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RESUMO

Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente
na América Latina, estdo infectadas com Trypansosoma cruzi, o parasita que causa
a doenca de Chagas. Suspeita-se que as cepas virulentas de T. cruzi aproveitam as
células dendriticas (DCs) para superar a resposta imune do hospedeiro e instalar,
com sucesso, a infecgdo. Embora as DCs sejam caracterizadas por uma enorme
diversidade funcional, ndo foi analisada a participacdo da ciclooxigenase (COX) e do
adenosina monofosfato ciclico (CAMP) na interacdo DCs-T. cruzi. Em um trabalho
desenvolvido anteriormente em nosso laboratério, foi descrito que os anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) como a aspirina e o celecoxibe inibem a
invasdo de T. cruzi em células cardiacas de ratos e promovem a modulacdo da
resposta inflamatéria. Explorando este mecanismo, populacdes de células
mononucleares de sangue periférico humano enriqguecidas com DC (DC-PBMCs)
foram utilizadas como nosso modelo. Nossos resultados mostraram que o
tratamento de DC-PBMCs com celecoxibe (CEL), um inibidor seletivo de
ciclooxigenase-2 ou SQ 22,536, inibidor da adenilato ciclase, inibiu a infec¢éo por T.
cruzi. Nenhum efeito foi observado quando as células foram tratadas com aspirina
(ASA, um inibidor ndo seletivo de COX-1 e COX-2) bem como foi independente da
producado de oxido nitrico (NO). A expressao de moléculas co-estimuladoras CD80 e
CD86 foram semelhantes em DC-PBMCs tratadas ou n&o com ambos os inibidores
de COX. A infeccdo ndo estimulou a secrecdo de TNF-a mas aumentou a producao
de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e NO pelas DC-PBMCs infectadas. O tratamento com ASA
ou CEL nao afetou a producdo de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 e NO pelas DC-PBMCs
infectadas, mas aumentou a producao de IL-1B3. Nossos resultados reforcam a ideia
de que a COX-2 desempenha um papel fundamental no processo de invaséo do T.
cruzi, na resposta inflamatoria inata e podem representar um alvo pertinente para o
desenvolvimento de novos tratamentos para a doenca de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Citocinas. Células dendriticas. Aspirina.
Celecoxibe.
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ABSTRACT

About 6 to 7 million people worldwide, mostly in Latin America, are estimated to be
infected with Trypansosoma cruzi, the parasite that causes Chagas’ disease. It
seems that T. cruzi virulent strains take advantage of susceptible dendritic cells
(DCs) to overcome host immune response and successfully install the infection.
Although DCs are characterized by a great functional diversity, the participation of
cyclooxygenase (COX) and cyclic adenosine monophosphate (cAMP) in the DC-T.
cruzi interaction was not analyzed. In a study previously developed in our laboratory,
it was described that non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as aspirin
and celecoxib inhibit the invasion of T. cruzi in cardiac cells of rats and promote the
modulation of the inflammatory response. Exploring this mechanism, human DC-
enriched peripheral blood mononuclear cells populations (DC-PBMC) were used as
our model. Our results showed that treatment of DC-PBMC with celecoxib (CEL), a
selective cyclooxygenase-2 inhibitor or SQ 22,536, adenylate cyclase inhibitor,
inhibited T. cruzi infection. No effect was observed when the cells were treated with
aspirin (ASA, a non-selective inhibitor of COX-1 and COX-2) as well as independent
of nitric oxide (NO) production. Expression of co-stimulatory molecules CD80 and
CD86 were similar in DC-PBMC treated with or not with both COX inhibitors. The
infection did not stimulate TNF-a secretion but increased the production of IL-1p, IL-
6, IL-8, IL-10 and NO by the infected DC-PBMC. Treatment with ASA or CEL did not
affect the production of TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 and NO by infected DC-PBMC, but
increased IL-1p production. Our results reinforce the idea that COX-2 plays a
fundamental role in the invasion of T. cruzi in the innate inflammatory response and
may represent a relevant target for the development of new treatments for Chagas'
disease.

Key words: Trypanosoma cruzi. Cytokines. Dendritic cells. Aspirin. Celecoxib.
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1 INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS

1.1.1. Epidemiologia

A doenca de Chagas ou tripanososomiase americana € causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e constitui uma zoonose
tipica das regifes tropical e subtropical da Ameérica Latina, estendendo-se até a
regido sudeste dos Estados Unidos da América (DIAS, 2006).

Estima-se que entre seis e sete milhdes de pessoas estejam cronicamente
infectadas e 25 milhdes em situacdo de risco em 21 paises da América Latina
(RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; THE LANCET EDITORIAL, 2006; WHO,
2017).

Atualmente, devido as migracdes internacionais, a Doenca de Chagas pode
ser encontrada no Canada, Estados Unidos, em varios paises da Europa, no Japéao
e na Australia (figura 1) (CONNERS et al., 2016; SCHMUNIS; YADON, 2010).
Estima-se que mais de trezentos mil individuos infectados vivam nos Estados
Unidos, sendo a maioria composta de imigrantes provenientes do México e da
América Central (BERN; MONTGOMERY, 2009; CHIN; ARABOV; MANDEL, 2013;
CONNERS et al., 2016).

Figura 1. Mapa epidemioldgico da doenca de Chagas.

e
Belize
Mexico—— Nicaragua

Guatemala\ % Costa Rica
%nama

Honduras 4 Venezuela
El Salvador &

3 i!v Brazil

Ecvador

Colombia

Individuos infectados
| 0-100
Il 100-500
[ 500-1000

Peru

[ 1000-2000 Bolivia

B 3000-4000 _—

I 4000-5000 o T~ Uruguay , 1
I 47000-67000 Chile~” - i -
I 300000

3 Paises endémicos
[ Dados indisponiveis

v
.

Fonte: Adaptado de RASSI; RASSI; MARIN-NETO (2010).
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A doenca é transmitida pelas fezes eliminadas durante a picada de insetos
vetores contaminados da familia Reduviidae, especialmente das espécies Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, conhecidos popularmente
como barbeiros, devido a preferéncia pela regido do rosto onde costumam sugar
sangue (GALVAO, 2014). Pode ocorrer também a transmissdo por transfusdo de
sangue ou transplacentéaria, produzindo os casos de infeccdo congénita (JORGE;
CASTRO, 2000).

Em 2006 o Brasil obteve a Certificacdo Internacional de Eliminacdo da
Transmissdo da Doenca de Chagas por Triatoma infestans, conferida pela
Organizacdo Pan-Americana de Saude e atualmente a transmissdo oral tem sido
destaque no pais, principalmente na Amazonia Legal (FERREIRA; SILVA, 2006).

Durante os anos 2000-2011 foram notificados mais de 1.200 casos agudos
da Doenca de Chagas em 138 surtos, sendo 776 (71%) atribuidos a ingestado de
alimentos e bebidas contaminados com T. cruzi, entre eles acai, bacaba, jaci
(coquinho), caldo de cana e o palmito de babacu (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA,
2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2015; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

A doenca de Chagas também é importante devido ao seu impacto
econdmico. A mortalidade precoce e a incapacidade causadas por esta doenca, que
muitas vezes ocorre na populagdo mais produtiva (adultos jovens), resulta em uma
perda econbmica significativa. As complicacbes cardiacas e digestivas
frequentemente levam a necessidade de tratamento e procedimentos cirlrgicos de
longo prazo, incluindo marcapasso e implantagdo de desfibrilador cardiaco e
transplante cardiaco, aumentando ainda mais 0s custos relacionados a doenca
(FRANCO-PAREDES, et al., 2007; LEE, et al., 2013).

Nos paises latino-americanos, a doenca se enquadra no grupo das doencas
tropicais negligenciadas, ou seja, doencas associadas a pobreza e negligenciadas
pelos 6rgdos de comunicacdo, sociais e politicos com um impacto adverso
importante na saude, bem-estar e desenvolvimento socioeconémico em paises de
baixa renda e em desenvolvimento (MATHERS; EZZATI; LOPEZ, 2007). Varios
estudos tém demonstrado as vantagens econOmicas da prevencdo da doenca
através de programas de controle de vetores (CASTILLO-RIQUELME et al., 2008;
MONCAYO; SILVEIRA, 2009), uma estratégia que se mostrou eficaz em iniciativas
colaborativas internacionais na Ameérica Latina (ABUHAB et al., 2013; MONCAYO,;
SILVEIRA, 2009)
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Segundo dados da organizacdo Drugs For Neglected Diseases iniciative
(DNDi), a doenca de Chagas, sozinha, é responsavel, por cerca de 12 mil mortes por
ano na regido da América Latina. E representa um custo global de US$ 7,2 bilhdes
por ano. O Brasil esta no topo do ranking em perdas de produtividade com um custo
de US$ 129 milhGes para a saide publica por ano (AGENCIA FIOCRUZ DE
NOTICIAS, 2013).

A medida que a doenca se expande para além da América Latina, ha uma
preocupacdo crescente com relacdo a sua carga econdmica global. Um estudo
recente estima os custos globais de US$ 7,19 bilhdes/ano, superando muitas
doencas proeminentes globalmente, como cancer cervical e rotavirose (LEE et al.,
2013). Mais de 10% destes custos emanam dos Estados Unidos e Canada, onde a
doenca ndo é endémica e ndo é reconhecida como um problema de salde
significativo (MATHERS, EZZATI e LOPEZ, 2007; MONCAYO e SILVEIRA, 2009;
SCHOFIELD; DIAS, 1991).

