos de 177 e 655bp) e no grupo Tcll (231 e 601bp), ja os sitios de restri¢do
da Sphl sdo encontrados em homogozidade no grupo Tclll (337 e 495bp). O grupo TclV nao
possui os sitios de restricdo da Hpal ou Sphl no fragmento de 832bp. Os grupos TcV e TcVI
possuem os sitios de restricdo de ambas endonucleases em heterogozidade no fragmento de

832bp (gerando fragmentos de 231, 337, 495 e 601bp em ambos 0s grupos).

Os protocolos foram seguidos de acordo como foi descrito por Cosentino e Agero,
2012. As reacdes foram feitas em um volume final de 25 pL contendo 10 pmol de cada
iniciador, tamp&o de PCR (Invitrogen), MgCl2 1,6 mM, DNA genémico de 50-100 ng, dNTPs
200 mM e 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). As condi¢cdes de PCR foram as seguintes:
94 ° C durante 5 min; 35 ciclos de 94 ° C por 30 s; 55 ° C por 30 s; 72 ° C por 30 s; e extensao
final a 72 ° C durante 5 min para amplificacdo de TcSC5D. Os produtos amplificados foram

observados em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio.
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Foram retiradas aliquotas de 20 uL. dos produtos amplificados que foram digeridas com
1U da enzima Hpal (NEB R105) a 55 ° C durante 1 h e com 1U da enzima Sphl (NEB R0182)
a 37 ° C durante 1 h. Foi utilizado uma amostra da cepa CL Brener, previamente caracterizada
como TcVI, como controle positivo da acdo das enzimas Hpal e Sphl. Os fragmentos resultantes

da digestéo foram observados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.

4.4. Obtencao dos macréfagos peritoneais de camundongos

Foram utilizados cinco camundongos da linhagem C57BL/6 e cinco Balb/c machos,
com idade de 6 a 8 semanas com peso entre 20-25g, para isolar os macréfagos peritoneais. Foi
feito estimulacdo de proliferacdo de macréfagos peritoneais com a aplicacdo de 1mL de
tioglicolato a 3% por via intraperitoneal em cada animal. Ap6s 3 dias, esses animais foram
anestesiados com tiopental sédico, eutanasiados por deslocamento cervical e feito lavado com
soro fisioldgico 0,9% gelado da regido peritoneal, afim de obter os macréfagos. Esse lavado foi
centrifugado a 2000 x g por 10 minutos a 4°C, e o pellet obtido foi ressuspendido em meio
DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
suplementado com 10% de SFB, 0,12% de NaHCOs e 10pL/mL de Gentamicina. Foi realizado
a quantificagdo das células obtidas em cdmara de Neubauer e 1x10° macrofagos foram
cultivados em cada pogo de uma placa de cultivo de 24 po¢os em um volume final de 1000uL
e incubado a 37°C 5% de CO> por 3 horas para as células aderirem no fundo da placa.

4.4.1. Infeccdo dos macrofagos peritoneais

Ap0ls os macrdofagos serem transferidos para as placas e aguardado o periodo para se
aderirem, foi inoculado em cada pogo de cultura 5x10° de cada forma de tripomastigotas de
cada cepa, conforme esquema representado na figura 10. Portanto, tivemos as TCC e TMI das
cepas AQ-4 e Hel inoculados em macréfagos de camundongos C57BL/6 e de Balb/c. Esse

experimento foi feito em trés réplicas técnicas.
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Figura 10 — Mapa das placas de 24 pogos com os cultivos de macréfagos infectados com as
formas tripomastigotas de T. cruzi das cepas AQ-4 e Hel.
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A. Placa de cultivo de macréfagos intraperitoneais isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com as formas
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel. B. Placa de cultivo de macrofagos intraperitoneais isolados dos
camundongos Balb/c infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel. C. Placa de cultivo de
macro6fagos intraperitoneais isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com as formas tripomastigotas de T.
cruzi da cepa AQ-4. D. Placa de cultivo de macréfagos intraperitoneais isolados dos camundongos Balb/c
infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa AQ-4. TCC: Tripomastigotas de cultura celular,
TMI: Tripomastigotas metaciclicas infectantes, mg: macréfagos.

4.5. Quantificacdo do 6xido nitrico (NO)

Ap0s 4 e 24 horas da infeccdo dos macrofagos com as formas tripomastigotas das cepas
AQ-4 e Hel, foi feita a determinacdo de NO utilizando a reacdo de Griess (Huygen, 1970), na
qual é feita a quantificacdo de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos como parametro
indireto da producédo de NO. Para tanto, foram acrescentados 50pL do sobrenadante de cultura
dos macrdéfagos descrito no item 5.4.1 em cada poco e, em seguida adicionados 50yl da solugéo
de revelacdo na diluicdo 1:1 das solucdes de 1% sulfanilamida em 5% H3PO4 e solucéo 0,1%
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NEED. A quantificagdo de NO foi feita atraves da leitura da absorbancia em espectrofotémetro
no comprimento de onda de 554nm. Os resultados foram calculados a partir de uma curva-

padrdo (NaNO-) e expressos em UM entre os limites de deteccdo de 7,81 pg/pL a 1000pg/pL.