1.1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

T. cruzi exibe diferentes formas durante seu ciclo de vida encontradas em
dois hospedeiros - um inseto vetor e um mamifero (DE LANA; MARQUES;
MACHADO, 2010).

As formas evolutivas do T. cruzi sdo reconhecidas por apresentarem forma
esférica, piriforme ou alongada e pela posic¢ao relativa do nucleo e cinetoplasto e da
posicdo do flagelo em relacdo a bolsa flagelar. S&o elas epimastigota,
tripomastigota, amastigota e esferomastigota, sendo essa ultima encontrada no
estbmago do inseto vetor e em determinadas situagdes experimentais in vitro (DE
LANA; MARQUES; MACHADO, 2010).

O ciclo de vida do T. cruzi (figura 2) inicia-se quando o vetor triatomineo
ingere formas tripomastigotas circulantes no sangue de um hospedeiro mamifero. As
formas tripomastigotas sanguineas diferenciam-se em formas epimastigotas no
intestino médio, a forma replicativa no hospedeiro invertebrado. As formas
epimastigotas migram para a porcdo final do intestino e diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos infectantes, os quais sdo excretados nas fezes do
inseto vetor. Os tripomastigotas metaciclicos entram no hospedeiro mamifero

através da solucdo de continuidade na pele criada pela picada do inseto ou através
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de membranas mucosas intactas e invadem as células nucleadas (BERN, 2015;

RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Figura 2. Esquema do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de BERN (2015).

No interior do citoplasma dessas células, os tripomastigotas diferenciam-se

em formas amastigotas, as quais replicam-se a cada 12 horas no periodo de 4 a 5

dias. Ao final desse periodo, os amastigotas transformam-se novamente em

tripomastigotas, rompem as células, invadem tecidos adjacentes e espalham-se

através dos vasos linfaticos e sanguineos e chegam a tecidos distantes, invadindo

outras células, principalmente células musculares (cardiacas, lisas ou esqueléticas)

e ganglionares, e iniciam um novo ciclo replicativo ou podem ser ingeridos pelo

inseto vetor quando este se alimentar no hospedeiro mamifero (BERN, 2015; RASSI;
RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012, RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
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1.1.3 Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas ocorre em duas fases, aguda e cronica. A fase aguda
inicia-se com a entrada do parasito no hospedeiro humano. O periodo de incubacéo
dura de 1 a 2 semanas na transmissao vetorial ou de 20 a 40 dias na transmissao
por transfusdo sanguinea. Os sintomas normalmente séo inespecificos, como febre,
mal-estar, hepatoesplenomegalia e linfocitose, o que dificulta o diagnostico nessa
fase. Raramente surgem manifestacdes no local da entrada do parasito, mas quando
presentes podem surgir o chagoma de inoculacdo (noédulo na pele) ou o sinal de
Romafa (edema bipalpebral unilateral), quando a entrada € na mucosa ocular. Outra
caracteristica dessa fase é o grande nimero de parasitas circulantes no sangue (alta
parasitemia). Quando ocorre morte nessa fase, o que é raro, da-se pela miocardite
grave e faléncia cardiaca (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).

Os pacientes que sobrevivem a fase aguda desenvolvem uma resposta
imune mediada por células que controla a replicacdo do parasito (CARDOSO; REIS-
CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). A fase cronica da infec¢do inicia-se e muitos
pacientes permanecem assintomaticos por toda a vida, a chamada forma
indeterminada da doenca. Estima-se que 20 a 30% das pessoas infectadas
apresentarao progressao no curso de décadas para a cardiopatia chagésica cronica
e 10% para a forma digestiva, neurologica ou alteracbes mistas (RASSI; RASSI;
MARCONDES DE REZENDE, 2012; WHO, 2017). No Brasil, a cardiopatia chagasica
cronica € uma importante causa de morte entre adultos de 30 a 60 anos e uma
grande causa de implante de marcapasso e transplante cardiacos (FIOCRUZ, 2013).

A forma indeterminada da doenca € definida pela presenca de infeccao
confirmada por testes parasitolégicos e soroldgicos, eletrocardiograma normal,
exames radiolégicos do pulméo, esbéfago e célon normais e auséncia de sintomas
clinicos (RIBEIRO; ROCHA, 1998; MARIN-NETO et al.,, 2002). A maioria das
pessoas em areas endémicas encontra-se nesse estagio da doenca e
aproximadamente 40% desses pacientes podem persistir por anos nessa situacao
clinica (DIAS, 1989; NUNES et al., 2013).

A forma cardiaca ou cardiomiopatia chagasica caracteriza-se pela miocardite
cronica que envolve toda a parede cardiaca e o sistema de conducédo (MARIN-NETO
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2012). As alteracdes no sistema de conducao levam a

bradiarritmias e taquiarritimias, aneurisma apical, insuficiéncia cardiaca,
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tromboembolismo e morte subita. A combinacdo de bloqueio do ramo direito e
bloqueio fascicular anterior esquerdo é tipica na cardiomiopatia chagéasica
(ANDRADE et al., 2011; MAGUIRE et al., 1987; NUNES et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2013).

Tais alteracdes sdo decorrentes da persisténcia do parasito no tecido
cardiaco (BENVENUTI et al., 2008), baixa parasitemia e lesdo miocardica mediada
pelo sistema imune (COSSIO et al.,, 1976; DUTRA et al., 1994; HIGUCHI et al.,
1997), a qual contribui para o dano autondmico (AMORIM et al., 1968; KOBERLE,
1968; OLIVEIRA, 1985; RIBEIRO et al.,, 2005) e disturbios microvasculares
(BENVENUTI et al., 2008; FERRANS et al, 1988; HIGUCHI et al., 1999).

As abordagens terapéuticas para o manejo da cardiomiopatia chagasica
seguem as mesmas recomendacdes padrdo para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca ndo chagasica. Os inibidores da enzima conversora da angiotensina e 0s
betabloqueadores séo as principais drogas utilizadas (BOTONI et al., 2007). Embora
0s betabloqueadores tenham sido evitados em pacientes com doenca de Chagas,
devido a bradiarritmias, alguns estudos demonstraram que a terapia com
betabloqueadores é segura e foi associada com melhor sobrevida (BOTONI et al.,
2007; ISSA et al., 2010). Seus efeitos sobre o sistema adrenérgico parecem ser uma
estratégia atraente para prevenir a morte cardiaca subita (BESTETTI et al., 2008;
BESTETTI et al., 2011).

O transplante cardiaco € o tratamento de escolha para pacientes com
insuficiéncia cardiaca avancgada, incluindo aqueles dependentes de drogas
inotropicas e/ou suporte circulatério (ANDRADE et al., 2011; BESTETTI et al., 2008).
Uma grande preocupacao no receptor de transplante cardiaco € a consequéncia da
terapia imunossupressora de longo prazo apos o transplante que acarreta o risco de
reativacdo da infecgcdo por T. cruzi (FIORELLI et al., 2011). Como consequéncia da
persistente escassez de 6rgdos de doadores, tem havido um interesse crescente por
estratégias alternativas, em particular no suporte circulatério mecanico. Os
dispositivos de assisténcia ventricular esquerda tém sido utilizados em alguns
pacientes, geralmente como uma ponte para o transplante (BOCCHI; FIORELLI;
2001; FIORELLI et al., 2011; SCHMID et al., 2005).

A forma digestiva predominantemente afeta o es6fago, o colon ou ambos e
resulta da lesdo aos neurénios intramurais (DE OLIVEIRA et al., 1998; PINAZO et

al., 2010). As manifestacbes da doenca esofdgica vdo desde desordens de
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motilidade assintomaticas e acalasia leve até megaesoéfago grave, com sintomas que
incluem disfagia, odinofagia, refluxo esofagico, perda de peso, aspiracdo, tosse e
regurgitacdo. Os sintomas esofdgicos podem ser tratados por drogas que promovem
o relaxamento do esfincter ou por miotomia laparoscépica. O megacélon é
caracterizado por constipacdo prolongada que pode evoluir para fecaloma, volvulo e
isquemia intestinal. Os estagios iniciais da doenca colénica respondem a dietas ricas
em fibras, laxantes ou enemas. Os estagios mais avancados do megaeséfago e do
megacolon requerem resseccao cirargica (DE OLIVEIRA et al., 1998).

A forma cardiodigestiva ¢ uma combinacdo de doenca cardiaca com
megaesbfago ou megacélon, ou ambos. Na maioria dos paises, o desenvolvimento
do megaesdfago geralmente antecede a doenca cardiaca e do célon, mas a
prevaléncia exata da forma cardiodigestiva ndo € conhecida porque poucos estudos
adequados foram feitos (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).

1.2 A INVASAO DA CELULA DO HOSPEDEIRO E UM EVENTO CRITICO NO
ESTABELECIMENTO DA INFECCAO POR Trypanosoma Cruzi

1.2.1 Infeccdo em células que ndo fazem fagocitose

Nos mamiferos, o ciclo evolutivo do T. cruzi inicia-se com a penetracdo de
tripomastigotas metaciclicos eliminados nas fezes e urina do inseto vetor, através da
pele lesada ou mucosa (GARCIA et al.,, 2007). A forma tripomastigota circula na
corrente sanguinea e invade as células hospedeiras e, inicialmente, aloja-se no
interior de um vacuolo endocitico, o vacuolo parasitéforo (DE CARVALHO; DE
SOUZA, 1989). A exposicdo das formas tripomastigotas a este ambiente acido é
necessaria a secrecao e atividade da proteina TcTox, atuante na formacgéo de poros
na membrana vacuolar e, consequentemente, no escape para o citoplasma. O meio
acido parece, também, ter papel importante no inicio da diferenciacdo de
tripomastigotas em amastigotas, forma intracelular proliferativa. Esse processo se
inicia no vacuolo e termina no citoplasma.

Foram propostos trés mecanismos distintos de entrada do T. cruzi na célula
hospedeira (figura 3). A via dependente de lisossomo (A) € iniciada pela exocitose
de lisossomos Ca’’-mediada. Na via dependente de actina (B), as formas
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tripomastigotas (TM) penetram na célula através da expansdo da membrana
plasmatica actina-mediada que culmina na formac¢édo do vacuolo endocitico. Na via
independente de lisossomo (C), os parasitos entram na célula através de
invaginacdbes da membrana plasmatica que acumulam fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3), produto da ativacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), sendo
internalizados em um vacuolo endossémico primario que posteriormente se funde
como lisossomos. As trés vias culminam na formacdo do vacuolo parasitéforo
(revisado por DE SOUZA, DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; revisado por SIBLEY,
2011).

Apods escapar do vacuolo, T. cruzi se diferencia na forma amastigota e
permanece livre no citoplasma da célula hospedeira em estado quiescente por
algumas horas e inicia, posteriormente, seu processo de replicacdo por fissdo binaria
(figura 3). Em seguida, as formas amastigotas diferenciam-se, novamente, em
tripomastigotas (revisado por DE SOUZA, DE CARVALHO; BARRIAS, 2010;
revisado por SIBLEY, 2011).

Figura 3. Modelos de invasédo do Trypanosoma cruzi. (A) Via dependente de

lisossomo; (B) via dependente de actina; (C) via independente de lisossomo.

Fonte: Adaptado de DE SOUZA, DE CARVALHO; BARRIAS (2010).
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A intensa movimentacdo gerada pelos parasitos no interior da célula
hospedeira promove sua ruptura e, consequentemente, a liberacdo dos
tripomastigotas no meio extracelular tornando-os capazes de infectar novas células.
A ruptura da célula parasitada determina reacéo inflamatéria focal, caracterizada
pela presenca de neutréfilos, eosindfilos e células mononucleares, além de
congestao e edema (ANDRADE, 2000; SOUZA, 2000). Assim sendo, constata-se
que a invasdo da célula do hospedeiro € um evento critico no estabelecimento da
infecgdo com T. cruzi (revisado por YOSHIDA, 2006; CAMPOS; MARTINS-
TEIXEIRA; CARVALHO, 2016).

As formas TM sao capazes de parasitar diferentes tipos celulares como
fiboras musculares cardiacas, esqueléticas e lisas, fibroblastos e células gliais
(ANDRADE, 2000). Foi demonstrado que T. cruzi pode infectar células L929 sem
nacleo, ou seja, a infeccdo ocorre na auséncia de transcricdo génica cromossomal
e/ou nucleolar e do processamento do RNA (COIMBRA et al., 2007).

Os diferentes mecanismos de invasao estédo relacionados com 0 processo
de adesao que envolve receptores e ligantes disponiveis tanto no parasito quanto na
superficie de células-alvo especificas (CAMPOS; MARTINS-TEIXEIRA; CARVALHO,
2016; MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012).

A adesdo do parasito a superficie celular varia de acordo com a populacdo
do parasito, com a forma evolutiva e com a célula-alvo (ARAUJO-JORGE;
BARBOSA; MEIRELLES, 1992).

Diferentes tipos de carboidratos, presentes nas glicoproteinas e nos
glicolipideos da superficie do parasito e da célula hospedeira, parecem participar
desse processo de adesdo (CALVET et al.,, 2004; MEIRELLES et al., 1999).
Glicoproteinas de superficie do T. cruzi sdo importantes para mobilizacdo do calcio
intracelular, tanto do parasito quanto da célula hospedeira, sendo este fenbmeno de
grande importancia para o0 processo de interiorizagcdo do parasito (CAMPOS,
MARTINS-TEIXEIRA e CARVALHO, 2016).

A maioria dos estudos realizados na tentativa de elucidar os mecanismos
utilizados pelo protozoario T. cruzi utilizaram formas TM geradas em meio liquido ou
a partir do cultivo celular (TMC) como soésias das formas encontradas no inseto vetor
e No sangue, respectivamente. As analises dos dados da literatura permitem concluir

que durante a entrada na célula do hospedeiro as formas TM e TMC utilizam
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diferentes tipos de moléculas que induzem a transducéo de sinal e mobilizacdo de
ca*".

De acordo com Schenkman, Dias e Nussenzweig (1991) a adeséo dos TM a
superficie celular, mediada por receptores, esta restrita a certas regides da
membrana. Ruiz e colaboradores (1998) descrevem que a capacidade dos
tripomastigotas, de diferentes isolados de T. cruzi, de invadir as células hospedeiras
é determinada pela expresséao diferencial de glicoproteinas de superficie que exibem
atividade sinalizadora de calcio distinta. Trés moléculas de superficie com atividade
indutora de Ca** ja foram identificadas, séo elas: a gp82, gp30 e gp35/50.

O papel dessas moléculas durante o processo de invasao celular foi
deduzido por meio de experimentos nos quais a internalizacdo de TM foi inibida por
meio da utilizacdo de glicoproteinas recombinantes ou com o uso de anticorpos
monoclonais (CAMPOS; MARTINS-TEIXEIRA; CARVALHO, 2016; CORTEZ et al.,
2003; RAMIREZ et al., 1993; RUIZ et al., 1993). Em adicdo, a analise de moléculas
de superficie dos parasitos possibilitou sua divisdo em dois grupos distintos quanto a
capacidade de invaséo, in vitro, de celulas de mamiferos (YOSHIDA, 2006).

As populacdes que apresentam maior capacidade infectante ndo possuem
as glicoproteinas de superficie gp90 e gp35/50. Tripomastigotas dos isolados mais
infectivos, como o clone CL Brener, ligam-se a superficie da célula hospedeira
através de gp82 e induzem a ativacdo de PTK (proteina tirosina quinase.). Essa
sinalizacdo também envolve a ativacdo da fosfolipase (PLC), a geracdo de IP3
(fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato) e, consequentemente, a mobilizacdo de Ca** dos
seus estoques intracelulares, provavelmente reticulo endoplasmatico (CORTEZ et
al., 2014; YOSHIDA et al., 2000).

Por outro lado, em isolados de menor capacidade infectante, como a cepa
G, a ligacdo a superficie celular ocorre principalmente através de gp35/50, que
promove uma cascata de sinalizacdo menos eficiente. Nesses isolados, a cascata de
sinalizacdo é independente de PTK e PLC e provavelmente dependente de AMPc
(AMP ciclico). O Ca?* necessario para invasdo parece ser liberado para o citosol a
partir de vactolos contendo um sistema de troca idnica Ca®*/H*, também chamados
acidocalsiosomas (MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012; revisto em YOSHIDA,
2006).

O envolvimento das moléculas gp82, gp30 e gp35/50 na internalizacdo de

TM tem sido caracterizado em células de mamiferos que sdo fagoécitos néo
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profissionais. Experimentos com diferentes isolados de T. cruzi mostraram que a
taxa de infeccdo de macréfagos por TM correlaciona com aguela encontrada em
células HeLa (SCHENKAMN; MORTARA, 1992).

Segundo Andrews (1995) a elevacdo dos niveis intracelulares de célcio na
célula hospedeira, promove o recrutamento de lisossomos para o sitio de entrada do
parasito seguido por sua fusdo com a membrana e formacdo do vacuolo
parasitoforo. Os lisossomos sao deslocados por uma proteina motora associada aos
microtdbulos, a cinesina (RODRIGUEZ et al., 1996; TARDIEUX et al., 1992).

Além disso, o processo de invasdo € facilitado pela ruptura de
microfilamentos de actina (TARDIEUX et al.,, 1992). A elevacdo dos niveis
intracelulares de Ca?* promove a fusdo dos lisossomos com o plasmalema. A
proteina sinaptotagmina VII, membro da familia sinaptotagmina, esta presente na
superficie dos lisossomos de diferentes tipos celulares e possui um dominio de
ligagdo ao Ca®", regulando esse processo (CALER et al. 2001; YOSHIDA, 2006).

Outras moléculas de superficie do parasito também participam do processo
de invasao celular. Oligopeptidase B (Opb), uma serina endopeptidase expressa
pelas formas tripomastigotas de T. cruzi, € capaz de ativar uma cascata de
sinalizacdo de Ca* dependente de PLC e IP3 (BURLEIGH; ANDREWS, 1995;
RODRIGUEZ et al., 1995). A cruzipaina, uma cisteina proteinase expressa em todas
as formas do ciclo de vida do T. cruzi (PAIVA et al.,1998) também ativa cascatas de
sinalizacdo mobilizadoras de Ca**, aumentando assim a eficAcia do processo de
invasdo celular. Ja a trans-sialidase (TS) transfere &cidos sialicos (2,3)-ligados de
glicoproteinas e glicolipidios da superficie da célula-alvo para a superficie do
parasito (SCHENKMAN, et al., 1991).

O processo de sinalizacédo € importante para inicio do processo de adesao e
para formacao de vacuolos parasitoéforos (VP) eficientes. A presenca do acido siélico
parece ser fundamental para correta justaposicdo das membranas do vacuolo
nascente e dos tripomastigotas, promovendo a vedacdo do vacuolo e assim
impedindo que T. cruzi escape durante o processo de internalizacao (HALL et al.
1992; LEY et al. 1990; LOPEZ et al. 2002).