4.6. Quantificacdo das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a

Para quantificar a producdo da IL-6, IL-10 e TNF-a foi feito pelo ELISA (Enzyme
Likend ImmunonoSorbent Assay) utilizando os kits comerciais, seguindo os protocolos de
ensaios conforme determinado pelo fabricante (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Resumidamente, foram adicionados 100uL/poco do anticorpo de captura diluidos em tampéo
fostato (para ensaio da IL-10 e TNF-a) e tampao carbonato de sodio (para ensaio da IL-6). As
placas foram incubadas overnight a 4°C.

Ap0s esse periodo de incubacao, as placas foram lavadas com tampé&o de lavagem (PBS
1x com 0,05% de Tween). Foram acrescentados 200uL/pogo de PBS/SFB 1% para bloquear o0s
sitios de ligacdo desocupados e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e adicionados 100uL das amostras do sobrenadante de todas as condigdes
de culturas descritas no item 5.4.1 e citocinas recombinantes em dilui¢des de concentragdes
conhecidas foram plaqueadas. Essas placas foram incubadas por 2 horas em temperatura
ambiente e logo apds foram lavadas. Adicionou-se 100uL/pogo de anticorpo de deteccdo
juntamente com streptavidina e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Apos a lavagem
foram adicionados 100uL/ poco de tetrametilbenzadina e incubado por 30 minutos em local
escuro e em temperatura ambiente. Apds esse periodo de incubacdo foram adicionados

50uL/poco de solucdo de parada (H2SO4 2N).
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5.1. Caracterizacdo genética das cepas de T. cruzi

Foram utilizadas neste estudo duas cepas de T. cruzi e para confirmar que a cultura
axénica era pura foi feita a PCR-duplex para a amplificacdo das regides subteloméricas do T.
cruzi, gerando fragmento de 100bp, e T. rangeli, com fragmento de 170bp. A figura 11 mostra
0 gel com a amplificacdo do DNA extraido das culturas axénicas em meio LIT de ambas as
cepas, mostrando que ndo havia contaminacdo por T. rangeli, o que resultou em uma cultura

pura de T. cruzi.

Figura 11 — Produtos da amplificacdo das regides subteloméricas do T. cruzi e T. rangeli a partir
do DNA genbmico extraido das culturas axénicas em meio LIT das cepas AQ-4 e Hel de T.
cruzi revelados em gel de agarose 1,5%.

MM Hel AQ-4 Cas4 CN

500bp

200bp
100bp

MM: Marcador de peso molecular de 100bp; Hel: Amostra da cultura axénica em meio LIT da cepa Hel de T.
cruzi; AQ-4: amostra da cultura axénica em meio LIT da cepa AQ-4 de T. cruzi; Cas4: amostra da cepa Cas4 de
T. rangeli. CN: Controle negativo.

A determinacdo do grupo da DTU tambem foi realizada pela amplificacdo do gene da
TcSC5D (fragmento de 832bp) (FIG. 12.A) e em seguida digestdo pelas enzimas Hpal e Sphl
do DNA gendmico extraido das culturas axénicas em meio LIT das cepas AQ-4 e Hel. A
amostra da cultura da cepa Hel resultou em dois fragmentos de 231 e 601bp, 0 que caracteriza
esta cepa como pertencente ao grupo Tcll. JA o DNA genémico extraido da cultura da cepa AQ-

4 apos a digestdo gerou dois fragmentos de tamanhos 177 e 655bp, determinando esta cepa
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como Tcl. Uma amostra de DNA gendmico da cepa CL Brener de T. cruzi previamente
caracterizada como do grupo TcV|, foi utilizada como controle positivo da acdo da Hpal e Sphl,
pois neste grupo devido a heterogozidade no fragmento de 832bp que apds digestdo gera
fragmentos de 231, 337, 495 e 601bp, conforme figura 12.B.

Figura 12 — Produtos da amplificacdo do gene TcSC5D e da digestao pelas enzimas Spal e Sphl
do DNA gendmico extraido das culturas axénicas em meio LIT das cepas Hel e AQ-4 para
determinacédo de DTU.

A. B.
MM  Hel AQ4 CL CN MM  Hel AQ4  CL

500bp

800bp
T00bp
600bp
$00bp

600bp

SO0bp

300bp

200bp

A. Amplificagdo do gene TcSC5D do DNA gendmico extraido das culturas axénicas em meio LIT das cepas Hel
e AQ-4 de T. cruzi. MM: marcador de peso molecular de 100bp; Hel: amostra da cultura da cepa Hel; AQ-4:
amostra da cultura da cepa AQ-4; CL: amostra da cepa CL Brener. B. Resultado da digestdo das enzimas Spal e
Sphl dos produtos da amplificacdo do gene TcSC5D. MM: marcador de peso molecular de 100bp; Hel: amostra
da cultura da cepa Hel; AQ-4: amostra da cultura da cepa AQ-4; CL: amostra da cepa CL Brener (TcVI) como
controle positivo da acdo das enzimas.

5.2. Quantificacdo da producéo de NO

Apds a infeccdo das culturas de macrofagos peritoneais com tripomastigotas de T.
cruzi das cepas Hel e AQ-4, foram feitas as quantificacGes das producdes de NO em todas as
condicGes de cultivo com 4 horas e 24 horas de infec¢do (FIG.13). N&o foram observados niveis
detectaveis de NO em nenhuma condi¢do de cultivo (macrofagos isolados de Balb/c ou
C57BL/6) apos 4 horas de incubagdo com ambas as cepas de T. cruzi. Ao analisar os niveis de

producdo de NO em relacdo ao background genético dos macréfagos apos 24 horas, observa-
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se que os isolados dos camundongos C57BL/6 produziram cerca de 297% a mais que a condi¢éo

basal, enquanto que nos macrofagos de Balb/c foram de 235% a mais.

Em relacdo as cepas do parasito, nota-se a cepa Hel foi mais indutora, cerca de 323%
amais que a AQ-4 em ambos isolados de macréfagos. Quando comparadas as formas evolutivas
TCC e TMI da cepa AQ-4, observa-se que ndo houve diferenca nos niveis de producdo nos
macrofagos de C57bl/6, ambas induziram cerca 132% a mais que o estado basal. Ja para 0s
macrofagos de Balb/c as formas TCC foram mais indutoras (118% a mais que o basal) que as
TMI, que tiveram niveis com 42% inferiores ao estado basal. No entanto, as formas TMI da
cepa Hel tiveram niveis detectaveis mais elevados (429% a mais que o basal) que as formas
TCC (300%) quando comparadas nos os macrdfagos isolados de Balb/c, e niveis iguais nas

infeccBes com macrdfagos dos camundongos C57BL/6.

Figura 13 — Quantificacio da producéo de Oxido Nitrico nas culturas de macréfagos peritoneais
isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi.

A. Balb/c AQ-4 24 horas B. Balb/c Hel 24 horas

NO (uM)
NO (uM)

.
|

TCC

C57BL/6 AQ-4 24 horas C57BL/6 Hel 24 horas

NO (uM)
NO (uM)

TCC

TCC ™!

TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes. A linha tracejada indica
os niveis de producao de NO na condicéo das culturas de macrofagos sem a presenca do parasito.
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5.3. Quantificacdo da producéo de IL-6

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos isolados dos camundongos C57BL/6 e
Balb/c infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel e AQ-4, foram
utilizados para quantificar a produgdo da IL-6, conforme figuras 14 e 15. Os macr6fagos com
background genético da linhagem de camundongos Balb/c induziram uma producgéo de IL-6
superior ao basal (em média de 112%), tanto com 4 e 24 horas de infec¢do, quando comparado

com os macréfagos dos camundongos C57BL/6 (em média de 72% a mais).

Em relacdo as cepas de T. cruzi, na Hel observou uma produgdo maior da IL-6 quando
comparada ao basal (138% a mais no Balb/c e 136% no C57BL/6), do que na cepa AQ-4 (87%
no Balb/c e 123% a mais no C57BL/6).

As formas TCC das duas cepas mostraram uma producdo maior da citocina em 4 e 24
horas, em relacdo ao basal (em média de 194% a mais), quando comparadas com as formas
TMI (20%), independentemente do background genético dos macrofagos e das cepas de T.

cruzi.
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Figura 14 — Quantificacdo da producao da citocina IL-6 nas culturas de macrofagos peritoneais
isolados dos camundongos Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

A. Balb/c Hel 4 horas B. Balb/c Hel 24 horas

C. Balb/c AQ-4 4 horas D. Balb/c AQ-4 24 horas

IL-6 (pgiml)

TCC

TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes. A linha tracejada indica
os niveis de producdo de IL-6 na condigdo das culturas de macréfagos sem a presenca do parasito.
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Figura 15 — Quantificacdo da producdo da citocina IL-6 nas culturas de macrofagos peritoneais
isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
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TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes. A linha tracejada indica
os niveis de producdo de IL-6 na condigdo das culturas de macréfagos sem a presenca do parasito.