Em 2006, Rubin-de-Celis e colaboradores mostraram que o aumento na
expressdo de TS em TMC é responsavel pela saida precoce dessas formas
infectantes do VP para o citoplasma e subsequente diferenciacdo para formas

amastigotas.
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Atualmente, entendemos que a atividade de TS medeia varios efeitos
biolégicos que conduzem a subversdo do sistema imunitario do hospedeiro,
favorecendo assim tanto a sobrevivéncia do parasita como o estabelecimento de
uma infecgéo cronica (NARDY et al., 2016).

Adicionalmente, as proteinas GP160/CRP e T-DAF de superficie ancoradas
com GPI, membros da familia TS-inativa, conferiram protecdo contra a morte por
mediacdo do complemento evitando a montagem da C3 convertase (NORRIS, 1998;
TOMLINSON et al., 1994).

Além disso, os sialilglicoconjugados presentes na superficie do parasito
devido a atividade de TS, podem ligar-se a lectinas do tipo Ig de ligacdo a SAcs
(Siglec-E) em células dendriticas, suprimindo a producao de IL-12, uma citocina pro-
inflamatdria, prejudicando uma via de comunicacdo entre a resposta inata e
adaptativa (ERDMANN et al., 2009).

O tratamento de formas amastigotas com forscolina, um ativador da
adenilato ciclase, aumentou a infectividade tanto do isolado G como do isolado CL
em células Hela, e o tratamento dessas formas com genisteina reduziu a infec¢ao
cerca de 45% a invasdo do isolado G mas nado do isolado CL em células Hela,
indicando a participacao diferencial da proteina tirosina quinase durante a invaséo
dos diferentes isolados do T. cruzi (FERNANDES et al., 2006).

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e serinal/treonina quinase (Akt) também
sdo importantes reguladores do processo de invasdo do T. cruzi em células néo
fagociticas profissionais (WILKOWSKY et al., 2001). As PI3K regulam o processo de
tradfico de membranas, fusdo de endossomas e rearranjo do citoesqueleto
(DOWNWARD, 2004). Esse processo de sinalizagdo provavelmente modula a
invasdo mediada por lisossomas ou um outro associado a actina (PROCOPIO;
BARROS; MORTARA,1999). Além de participar no processo de invasdo, a via
sinalizagdo PI3K/Akt também estimula mecanismos pro-sobrevivéncia nas células
parasitadas (CHUENKOVA et al., 2001).

Outra via de sinalizacao importante para invaséao do T. cruzi é a que envolve
o fator de crescimento beta (TGF-B). TGF-f é uma citocina que participa de
inUmeros eventos celulares como a producdo de matriz extracelular, regulacdo da
miogénese, resposta imune, angiogénese e embriogénese. Experimentos com
células epiteliais de pulméo deficientes nos receptores para TGF-f demonstraram
que o T. cruzi € incapaz de infectar essas células (MING; EWEN; PEREIRA, 1995).
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Recentemente foi mostrado que o bloqueio farmacologico de TGF-3 com 0 composto
SB-431542 pode ser uma nova ferramenta no controle da infeccao de cardiomiocitos
com T. cruzi (WAGHABI, et al., 2007).

Moléculas de superficie do parasito sado reconhecidas por um tipo especifico
de receptor, os receptores do tipo Toll (TLRs) presentes nas células do hospedeiro
(KAYAMA; TAKEDA, 2010; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012). Os TLRs séo
receptores transmembrana do tipo 1 com dominio extracelular com repeticées de
leucina e uma cauda intracelular carboxi-terminal que contém uma regido
conservada denominada dominio de homologia Toll/receptor interleucina 1 (TIR). O
dominio extracelular é responsavel pelo reconhecimento do ligante e pelo processo
de dimerizacdo dos receptores, fundamental para sua ativacdo (WYLLIE et al.,
2000). Até o momento 11 TLRs humanos e 13 TLRs murinos foram descobertos nas
células de mamiferos (AKIRA, UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Esses receptores
atuam na resposta imune inata e sao parte de um grupo especifico de receptores
denominados receptores de reconhecimento de padréo (PRRS).

Os PRRs reconhecem padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs). Um PAMP é uma molécula altamente conservada que é expressa por uma
classe de microrganismos e ndo € expressa pelas células hospedeiras (CAMPOS;
GAZZINELLI, 2004; GAZZINELLI; DENKERS, 2006).

Uma outra estratégia de invasdo celular do T. cruzi foi apresentada por
Fernandes e colaboradores (2007). Esses autores mostram que microdominios ricos
em colesterol e GM1 presentes nas membranas celulares de células alvo especificas
participam do processo de invasédo de formas infectantes do T. cruzi.

Estudos in vitro da interagdo do parasito com células do hospedeiro nem
sempre envolvem células que sdo alvos da infecgcdo in vivo. Células tumorais e
linhagens celulares de diferentes origens, comumente utilizadas nesses estudos,
nao representam verdadeiramente a situacdo de interacdo do parasito com células
do hospedeiro mamifero (BARBOSA, 1999). Um dos pontos que ainda permanece
em discussdo, € o mecanismo de invasdo por T. cruzi que ocorre em células
fagociticas e fagociticas nao profissionais.

Uma série de estudos tem mostrado que citocalasinas B (CB) e citocalasinas
D (CD) blogueiam a entrada de formas epimastigotas e tripomastigotas em
macréfagos, células Vero, e fibroblastos (ALEXANDER 1975; EBERT; BARBOSA
1981; HENRIQUEZ; PIRAS; PIRAS, 1981; MEIRELLES et al., 1982; NOGUEIRA;
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COHN, 1976; ZENIAN; KIERSZENBAUM, 1983), enquanto outros mostraram que
ocorre invasdo de formas tripomastigotas em fibroblastos tratados com CB, células
MDCK e células HeLa (SCHENKMAN; DIAS; NUSSENZWEIG, 1991; SCHENKMAN
e MORTARA, 1992).

1.2.2 Infeccéo de células fagociticas

Os macrofagos séo também alvos da infec¢do parasitaria, especialmente no
inicio da infeccdo, quando TM sao depositadas no tecido do hospedeiro por insetos.
Além disso, os amastigotas liberados das células infectadas, também infectam
macrofagos. Ambas as formas do parasito sdo absorvidas por fagocitose,
inicialmente alojados em vacuolos parasitéforos, podem ser mortos por geracdo de
oxido nitrico e peroxinitrito (ALVAREZ et al., 2011; RUBBO; DENICOLA; RADI,
1994; THOMSON et al., 1999).

A maturacdo dos vacuolos parasitoforos em fagolisossomas € importante
para a sobrevivéncia do parasito, que é necessaria para sua ida para o citoplasma,
evitando assim a acao dos radicais livres tripanocidas. No citoplasma diferenciam-se
e replicam como ocorrem em células ndo fagociticas. A entrada inicial dos parasitos
em macrofagos ocorre provavelmente por meio de um processo fagocitico
dependente de actina e um processo de invasao ativa semelhante ao descrito acima
para células ndo fagociticas (revisado por WALKER et al., 2014).

Estudos ainda recentes indicam que a integridade dos microdominios de
membrana plasmatica (“rafts”), compostos de colesterol, gangliésido GM, flotilina e
caveolinas sdo importantes para o sucesso da infeccdo de macrofagos por formas
tripomastigotas e amastigotas (BARRIAS et al.,, 2007; FERNANDES et al., 2007;
HISSA et al., 2012).

N&o esta claro se, no caso dos macrofagos, isso afeta apenas o processo de
invasao ativa e/ou a via fagocitica. No entanto, a ruptura dos “rafts” parece diminuir a
invasdo de células ndo fagociticas por tripomastigotas, provavelmente por
desagregacao de proteinas importantes das vias de sinalizacdo que iniciam o

processo de invaséao (revisado por WALKER et al., 2014).
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1.3 CELULAS DENDRITICAS E Trypanosoma cruzi

1.3.1 Aspectos gerais das células dendriticas

Células dendriticas (DCs) sdo células derivadas da medula déssea que
pertencem ao grupo de células apresentadoras de antigenos (APCs), sendo
consideradas o membro mais importante devido a sua alta capacidade de
reconhecer e internalizar antigenos no local da infeccdo (COLLIN; MCGOVERN;
HANIFFA, 2013; HANIFFA et al., 2009). Elas ligam as respostas imunes inatas e
adaptativas através da captura, processamento e expressao de antigenos na
membrana de sua superficie celular (PLANELLES et al., 2003, STEINMAN, 2007).

As DCs imaturas possuem uma ampla gama de receptores inatos que
permitem o reconhecimento de patdgenos através de PRRs, que ativam as DCs
através de vias de sinalizacdo que induzem sua maturacdo (PEARCE; EVERTS,
2015). Os receptores TLRs, abundantes na APC e localizados na superficie celular
ou no lumen dos endossomos, sdo um dos PRRs mais caracterizados e detectam
eficientemente PAMPs (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

O reconhecimento eficiente de patégenos leva ao desenvolvimento de uma
resposta imune inata adequada; por exemplo, TLR2, localizado na membrana
plasmatica da DC, detecta varios componentes de agentes patogénicos e a sua
estimulacdo induz a producdo de varias citocinas pro-inflamatorias. O TLR9,
localizado no endolisossomo da DC, esta envolvido no reconhecimento de virus,
bactérias, protozoéarios e sua ativacdo também leva a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Apods o reconhecimento do antigeno, as DCs podem deslocar-se ao longo do
corpo a partir de tecidos periféricos para érgaos/tecidos linféides onde apresentam
0s antigenos processados através dos seus complexos de histocompatibilidade
principais (MHC) para as células T (LIPSCOMB; MASTEN, 2002).