5.4. Quantificacdo da producéo de TNF-a

Assim como foi para a IL-6, também foram dosados os niveis de TNF-a nas culturas de
macrofagos infectados com T. cruzi da cepa Hel e AQ-4 (FIG.16). Os resultados demonstraram
gue houve niveis detectaveis apenas nos macrofagos isolados dos camundongos Balb/c. Ao
correlacionar as cepas do parasito, observou que a cepa Hel ndo teve niveis detectaveis em
nenhum isolado de macréfagos. Ja a cepa AQ-4 apresentou niveis detectaveis nos macréfagos
Balb/c com aumento consideravel ao comparar os tempos de infec¢do de 4 e 24 horas, em media

de 18% e 254%, respectivamente, a mais que 0s niveis basais.

Em relacdo as formas evolutivas que possuem a capacidade de infectar hospedeiro
vertebrado, nas formas TCC observou niveis mais elevados do TNF-a (cerca de 393% a mais)
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quando comparadas com as formas TMI, que tiveram niveis inferiores ao encontrado nas
condic@es basais (aproximadamente 21% a menos). Curiosamente, outro ponto que destaca é 0
aumento consideravel desta citocina com o passar do tempo de infec¢éo, onde foi visto que com
4 horas as formas TCC de AQ-4 induziram uma producdo média de 1138,9pg/mL e com 24

horas passou para o valor médio de 1962,32pg/mL

Figura 16 — Quantificacdo da producdo da citocina TNF-a nas culturas de macréfagos
peritoneais isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi.

A. Balb/c AQ-4 4 horas B. Balb/c AQ-4 24 horas
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TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes. A linha tracejada indica
os niveis de producdo de TNF-a na condigdo das culturas de macréfagos sem a presenca do parasito.

5.5. Quantificacdo da producao de I1L-10

Os niveis da producdo de IL-10 foram dosados a partir dos sobrenadantes das culturas
de macréfagos isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com as formas
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel e AQ-4 (FIG. 17). Ao analisar os resultados obtidos,
notou que nao houve diferenca entre os backgrounds genéticos dos macrofagos apds 24 horas
de infeccdo. Entretanto, com 4 horas de infeccdo nos macrofagos de Balb/c foram observados
niveis inferiores as condi¢Bes basais (263% a menos), enquanto que nos macrofagos de
C57BL/6 néo foi detectado.

Em relacdo as cepas de T. cruzi, na infeccdo pela cepa Hel ndo foi detectavel niveis de

producéo da IL-10, ja na cepa AQ-4 em ambos isolados de macrdfagos foram detectaveis niveis
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de IL-10, principalmente com 24 horas de infeccdo onde foi encontrado producdo de

30,67pg/mL, enquanto que as condigdes basais ndo foram teve niveis detectaveis.

Quando comparadas as formas evolutivas do parasito, somente nas infeccdes com as
TCC foram detectados niveis de producéo de IL-10 em ambas as cepas e nos dois backgrounds
genéticos dos macrdfagos. A producéo foi mais significativa com 24 horas de infeccdo ao

comparar esses niveis com a condicdo basal de cultivo.

Figura 17 — Quantificacdo da producéo da citocina IL-10 nas culturas de macréfagos peritoneais
isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi.

A. B.
Balbfc AQ-4 4 horas Balbic AQ-4 24 horas

5

IL-10 {pgimi}
IL-10 {pgimi}

20 204
[ : 04 .
e ™ ™I
C. C5TBL/6 AQ-4 24 horas
&0i-
=1
=
Tee ™I

TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes. A linha tracejada indica
0s niveis de producédo de IL-10 na condicdo das culturas de macréfagos sem a presenca do parasito.
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5. Discussao

Na doenga de Chagas as manifesta¢fes clinicas sdo decorrentes do perfil da resposta
imune do montada frente ao T. cruzi. Os mecanismos da resposta imune sdo dindmicos e
envolvem multiplos fatores, como a diversidade genética do parasito, a expressdo de proteinas
relacionadas a evasao a esta resposta imune, condic@es clinicas predispostas pelo hospedeiro e
perfil de resposta montada. Neste trabalho demonstramos a influéncia do background genético
de macrofagos isolados de linhagens distintas de camundongos, que possuem perfis de
respostas diferentes, durante o curso da infeccdo por T. cruzi em diferentes cepas e DTUs e
formas infectivas (metaciclicas e prociclicas). Observamos que os macrofagos de origem do
Balb/c foram mais produtores de IL-6, IL-10 e TNF-a, os isolados do C57BL/6 produziram
mais NO e néo foi detectado a producdo de IL-10 e TNF-a. De forma geral, as TCC sdo mais
indutoras de citocinas e de NO do que as TMI e, a cepa AQ-4 resulta em niveis mais elevados

de IL-10 e TNF-a, enquanto que a cepa Hel foi de NO e IL-6, em ambos 0os macrdfagos.

Os estudos que utilizam culturas de T. cruzi devem garantir que ndo ha a presenca de
outro parasito, principalmente T. rangeli, pois morfologicamente esses dois parasitos sdo
idénticos, e por terem em comum 0s hospedeiros vertebrados e como vetor o triatomineo, existe
a possibilidade de uma infeccdo mista, alterando os resultados encontrados. Apesar disto,
ambos interagem de formas diferentes em seus hospedeiros (Guarneri e Lorenzo, 2017). E
sabido que o T. rangeli é patogénico para o triatomineo, mas, ndo para o hospedeiro vertebrado
(Garneri e Lorenzo, 2017; Vieira et al., 2015; Consentino-Gomes et al., 2014). Muito se tem
estudado para compreender essa diferenca entre esses dois parasitos. A confirmacdo feita neste
estudo fidedigna os resultados encontrados, permitindo uma avaliagdo de uma infec¢do de
apenas por T. cruzi, pois em estudos que avaliaram uma infec¢do mista notou que o perfil de

resposta imune é diferente (Marini et al., 2011; Basso et al., 2014).

O T. cruzi é classificado em seis grupos, chamados de DTUs (Tcl-TcVI). Além da
similaridade genética, as populacBes pertencentes a esses grupos possuem outras semelhangas,
como a distribuicio geografica e o ciclo de transmissdo que estdo envolvidas. E observado que
esses grupos também sdo similares nas manifestacdes clinicas nos seres humanos. (Zingales et
al., 2009; 2012). Desta forma, a caracterizagdo feita neste estudo colaborou com essas
carateristicas de cada grupo, principalmente em relacdo a resposta imune, que esta diretamente
interligada as manifestacGes clinicas, além da distribuicdo geogréfica. Neste estudo foi
empregado a técnica de caracterizacdo pela PCR-RFLP que teve como alvo o gene TcSC5D e
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em seguida digestdo pelas enzimas Sphl e Hpal, confirmando ser um método aplicavel para
este tipo de diferenciagéo.

A cepa Hel, que foi isolada de um paciente no estado de Minas Gerais, teve confirmacéo
em sua caraterizagcdo como pertencente ao Tcll, e estes dados corroboram com a distribuicao
geogréfica proposta por Zingales e cols em 2009, em que as populacfes de Tcll estariam mais
presentes na regido da América do Sul, principalmente na regido central do Brasil, englobando
0 estado de onde essa cepa foi isolada. Ja a cepa AQ-4 de T. cruzi apos a confirmacéo pela
PCR-RFLP, foi confirmada como pertencente ao grupo Tcl, e por ser uma cepa isolada de um
triatomineo no estado da Bahia, também corrobora com a proposta de distribuicdo geogréfica
apresentado por Zingales e cols. em 2009, onde a Tcl estaria presente em toda a América
Central, Sul dos Estados Unidos e na América do Sul, sendo gque nas regides norte e nordeste

do Brasil o ciclo mais comum é o silvestre.

As citocinas desempenham um papel fundamental na mediacdo da interacdo entre
macrofagos, linfécitos T e outras células do sistema imunoldgico, com o objetivo de
desenvolver uma resposta imune para controlar a progressdo da doenca ou manter um equilibrio
dessa resposta. E 0s macrofagos sdo elementos fundamentais nesta resposta, pois, estes podem
ser ativados por duas vias, a classica e a alternativa, dando origem a duas populacdes distintas,
M1 e M2, respectivamente. Essas populacdes de macréfagos desenvolvem perfis de respostas
diferente, a M1 gera resposta do tipo Thl e, M2 resposta Th2. A resposta do tipo Th2 na
infecgdo pelo T. cruzi esté envolvida no mecanismo de producéo de citocinas anti-inflamatorias,
IL-10 e TGF-B, principalmente. Ja a resposta do tipo Thl tem efeito protetor, produzindo uma
resposta anti-T. cruzi (TNF-a, IL-12, IFN-y) (Tarleton, 2000). Neste trabalho avaliamos duas
populacdes de macrdfagos distintas, que mostradas pela literatura possuem perfis de resposta
Th1l (macrofagos de camundongo C57BL/6) e Th2 (Balb/c) frente a infeccdo por T. cruzi.
Observamos que o background genético do hospedeiro corrobora para a manutencdo da
resposta imune no curso da infec¢do, em que os macrofagos de Balb/c foram mais produtores
de IL-10, IL-6 e TNF-a. Enquanto que os de C57BL/6 tiveram maiores niveis de NO e IL-6,
apesar de ter sido inferior ao do Balb/c, e ndo foi detectado IL-10 e TNF- a.