O processo de maturacdo compreende a diferenciacdo das células
especializadas na captura de antigenos em células especializadas na apresentacao
de antigenos e estimulagéo de células T. As DCs maduras podem ser identificadas
por aspectos morfoldégicos como extensdes citoplasmaticas e abundantes estruturas
intracelulares  (lisossomas, endossomas, granulos, etc) relacionadas ao

processamento de antigenos e pela modulagdo de marcadores moleculares como a
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super expressao de CD83 e de moléculas co-estimuladoras como CD80 (ou B7-1) e
CD86 (ou B7-2) e de MHC (O'NEILL; ADAMS; BHARDWAJ, 2004).

As células dendriticas apresentam antigenos aos linfocitos T CD8" e T CD4"
via MHC de classe | e MHC de classe Il, respectivamente (BLUM; WEARSCH,;
CRESSWELL, 2013). Antigenos originarios de fontes enddgenas pelas moléculas do
MHC de classe I; antigenos a partir de fontes exégenas pelo MHC de classe IlI.
Algumas DCs tém uma capacidade tipica, chamada apresentacdo cruzada, que
permite carregar peptideos de antigenos exdégenos em moléculas do MHC de classe
| (SEGURA; AMIGORENA, 2015; VYAS; VAN DER VEEN; PLOEGH, 2008).

As moléculas MHC de classe | sdo expressas por todas as células
nucleadas e a sua via de apresentacao do antigeno consiste numa série de reacgdes:
(1) as proteinas intracelulares sdo degradadas pelo proteassoma; (2) os peptideos
sao entregues ao reticulo endoplasmatico pelo transportador associado ao complexo
de processamento de antigeno; (3) os antigenos sdo carregados em moléculas do
MHC de classe I; (4) os complexos de peptideo-MHC de classe | sé&o transportados
do Golgi até a superficie das células para a apresentacdo as células T CD8"
(NEEFJES et al., 2011; VYAS; VAN DER VEEN; PLOEGH, 2008;). Recentemente
demonstrou-se que a infec¢do de células HelLa por T. cruzi cepa Y promove uma
regulacdo negativa da biossintese das subunidades de proteassoma bem como da
expressdo da molécula do MHC de classe I, o que poderia ser considerado um
mecanismo de persisténcia do parasito dentro da célula (CAMARGO et al., 2014).

Ao contrario da expressdo do MHC de classe I, o MHC de classe Il é
principalmente expresso por APCs tais como DCs, macréfagos e células B
(NEEFJES et al., 2011; VYAS; VAN DER VEEN; PLOEGH, 2008). Os antigenos
extracelulares sao recolhidos por APCs e colocados no fagossoma. Este
compartimento funde-se com os lisossomas para formar fagolisossomas, onde as
moléculas do MHC de classe Il interagem com os antigenos. As moléculas de MHC
de classe Il carregadas com peptideo sdo entdo transportadas para a superficie
celular onde ligam-se a células T CD4" antigeno especificas (NEEFJES et al., 2011;
VYAS; VAN DER VEEN; PLOEGH, 2008).

Curiosamente, as moléculas de MHC de classe Il estdo em constante
processo de reciclagem e degradacdo em DCs imaturas, mas as DCs maduras
exibem uma apresentacdo de antigeno estavel e prolongada (DEN HAAN; ARENS;
ZELM, 2014).
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Vale ressaltar que a apresentacdo de antigenos pela DC nédo é suficiente
para ativacdo e proliferacdo dos linfécitos T. A expressdo de moléculas co-
estimulatérias e a producdo de citocinas também sdo necessarias e sao
proporcionadas eficientemente por DCs maduras (DEN HAAN; ARENS; ZELM,
2014).

Apds a ativacdo através de TLRs, as DCs podem produzir citocinas
relacionadas a imunidade inata envolvidas em respostas locais e sistémicas tais
como IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a; no entanto, em condi¢des especificas, as DCs
também sdo capazes de produzirem IL-10 e TGF-B para dirigir uma resposta
regulatéria (HOLDSWORTH; CAN, 2015; VERHASSELT et al., 1997).

Diferentes subtipos de DCs e niveis de maturacdo podem produzir diferentes
tipos de citocinas ou moléculas co-estimulatérias que levam a uma resposta
inflamatdéria ou regulatéria. Entre os subtipos de DC, a mieléide (mDC ou DC
classica), a plasmocitdide (pDC), as células de Langerhans (LCs) e as derivadas de
mondcitos (MdDCs) séo alguns exemplos bem conhecidos.

Em murinos, as mDCs sao compostas por dois grupos principais: residentes
e migratérias, que sao divididas em dois subtipos: DCs dependentes de Batf3 e
dependentes de IRF4 (Revisado por DURAND; SEGURA, 2015). mDC Batf3-
dependente/migratoria expressa CD11c, Clec9A, XCR1, CD103 e CD207; enquanto
gue a residente expressa CD11c, Clec9A, XCR1 e CD8. Por outro lado, mDC IRF4-
dependente/residente expressa CD11c, CD11b, CD172a; os mesmos marcadores
sdo encontrados nos subtipos migratérios junto com CD206 (Revisado por SEGURA,
2016), figura 2.

Os principais marcadores para pDC sdo CD11c, Ly6c, B220 e Siglec H. Para
MdDCs, eles sao CD11c, CD11lb, CD64, FceRI, CD206, CD14, CD172a e Ly6c
(Revisado por SEGURA, 2016), figura 2.

Finalmente, LCs s&o uma populacdo especial de DC presente na epiderme e
em outros epitélios escamosos estratificados, como membranas mucosas orais e
genitais e brénquios. Apesar de estarem associadas a estes tecidos, as LCs podem
diferenciar-se em células migratorias para a apresentacdo de antigenos. Os seus
marcadores principais sdao CD11lc, CD207, EpCAM e E-caderina (Revisado por
GORDON et al., 2014), figura 2.
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Os marcadores classicos das MdDCs humanas sdo CD11c, Dectin 1
(CLEC7A) e Dectin 2 (CLEC6A). Em relagdo as pDCs, CD303 (CLEC4C), CD304
(neuropilina) e CD123 (IL-3R) s&o marcadores humanos comuns. As MdDCs podem
expressar CD14, CD209 (DC-SIGN), CD16 e CDlc (Revisado por COLLIN;
MCGOVERN; HANIFFA, 2013), figura 2.

Lewis e Reizis (2012) propuseram a existéncia de mais dois tipos de DCs
dentro desses subtipos: células “receptoras” mais especializadas na captura de
antigenos e producdo de citocinas e células “apresentadoras”, células que se
beneficiam dessas citocinas e migram para os linfonodos para apresentar 0s
antigenos, representando outro nivel de especializacdo entre as DCs, indicando sua
diversidade e sua capacidade de orientar a polaridade, a magnitude e a

especificidade das respostas imunes.

Figura 4. Subtipos de células dendriticas murinas e humanas e seus
marcadores fenotipicos.

cDC residente cDC migratoria Langerhans DC inflamatéria

M Batf3-dep IRFd-dep IRFd-dep CD1 1c
U CDItc CD11c CD11c CD11c CD11c CD11c
R LysC ClecoA  CD11b ClecoA CD11b CD207 Fc:Rl
| B220 XCR1 CD172a XCR1 CD172a EpCAM CD206
N SigecH  CD8 CD103 CD206 E-cadherin CD14
0 CcD207 Ly6C
H CD1aDC CD14DC CD11c

CD123 CD11c CD11c CD11c CD1ic  CDiic CD11c CD64
U  cp3os ClecoA CD11b ClecdA CD11b  CD11b CD207 FeeRI
M CD304 XCR1 CD172a XCR1 CD172a CD172a EpCAM CD206
A CD141 CD1c CD141 CDic  CDic E-cadherin CD14

CDta  CD14 CD1a CD1c

N CD206  CD141 CD1a
o CD206

Fonte: Adaptado de SEGURA; AMIGORENA (2015).

Alguns estudos demonstraram que as fases aguda e cronica da doenca de
Chagas requerem diferentes polarizacbes da resposta imune: a resposta Thl é
protetora na fase aguda e a resposta regulatoria € importante na prevencéo da fase
cronica (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014, DUTRA et al., 2015).

Por esta razdo, as DCs sdo um grupo-chave de células na doenca de

Chagas: elas podem modular a resposta dependendo do tipo, nivel de maturacao,
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tipos de citocinas e receptor da DC envolvidos, tendo um papel fundamental no

desenvolvimento das formas da doenca, incluindo o estagio indeterminado.

1.3.2  Células dendriticas murinas e Trypanosoma cruzi

Estudos sobre a doenca de Chagas aguda em seres humanos séo limitados
devido a falta de sintomas Unicos que caracterizam este estado da doenca. No
entanto, ampliar o conhecimento sobre a fase aguda é importante porque os eventos
imunoldgicos que ocorrem nesta etapa tém grande influéncia no possivel
desenvolvimento da fase crbnica. Neste contexto, a infeccdo murina experimental
pode imitar a doenca humana, dando-nos uma visdo semelhante ao que acontece
no inicio da infeccéo por T. cruzi (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014).