Os resultados das infecgdes dos macrdofagos isolados dos camundongos mostraram que
a linhagem do C57BL/6 produziu, em média, mais NO do que a Balb/c em relacao as condicdes
basais. Este resultado corrobora em mostrar que a linhagem de camundongo C57BL/6 possui
resposta mais do perfil pro-inflamatério. Estudos em que também utilizaram essa linhagem

como modelo experimental corroboram com o0s nossos resultados, mostrando que esses animais
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foram altos indutores de NO (Roggero et al., 2002; Pérez et al., 2005). A cepa AQ-4, que
pertence ao grupo Tcl, mostrou ser baixa indutora de NO, independentemente do background
genético dos macrdfagos. Um estudo realizado por Koo e colaboradores (2016) em que
Esses estudos corroboram com os nossos resultados sugerindo que possivelmente cepas
pertencentes a Tcl tendem a induzir pouco NO, o que acarreta em um aspecto positivo para o
parasito, pois ndo é eliminado pela acdo dessa molécula e, pode estar utilizando deste nivel
baixo como um sinal para proliferar, como foi mostrado por Goes e colaboradores em 2016.
Estes niveis baixos também sdo benéficos para o hospedeiro, visto que a producgdo excessiva
resulta em um estresse oxidativo que causa potenciais danos nos tecidos (Gutierrez et al., 2009).
Estudos futuros devem ser feitos com mais representantes deste grupo para determinar esse
perfil de resposta. J& a cepa Hel, que pertencente ao grupo Tcll, nossos resultados demonstram
que esta cepa induziu a producdo de maior que a AQ-4 em ambos os perfis de macréfagos.
Esses resultados sugerem que esta cepa induz uma producdo de NO, mesmo que em niveis
baixos ao se comparar com outros estudos que utilizaram populacdes também do grupo Tcll
(Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995).

O NO ¢ fundamental para controle do parasito, visto que, este é o principal mecanismo
de combate a forma intracelular (Camargo et al., 1997). Os niveis baixos de NO, comparado
com 0s outros estudos (Koo et al., 2016; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995), pode sugerir
uma predisposicao desses macrofagos a serem susceptiveis a infecdo por ambas as cepas de T.
cruzi, entretanto, ha a necessidade de avaliar mais citocinas envolvidas na ativacdo de
macrofagos. Estudos mostram que para uma producdo elevada de NO teria a necessidade da
ativacdo de mais macrofagos por acdo da IFN-y e desta forma produzir uma resposta anti-T.
cruzi (Koo et al., 2016; Silva et al., 1995; Metz et al., 1993). Os niveis baixos de NO também
podem sugerir que o parasito induziu uma quantidade suficiente para sobreviver, pois, Goes e
colaboradores em 2016 mostraram que ao reduzir significativamente os niveis de NO, o parasito
teve sua taxa de multiplicacdo e proliferacdo afetada, além de demostrarem que o0 parasito
utiliza de niveis minimos dessas moléculas como sinal de replicacéo e a producao exacerbada
seria prejudicial ao parasito. Esses dados corroboram com nossos dados sugerindo que esses
niveis baixos de NO seriam o suficiente como sinal de replicagdo, sem provocar a morte do

parasito.

Ao avaliarmos os niveis de producdes de IL-6, notamos que 0s macrofagos isolados dos

camundongos Balb/c tiveram niveis mais altos que os macréfagos de C57BL/6, em relagdo as
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condigdes basais. Este resultado foi contraditorio aos resultados encontrados na literatura, pois,
foi visto que nesse background genético a producgdo de IL-6 € baixa, visto ser uma citocina pro-
inflamatdria. Entretanto, esses valores atos de IL-6 podem estar relacionados aos valores baixos
de NO nesses mesmos macrdfagos. Pois, pode-se sugerir que a IL-6 esteja mediando de forma
negativa a producéo de NO, ou seja, de modo a um mecanismo anti-inflamatério. Sanmarco e
cols. (2017) corroboram com essa hipOtese ao demonstrar que camundongos deficientes a
producdo de IL-6 infectados com T. cruzi apresentam um alto nivel de NO sérico e demonstrou
que a IL-6 atua inibindo indiretamente o0 NO. Sanmarco e colaboradores (2017) demonstraram
que a IL-6 induziu a expressao in vivo e in vitro da enzima metabdlica de ATP CD39 em
macrofagos, sugerindo que ela poderia promover uma mudanca de um ambiente proé-
inflamatdrio impulsionado por ATP para um meio anti-inflamatério induzido pela adenosina.
A adenosina afeta a funcdo dos macrofagos através de varios mecanismos diversos,
principalmente em macro6fagos a adotar o fendtipo M2. Desta forma, camundongos knockout
para IL-6 apresentaram altos niveis de NO séricos (Sanmarco et al., 2017).

Em relacdo ao TNF-o ndo foram detectados niveis de producao nos macrofagos isolados
dos camundongos C57BL/6. Este resultado pode sugerir que esta citocina foi utilizada em uma
retroalimentacdo pelos macrdfagos, afim de ativa-los, pois, observou um aumento na producédo
de NO nesses macréfagos, o que indica uma ativacdo destas células e estimulo para produzirem
NO, uma vez que ndo havia a presenca de outros estimuladores, como o IFN-y. (Camargo et
al., 1997;) Entretanto, nos macrofagos isolados do Balb/c houve producéo de TNF-a, mas pode-
se sugerir que esta molécula ndo teve efeito na inducdo a uma producao significativa de NO,

pois os niveis de producdo dessas moléculas nos macrofagos de Balb foi relativamente baixos.

A presenca da IL-10 produzida por esses macrofagos também pode estar relacionada a
esses niveis baixos de NO e a ndo deteccdo de niveis de TNF-a, pois, sabe-Se que esta
interleucina tem acdo anti-inflamatoria reduzindo os niveis das citocinas pro-inflamatorias. Os
niveis elevados dessas citocinas também estdo relacionadas a acdo de outras citocinas
produzidas por outras células que compdem a resposta imune inata, como o IFN-y, que é
produzido pelas células NK e ativam os macrofagos, e assim aumentando a producéo de NO e
TNF- o (Tarleton, 2000; Junqueira et al., 2010) Alguns trabalhos mostraram esta interagdo entre
0 IFN-y, NO e o TNF- a, em que na presenca dessa citocina os niveis das citocinas pro-

inflamatdrias aumentaram consideravelmente (Silva et al.,1995; ).

Os resultados encontrados da producéo da IL-6 associados com a producdo de TNF-a,

podem sugerir que cepas do grupo Tcl, possivelmente, induzem a uma resposta imune pro-
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inflamatoria. Todavia, estudos para determinar o padrdo de resposta de cada grupo de DTU
devem ser desenvolvidos, visto que, essas DTUs também sdo distintas em relacdo a
manifestacdes clinicas e a resposta imune este diretamente relacionada com essas manifestagoes
(Ripoll et al., 2017).

Em ambos backgrounds genéticos dos macrofagos foi detectado a produgéo de I1L-10
em niveis semelhantes entre eles, entretanto, essa producao foi vista somente na infeccdo pela
cepa AQ-4, pode sugerir ser uma cepa indutora de citocinas anti-inflamatérias. A citocina IL-
10, que é uma mediadora anti-inflamatéria. Estudos mostram que a presenca da IL-10 pode
estar relacionada a uma maior suscetibilidade a infeccdo, pois a IL-10 modula as respostas pro-
inflamatdrias, e consequentemente, hd aumento na proliferacdo do parasito e dos danos
teciduais (Reed, 1994; Rovsepian et al., 2013).

As tripomastigotas metaciclicas ou as tripomastigotas sanguineas sdo basicamente
semelhantes em relacdo parasito-hospedeiro, o que difere umas das outras sdo os perfis de
glicoproteinas expressas em suas membranas. Neste estudo notamos que as formas TCC, que
sdo equivalentes as tripomastigotas sanguineas, sdao mais indutoras de citocinas pro-
inflamatorias no inicio da infec¢do do que as TMI. Um estudo realizado por Vieira e cols. 2012,
em que o perfil de resposta imune foi avaliado em infeccdes feitas com as duas formas,
corrobora com 0s nossos resultados. As formas sanguineas resultaram em uma inducéo elevada
de citocinas pré-inflamatorias no inicio da infeccdo, principalmente TNF-a. Ja as metaciclicas
tiveram uma expressdo inicial de 1L-10, que controlou a resposta inflamatdria, e com o

progresso da infec¢do aumento as citocinas pro-inflamatorias (Vieira et al., 2012).

As figuras 18 e 19 retratam todas as condic¢des das produgdes de NO e das citocinas nos
macrofago isolados de Balb,c e C57BL/6 encontradas neste trabalho, evidenciando as

diferengas com os niveis encontrados no estado basal dos macrofagos.

Figura 18 - Esquema da producgédo das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a e de 6xido nitrico em
macrofagos peritoneais de Balb/c e apds infeccdo pelas cepas AQ-4 e Hel de Trypanosoma
cruzi.
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TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metaciclicas infectantes; M@: macréfago; ND:
niveis ndo detectados; Seta verde: producdo maior que 0s niveis basais; seta vermelha: producdo menor que 0s
niveis basais.

Figura 19 - Esquema da producdo das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a e de 6xido nitrico em
macrofagos peritoneais de C57BL/6 apds infecgdo pelas cepas AQ-4 e Hel de Trypanosoma
cruzi.
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6. Conclusao

e Os macrofagos isolados dos camundongos da linhagem C57BL/6 induziram uma producao
maior de 6xido nitrico quando comparado com os macrdfagos isolados de camundongos
Balb/c.

e AcepaHeldeT.cruzi induziu niveis mais elevados que a cepa AQ-4 em ambos backgrounds
genéticos dos macrofagos. Estas cepas de T. cruzi parecem induzir uma quantidade
necessaria de NO para a sua sobrevivéncia, uma vez que, o T. cruzi utilizada dessa molécula
como um sinal de proliferag&o.