Diferente da resposta habitual das DCs durante uma infecgcéo, a expressao
de importantes moléculas de superficie como MHC, CD80 ou CD86 pode ser
reduzida quando as DCs reconhecem os antigenos de T. cruzi de forma dependente
da cepa, limitando a maturacdo da DC e a sua capacidade de apresentacao de
antigeno (GIL-JARAMILLO et al., 2016). Durante a fase aguda, as DCs esplénicas
infectadas pela cepa Tehuantepec do T. cruzi apresentam baixa expressdo de
moléculas CD86 e sao incapazes de migrarem para oOrgaos/tecidos linfoides
(CHAUSSABEL et al., 2003). A cepa RA altamente virulenta do T. cruzi (TcVI) em
DCs de medula 0ssea, induz uma regulacdo para baixo da producéo de citocinas e
da capacidade endocitica adicionada a uma supressdao do MHC de classe Il, em
comparacdo com as células ndo infectadas (PONCINI et al., 2008). Estes dados
estdo em concordancia com o estudo de Alba Soto e colaboradores (2003), que
também detectaram uma expressao diminuida de MHC de classe Il em DC
esplénicas infectadas pela mesma cepa de T. cruzi. Além disso, mostraram que o
comportamento da DC induzido pela cepa RA ndo ocorre para a cepa nao virulenta
K98 do T. cruzi (Tcl).

Outro estudo comparativo de infeccdo, usando MdDCs, foi realizado usando
cepas de 2 DTUs diferentes, Tcl (AQl.7 e MUTUM) e Tcll (1849 e 2369) (DA
COSTA et al., 2014). DTU (discrete typing unit) é definido como um conjunto de

isolados que € geneticamente semelhante e que pode ser identificado por
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marcadores moleculares ou imunologicos comuns (TIBAYRENC, 1998). T. cruzi foi
dividido em 6 DTUs (ZINGALES et al., 2009).

Os resultados obtidos por Da Costa e colaboradores (2014) demonstraram
que as DTUs de T. cruzi estudadas podem modular DCs em diferentes extensoes e
esta modulacao variou mais entre as cepas do que entre as DTUs. Em geral, ambas
as DTUs induziram a producdo e a expressao de moléculas anti-inflamatorias, tais
como IL-10, producédo de PD-L1 e expressdo de TLR2. Em relacdo a expressédo de
TLR2, parece que T. cruzi tem moléculas que se ligam a este receptor promovendo
a producéo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 (DA COSTA et al., 2014).

Em contrapartida, as moléculas proé-inflamatérias ndo apresentaram um
padrdo, variando dependendo da cepa. Finalmente, eles também demonstraram que
a expressao da DC de moléculas de diferenciacao e ativacao nao foi polarizada, o
que sugere que cada cepa de T. cruzi possivelmente desenvolveu estratégias
especificas de evasédo (DA COSTA et al., 2014).

Quando duas linhagens de camundongos foram infectadas pela cepa Y do
T. cruzi altamente virulenta (Tcll), a suscetivel mostrou DCs esplénicas com
capacidade reduzida de apresentacdo de antigenos e menor expressdo de
moléculas CD40 e CD86 em comparacdo com a linhagem resistente (PLANELLES
et al. 2003). E bem conhecido que a deficiéncia de sinais co-estimuladores durante a
apresentacao cruzada pode reduzir a estimulacéo das células T ou conduzir a um
estado anérgico. Assim, parece que a funcdo prejudicada da DC pode ajudar o
parasita a evadir do sistema imunolégico do hospedeiro (BOUSSIOTIS et al., 1996).

A producdo de citocinas € outro aspecto importante durante as interacdes
DCs - T. cruzi, particularmente a producdo de IL-12, considerada uma molécula
protetora durante a infec¢cdo aguda, uma vez que ativa uma resposta adaptativa Thl
polarizada que permite ao hospedeiro controlar adequadamente o crescimento do
parasito através de IFN-y (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014). Em concordancia,
DCs de linhagens de camundongos resistentes a T. cruzi super expressaram IL-12 e
TNF-o enquanto que as linhagens susceptiveis produziram a citocina IL-4 de perfil
Th2 (PLANELLES et al., 2003). Sabe-se que a IL-4 medeia a susceptibilidade do
hospedeiro ao T. cruzi, mas também € necessaria para prevenir a hiperatividade
imunoldgica e a imunopatologia (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996; LAUCELLA,
ROTTENBERG; TITTO, 1996).
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Terrazas e colaboradores (2011) demonstraram o papel protetor da IL-12
através da infeccao por T. cruzi cepa Queretaro (Tcl) de camundongos deficientes
em MIF (fator inibidor da migracdo de macréfagos). O MIF é uma citocina
pleiotropica produzida por varios tipos de células diferentes, incluindo DCs, que
modula a expressao de varias moléculas pro-inflamatorias (COOKE; ARMSTRONG;
DONNELY, 2009). Parece que ele favorece a maturacdo da DC através da secrec¢ao
de IL-12 e da ativag&o da proteina p38 MAPK, uma quinase envolvida na maturacao
da DC. Por outro lado, camundongos deficientes em MIF apresentaram niveis mais
baixos da producédo de IL-12 e DCs de medula éssea imaturas, levando a uma
susceptibilidade a infeccéo por T. cruzi Queretaro (Tcl).

A citocina reguladora IL-10 também estd4 associada a suscetibilidade do
hospedeiro durante o estagio agudo da doenca de Chagas, limitando a inducéo de
mecanismos efetores antimicrobianos por parte das DCs, como a supressao da
migracdo da DC para os linfonodos de drenagem (ALBA SOTO et al.,, 2010;
CORINTI et al.,, 2001; DEMANGEL; BERTOLINO; BRITTON, 2002). Uma Unica
injecdo intravenosa de DCs deficientes em IL-10 que foram pulsadas com antigenos
parasitarios conferiu um controle eficaz contra um desafio letal com a cepa de T.
cruzi RA em camundongos. As DCs deficientes em IL-10 eram produtoras de niveis
elevados de citocinas Thl e indutoras de linfécitos T antigeno-especificos apos a
imunizacao (ALBA SOTO et al., 2010).

Por outro lado, Poncini e colaboradores (2010) demonstraram que a
interacdo de DCs com tripomastigotas de T. cruzi foi incapaz de ativar as DCs, e
estas ceélulas se tornaram produtoras de TGF-B e IL-10 e ndo foram eficientes como
estimuladoras de linfocitos, sendo classificadas como DCs regulatérias.

As DCs maduras tém a capacidade de induzir a ativacao e proliferagédo das
células NK. As células NK desempenham um papel significativo na resposta imune
inata e na vigilancia como resultado da sua producdo de citocinas e citdlise das
células infectadas. Além disso, as células NK secretam IFN-y, TNF-a. e GM-CSF,
que promovem a maturacdo da DC e a ativagdo de células T (GEROSA et al., 2002;
PICCIOLI et al., 2002).

Também foi demonstrado o importante papel dos TLRs no reconhecimento
do T. cruzi pela primeira linha de células de defesa, incluindo DCs. A infeccdo com
T. cruzi induz o recrutamento de TLR9 para o compartimento endolisossomal,

promovendo sua interagdo durante a fagocitose inicial. Os motivos estimuladores
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contendo CpG de T. cruzi CL Brener, particularmente aqueles formados por genes
que codificam proteinas semelhantes a mucina, também levaram o TLR9 aos
lisossomas de DC de medula 6ssea e a inducdo de IL-12 bem como a sintese de
IFN-y (BARTHOLOMEU et al., 2008). Tal atividade proinflamatoria potente e,
consequentemente, o controle da replicacdo do parasita, poderia levar a resisténcia
do hospedeiro a infec¢cdo ou evitar a letalidade do hospedeiro e a manutencédo da
persisténcia do parasita de ciclo de vida longo.

A segunda hipGtese sugere outra adaptacdo do T. cruzi a imunidade
mediada por células hospedeiras (BARTHOLOMEU et al., 2008). Gravina e
colaboradores (2013) afirmaram que a populacéo de DC constitui a principal fonte de
producao de IL-12/IL-23p40 em uma via dependente de TLR9 na infeccédo por T.
cruzi cepa Y. Além disso, quando as DCs eram incapazes de produzir IL-12/IL-
23p40, os macréfagos recuperaram a sua capacidade de responder ao agonista de
TLR9, o que pode representar uma resposta compensatéria. Por conseguinte, a
modulacdo de TLR9 é importante para controlar a resposta inflamatéria nas
diferentes células, mas TLR9 atua fundamentalmente na atividade inflamatéria da
DC na infecgao por T. cruzi (GRAVINA et al., 2013).

A sinergia entre TLRs em DCs infectadas por parasitas também foi
estudada. Quando os camundongos deficientes em MyD88/TRIF (Toll/IL-1R
contendo o adaptador que induz o IFN-B) (isto é, sem ativagdo funcional dos TLRS)
foram infectados com a cepa Tulahuen de T. cruzi (TcVI), a depuragcéo do parasito
foi prejudicada principalmente pela auséncia da producdo de IFN-B (KOGA et al.,
2006). No mesmo trabalho, foi proposto que a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias € uma inducdo dependente de MyD88 e a expressao de IFN-B é
dependente de TRIF. Em qualquer caso, ambos os adaptadores de TLR contribuem
para respostas imunes inatas contra a infec¢ao por T. cruzi (KOGA et al., 2006).

A proteina UNC93B1, que interage com TLR3, TLR7 e TLR9, parece
desempenhar um papel essencial na protecdo do hospedeiro contra a infecgéo por
T. cruzi (CAETANO et al., 2011). Os camundongos deficientes em UNC93B1 foram
mais susceptiveis a infeccao por T. cruzi e produziram uma concentracdo mais baixa
de IL-12p40 e IFN-y. Essa susceptibilidade também foi alcancada durante a infec¢ao

pelo T. cruzi com camundongos deficientes em TLR3/TLR7/TLR9, demonstrando
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gue os TLRs sensores de acidos nucleicos sdo determinantes criticos da resisténcia
do hospedeiro a infec¢éo primaria com T. cruzi (CAETANO et al., 2011).