e Quanto as formas evolutivas do parasito que sdo capazes de infectar o hospedeiro vertebrado,
as formas TCC apresentaram niveis mais elevados de NO do que as formas TMI nos
macrofagos isolados de Balb/c.

e Os macrdfagos isolados do Balb/c foram mais indutores da IL-6 que os macrofagos de
C57BL/6.

e Ambas as cepas de T. cruzi induziram niveis elevados de IL-6, entretanto, a cepa Hel induziu
niveis mais altos que a cepa AQ-4. Esta alta producdo pode estar relacionada como uma
caracteristica de equilibrio a uma resposta pro-inflamatéria, pois a IL-6 poderia estar
promovendo uma mudanca de um ambiente pré-inflamatdrio impulsionado por ATP para
um meio anti-inflamatério induzido pela adenosina. A adenosina afeta a funcdo dos
macrofagos, mas, principalmente fazer que eles adotem o fenétipo M2.

e Na infeccdo com macréfagos isolados do Balb/c a producdo de TNF-o foi detectada, em
contrapartida nos macréfagos de C57BL/6 essa citocina nao foi evidenciada.

e A produgdo de TNF- a foi evidenciada somente na cepa AQ-4 e a forma evolutiva TCC foi
a mais indutora.

e A ndo deteccdo de producdo de TNF-a pode sugerir em uma retroalimentagdo dos
macrofagos para ativa-los e no progresso da infeccdo aumentarem a produgédo de NO. E uma
producédo mais elevada de TNF-a necessita da ativagdo dos macrofagos por outras citocinas,
como a IFN-y e desta forma conseguir responder de forma mais efetiva contra o parasito.

e A producdo da IL-10 foi detectada foi detectada tanto macrdéfagos Balb/c, quanto nos de
C57BL/6 e ndo foi observado diferenca nessa producdo. Apenas a cepa AQ-4 estimulou a

producdo desta citocina, e a forma TCC induziu maiores niveis do que as formas TMI.
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e Estudos futuros devem ser realizados visando investigar se esses perfis de resposta imune
encontrados neste estudo sdo caracteristicos das DTUSs a que estas cepas pertencem, além de
investigar sobre os niveis de NO necesséario para a sobrevivéncia dos parasitos e averiguar
se 0 possivel mecanismo anti-inflamatorio desencadeado pela IL-6.

e Este estudo nos permitiu compreender um pouco mais sobre o inicio da resposta imune inata
frente a essas duas cepas de T. cruzi isoladas no Brasil em dois backgrounds genéticos de
hospedeiros distintos. E possivel sugerir que a cepa AQ-4 e a Hel sdo indutoras de citocinas

pro-inflamatorias na fase inicial da infeccéo.
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Anexo A

T
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Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Comissdo de Etica no Uso de Animais
R. Madre Maria José, n® 122 - Bairro Abadia UberabaG CEP 38025-100
(34) 3700-6764

Uberaba. 04 de dezembro de 2017

PARECER N° 1/2017/CEUA/'PROPPG
PROCESSO N® 23085.003914/2017-91
INTERESSADO: WENDELL SERGIO FERREIR A MEIR A
Parecer de aprovacio da proposta Avaliagio do perfil de citocinas produzidas
ASSUNTO: por macréfagos intraperitoneais apos infeecdo com formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo do perfil de citocinas produzidas por macréfagos
infraperitoneais apos mnfecgio com formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi’, registrada com o
n® 23085.003914/2017-91, sob a responsabilidade de Wendell Sérgio Ferreira Meira — que envolve a
producio. manutencdo e/'ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo Vertebrata (exceto
0 homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794 de § de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899. de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. em

reunido de 01/12/2017.

Finalidade ( ) Ensino ( % ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo |10/12/2017 4 10/01/2018
Camundongos Isogénicos C57Bl/6
Camundongos Isogénicos Balb/C

16 Camundongos Isogénicos C57Bl/G
16 Camundongos Isogénicos Balb/C

Espéeie/Linhagem/Raca

N° de animais

Peso/idade 20-25 gramas/ 6-8 semanas

Género Machos
Biotério central. Instituto Ciénecias Biomédicas — UFU, Campus Umuarama.
Uberlandia — MG

Origem

Prof. Dr. Aldo Rogelis Aquiles Rodrigues
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Coordenador da CEUA

Seil . Documento assinado eletronicamente por ALDO ROGELIS AQUILES RODRIGUES. Coordenador(a)
e | $ da Comissio de Etica no Uso de Animais. em 04/12/2017, as 16:53. conforme horarto oficial de Brasilia.
eletrénica com fundamento no art. 6°. § 1°, do Decreto n° 8.539. de 8 de outubro de 2015,

®- A autenticidade  deste  documento  pode ser conferida no site  http://seiufimedubr

1 /ser/controlador externo.php?acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0. informando o cédigo
verificador 0011061 e o cadigo CRC 0350240C.
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