Outros receptores também tém sido propostos para desempenhar um papel
importante durante a fase aguda da doenca de Chagas. Os camundongos
deficientes em receptores B, (B2R) de bradicinina (BK) foram mais susceptiveis a
infeccdo por T. cruzi cepa Dm28c (Tcl) do que os animais WT (MONTEIRO et al.,
2007). Os B2Rs reconhecem cininas liberadas por T. cruzi, mediadores relacionados
a bradicinina que ativam DCs imaturas (MONTEIRO et al., 2006). As DCs esplénicas
sem receptor B,R ndo produzem IL-12, apontando um papel critico para a via de
sinalizacdo das cininas no desenvolvimento de células T efetoras do tipo 1
(MONTEIRO et al., 2007). Num estudo recente, 0 mesmo grupo demonstrou que o
bloqueio de B3R juntamente com o receptor C5a resultou em DCs esplénicas
incapazes de produzir 1L-12p40/70 e IFN-y (SCHMITZ et al., 2014). C5a é uma
anafilatoxina derivada da protedlise do complexo C5 do sistema complemento, cuja
funcdo biologica € ativar células da linhagem mieldide (KLOS et al., 2009). No
entanto, eles mostraram que as moléculas de C5a parecem ser produzidas através
da atividade da cruzipaina do T. cruzi durante a infecgdo e podem promover a
ativacdo da DC e uma resposta protetora Thl (SCHMITZ et al., 2014).

As galectinas, receptores de lectina, também podem atuar como receptores
de reconhecimento de patdégenos e como moduladores da resposta inata e
adaptativa (VASTA, 2009). Foi demonstrado que esses receptores sdo amplamente
expressos em células B, macrofagos e DCs durante a infecgdo por T. cruzi (VRAY et
al., 2004; ZUNIGA et al., 2001a, b).

No que se refere as DCs, a galectina-1 parece ser um imunorregulador
negativo que limita a resposta protetora do hospedeiro ao induzir circuitos
tolerogénicos em DCs. Estas DCs tolerogénicas induzem a ativacdo das células T
regulatorias, o que favorece a persisténcia do parasita nos tecidos do hospedeiro ou
limita o dano tecidual colateral através da supressdo das respostas inflamatorias
(PONCINI et al., 2015).

Galectina-3 (Gal-3) e seus ligantes especificos foram super-expressos em
DC esplénicas ap0Os infec¢cdo por T. cruzi cepa Tehuantepec, o que levou ao
aumento da adesividade e a reducdo da migracdo. Portanto, T. cruzi modula a
funcionalidade de Gal-3 e seus ligandos para melhorar a infec¢éao, outra propriedade
imunomoduladora do T. cruzi (VRAY et al., 2004).
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Outro receptor semelhante a lectina expresso por células do sistema imune,
Siglec-E (lectina-E semelhante a imunoglobulina de ligacdo do &cido sialico),
também tem sido implicado na infeccdo por T. cruzi. E bem sabido que a
transferéncia do acido sidlico pela trans-sialidase (TS) do T. cruzi da célula
hospedeira para moléculas semelhantes a mucina na superficie do parasita confere
resisténcia ao complemento humano, contribuindo para a infeccdo (TOMLINSON et
al., 1994).

Além disso, como citado anteriormente na secdo 1.2.1, Erdmann e
colaboradores (2009) descreveram que a interacdo TS-Siglec-E resulta em um
efeito inibidor na modulacéo das DCs, pela supressao da producao de citocina IL-12.

Juntos, esses achados sugerem que o T. cruzi (ou produtos parasitarios)
pode levar a imunossupressdo através de sua interagdo com o0s receptores de
lectina da DC (TERRAZAS; TERRAZAS; GOMEZ-GARCIA, 2010).

Slamfl (molécula de adesdo auto-ligante - CD150) é uma molécula co-
estimulatéria presente na linhagem miel6ide e necessaria na interface das células
apresentadoras de antigeno e células T (VAN DRIEL et al., 2016). Experiéncias in
vitro e in vivo revelaram que as células mieldides deficientes em Slamfl
apresentaram producédo alterada de citocinas e reduziram a replicacdo parasitaria.
Foi detectada uma producéo de IFN-y muito mais baixa no coragdao de camundongos
deficientes em Slamfl do que no cora¢do de camundongos WT. Além disso, 0s
camundongos deficientes em Slamfl apresentaram danos cardiacos reduzidos
apesar do nimero comparavel de infiltrado de DCs, macrofagos, linfocitos T CD4" e
CD8" em comparagdo com os animais WT. Portanto, o T. cruzi requer Slamfl para
se replicar nas DCs e sua auséncia leva a uma menor producdo de fatores
especificos de células mieldides pelas DCs, que sdo compostos chave para a
resposta imune e os resultados da infeccdo (CALDERON et al., 2012).

1.3.3 Células dendriticas humanas e Trypanosoma cruzi

O primeiro experimento que confirmou a habilidade do T. cruzi infectar e
reproduzir-se no interior das DCs humanas foi realizado em 1999 por Van Overtvelt

e colaboradores. Os autores também demonstraram que as DCs derivadas de
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monacitos e infectadas por T. cruzi cepa Tehuantepec, reduziram significativamente
a expressao de CD40 e HLA-DR e néo produziram IL-12 e TNF-a.

Outro estudo do mesmo grupo, que utilizou a mesma cepa de T. cruzi,
mostrou que fatores soluveis liberados por T. cruzi no meio de cultura das DCs
inibiram a expressdo de MHC de classe | induzida por LPS, na superficie das DCs
humanas. Esta inibicdo pode diminuir o efeito protetor de células T CD8" especificas
uma vez que as DCs infectadas apresentam uma menor capacidade de
apresentacao cruzada, o que poderia influenciar a capacidade in vivo do hospedeiro
de combater a infecgéo eficientemente (VAN OVERTVELT et al., 2002).

Sabe-se que a pequena familia de glicoinositolfosfolipideos (GPILs) é
abundante na superficie de T. cruzi e que tais moléculas parecem apresentar
atividade imunoregulatéria (BRODSKYN et al., 2002; MEDEIROS et al., 2007).
GIPLs isolados de T. cruzi cepas G (Tcl) e Y (Tcll) foram incubados com DCs
derivadas de mondcitos estimuladas por LPS. Os resultados mostraram que
antigenos GIPL direcionaram a regulacdo para baixo tanto de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-12 e TNF-a, quanto de citocinas anti-inflamatérias, como
a IL-10. GIPLs do parasito também inibiram a expressdo de moléculas co-
estimulatérias HLA-DR, CD83, CD86, CD180 e CD40 na superficie das DCs
(BRODSKYN et al., 2002). Resultados semelhantes foram encontrados quando a
porcao ceramida da molécula de GIPL foi utilizada para estimular as DCs, sugerindo
qgue fragmentos de glicoproteinas do parasito poderiam representar uma estratégia
de evaséo do T. cruzi (BRODSKYN et al., 2002).

A proteina da familia tiol-disulfureto oxiredutase (Tc52) liga-se e induz a
maturacdo da DCs tanto murina quanto humana, via ativacdo do TLR2. DCs
derivadas de mondcitos tratadas com Tc52 apresentaram uma expressao mais
elevada de CD83, CD86, CD54 e HLA-DR e uma producgéo elevada de IL-8, MCP-1
e MIP-1a. Esses dados in vitro sugerem que Tc52 pode proporcionar recrutamento
local e ativacdo de leucocitos e entdo a migracdo da DC aos linfonodos, onde
podem desencadear respostas de células T e B (OUASSI et al., 2002).

Parasitas da cepa Tulahuen de T. cruzi aumentaram a expresséo de CD40 e
CD80 em mDCs de sangue de corddo umbilical em um nivel mais elevado em

comparacdo com mDCs de doadores adultos. A proliferagdo de células T CD8"
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também foi estimulada pelas mDCs de sangue de corddo umbilical (RODRIGUEZ;
CARLIER; TRUYENS, 2012a).

Outro estudo, realizado pelo mesmo grupo, mostrou que o T. cruzi pode
induzir a maturagcdo da mDC sem infecta-la. Rodriguez, Carlier e Truyens (2012b)
demonstraram que as mDCs de sangue de corddo umbilical e de adultos que
tiveram contato com o parasito mas ndo foram infectadas, expressaram altos niveis
de CD80 e CD83. Além disso, eles demonstraram que tanto mDC infectadas quanto
lisados de T. cruzi co-incubados com mDCs levaram a uma expressao padrao
semelhante de suas moléculas de superficie. Os autores mostraram também que a
taxa de infeccdo nas mDCs foi menor que em mondcitos e granuldcitos,
possivelmente devido a sua capacidade elevada de fagocitose quando comparadas
com as DCs maduras (RODRIGUEZ; CARLIER; TRUYENS, 2012b).

A modulacéo da funcdo da DC varia de acordo com a cepa de T. cruzi. Em
um estudo comparativo, Magalhdes e colaboradores (2015) demonstraram que a
cepa Col cl1.7 (Tcl) induz a super expressédo de CD80 e CD86, ao contrario da cepa
Y (Tcll). Acepa Y (Tcll) induz um aumento na produgéo de IL-10, TNF-a e granzima
A, enquanto que linfocitos T CD8" ativados pela cepa Col cl1.7 produziram niveis
elevados de IL-17. Resumindo, a cepa Tcl foi capaz de uma maior ativacdo de
monaocitos, enquanto que a cepa Tcll induziu um perfil mais inflamatario.

O que se sabe até agora sobre a interacdo entre DCs humanas e T. cruzi se
restringe a modelos in vitro, onde a expressdo de algumas citocinas e moléculas de
superficie foram analisadas, mas as funcdes especificas dos subtipos de DCs estéo
apenas no inicio de serem desvendadas.

No entanto, parece que as cepas virulentas de T. cruzi provavelmente
aproveitam-se das DCs suscetiveis para driblar a resposta imune do hospedeiro e
instalar a infec¢gdo com sucesso. Desta forma, as DCs moduladas irdo conduzir uma
resposta adaptativa fraca com baixa expressao de moléculas do MHC de classe | e Il
e citocinas pré-inflamatérias, que sdo fundamentais para o controle da sobrevivéncia
do parasita (ALBA SOTO et al. 2010; DA COSTA et al., 2014; PONCINI et al., 2008).
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1.4EICOSANOIDES

Os eicosanoides sdo mediadores lipidicos sintetizados a partir do acido
araquidonico. Células da imunidade inata, incluindo macréfagos residentes, células
dendriticas sentinelas e neutréfilos, sdo as maiores produtoras de eicosanoides
(PHIPPS; STEIN; ROPER, 1991), que incluem as prostaglandinas (PGs), o0s
leucotrienos (LTs) e as lipoxinas (LXs). Tais mediadores recebem especial atencéo
devido a sua importancia na patogénese de diversas doencas inflamatoérias e
imunoldgicas (HARIZI, CORCUFF; GUALDE, 2008).

A sintese de eicoasanoides pode ser ativada por diversos estimulos, como
acdo de fatores de crescimento, processo inflamatério ou trauma mecanico. Tais
estimulos induzem a expressdo e ativagcdo da enzima fosfolipase A2 citosélica
(cPLA2), a qual catalisa a liberacdo do &cido araquidénico (AA) enddgeno da
membrana citoplasmatica (figura 5) (FUNK, 2001; SEIBERT et al., 1994)

Figura 5. Metabolismo dos eicosanoides.
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O AA liberado da membrana pode ser metabolizado através de trés vias
enzimaticas distintas: (a) pela via da ciclooxigenase (COX), a qual ser&a detalhada na
proxima secao, (b) pela via da lipoxigenase (LO) produzindo leucotrienos (LTs),
lipoxinas (LXs), o &cido hidroperoxieicosatetraendico (HPETE) e o acido
hidroxieicosatetraendico (HETE); e (c) pela via da citocromo p450 monooxigenase
produzindo epo6xi acidos e 20-HETE (figura 5). Pode ocorrer ainda uma via nao
enzimatica, onde o AA sofre peroxidacdo mediada por radicais livres gerando
isoprostanos (BOTTING 2006a; HARIZI; CORCUFF; GUALDE, 2008; MACHADO et
al., 2011; MEDEIROS et al., 2012; MORROW et al., 1990).

1.4.1 Via da ciclooxigenase e receptores prostanoides

O AA sofre ciclizacdo dependente de oxigénio pela enzima ciclooxigenase
(COX) ou prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS), para formar prostaglandina
G, (PGGy) que subsequentemente sofre a acdo de peroxidase pela mesma COX
sendo reduzida ao seu endoperoéxido instavel PGH,, a qual é convertida por sintases
tecido especificas em outros prostanéides bioativos: PGD,, PGE;, PGF,,, PGl,
(prostaciclina) e tromboxana A2 (TXAy) (figura 6) (BOTTING 2006a, MEDEIROS et
al., 2012).

As plaquetas sintetizam principalmente TXA,, enquanto que as células
endoteliais produzem PGIl,. PGD, é produzida por mastdcitos e no cérebro,
enquanto que PGE; é um mediador importante nas células renais e estomacais e no
processo inflamatorio (BOTTING, 2006b).

Coletivamente esses produtos sdo chamados de prostanoides e os
receptores que medeiam suas agOes sdo 0s receptores de prostanoides (REGAN,
2003).
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Figura 6. A cascata do acido araquidénico — via da ciclooxigenase.

Vet Ve VW

/

\"L—fL:Nu’
Acido araquidénico

- J COX-1 or
Aspirina r_l_a COX-2

-~ O.%T\,—W\COCH
~
; COOH O WA

o QOH
!_\f PGG, ‘g‘ == COOH
<?’Vv\/v I oYYV
i H
OH oM - COX-1 or o T?(A
PGI N\ cox-2 // 2
Prostaciclina ™~ / \
, PGl \ / TXA \
‘ sintase '\ / \
v \ / sintase l
0, - Ny
QH Y\ A CO0H CH
<\ \\}—(ﬁ "\ COOH A=A COOH
En,’\,..- O‘*‘\" }/\N HO f\o {\’,V.
OH oW ) OH OH
6-keto-PGF 7 PGH, T~ TXB,
-~ ‘\\
pd s
L/ Pad PGE "\
A ) \
’(/ sintase PGF sintase
sintase A

L) . Q
<,:LT o ! s L eoen
oH {
AN A A AAS
o & / COOH ; Y

b
AN
PG Dg OH bH PG E?

PGF,, (9a, 11a-PGF;)

Fonte: Adaptado de BOTTING (2006a).

Os efeitos da PGE, sdo exercidos por receptores PGE especificos na
membrana plasmatica das células alvo designados receptores EP (para receptores
prostanodides E) (HALUSHKA, et al., 1989) que existem em quatro subtipos: EP;.4,
(NARUMIYA; SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999). PGF,,, PGl, e TXA, exercem suas
acOes através de receptores FP, IP e TP, respectivamente. Os efeitos de PGD, sdo
mediados por dois receptores denominados DP; e DP,, um GPCR recentemente
descoberto, expresso em células Th2 e também conhecido como CRTh2. Este
receptor liga tanto o PGD, como o0 seu metabolito 15-desoxi PGJ,. A ligacédo de 15-
desoxi PGJ, resulta na liberacdo de calcio intracelular, em oposicdo aos aumentos
de AMPc que ocorrem quando PGD; se liga ao seu receptor DP; tradicional (HIRAI
et al., 2001).

Os receptores de prostanoides pertencem a trés grupos (com base em

atributos de homologia e sinalizacdo, em vez de propriedades de ligacdo ao ligante)
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dentro de tipos distintos da superfamilia GPCR, proteinas com sete porcoes
transmembranas. A Unica excecdo é DP,, que € um membro do subgrupo de
receptores de quimiocinas. Os receptores IP, DP;, EP, e EP, formam uma
sinalizacdo de cluster através de aumentos mediados por Gs no AMPc intracelular
(COLEMAN et al., 1995; KATSUYAMA et al., 1995).

Os receptores EP;, FP e TP, formam um segundo grupo gue sinaliza através
de aumentos mediados por G4 no calcio intracelular. O receptor EP3 é considerado
um receptor "inibitorio". A sinalizacédo pelo receptor EP3; € mais complexa devido as
multiplas isoformas do receptor EP3 geradas por splicing alternativo a partir de um
anico gene do receptor EP3. Estas isoformas de receptores EP3; sdo acopladas a
diferentes vias de sinalizagdo, incluindo G;, Gs e calcio. A existéncia de quatro
subtipos de receptores para PGE, é notavel, dado que os outros prostanoides tém
apenas um unico receptor. Esta familia complexa de receptores EP acoplados a
sinais intracelulares distintos fornece uma base molecular para as diversas acoes
fisioldgicas e, as vezes, antagonicas de PGE, em uma variedade de tipos celulares
(BREYER; BAGDASSARIAN, 2001).

1411 Enzima ciclooxigenase

Existem duas isoformas de COX, uma constitutiva (COX-1) e uma induzivel
(COX-2). A COX-1 esta envolvida basicamente com funcdes fisiolégicas, tais como
regulacdo da secrecdo de muco gastrico, ativacdo plaquetéaria, tbnus vascular e
manutencado da funcgéo renal, enquanto que a COX-2 atua na inflamacgao, cancer e
dano tecidual. Estas enzimas sédo o principal alvo de drogas anti-inflamatorias néo
esteroidais (AINES). Ambas as enzimas estdo presentes no estado ativo no reticulo
endoplasmatico e no envelope nuclear (HAEGGSTROM et al., 2010; MEDEIROS et
al, 2012; ROUZER e MARNETT, 2008).

COX-1 e COX-2 apresentam o mesmo peso molecular, 71 kDa, porém a
sequéncia de aminoacidos da enzima COX-2 apresenta homologia de 60% com a
COX-1. Ambas exibem uma estrutura tridimensional composta por trés unidades
independentes dobradas: um dominio N-terminal semelhante ao fator de
crescimento epidermal, um dominio alfa hélice de ligacdo a membrana e um dominio

globular C-terminal, o qual acomoda o sitio enzimatico (BOTTING 2006a), tanto de
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ciclooxigenase quanto de peroxidase, sendo que este Ultimo contém um cofator
heme (SMITH; SONG, 2002).

O sitio ativo, que consiste de um longo e estreito canal hidrofébico, na COX-
2 é ligeiramente maior e pode acomodar estruturas maiores do que as que sao
capazes de se encaixar no sitio ativo da COX-1 (KURUMBAIL et al, 1996). Uma
bolsa lateral interna secundaria da COX-2 contribui significativamente para o maior
volume do sitio ativo nesta enzima, embora o canal central também seja mais amplo
em aproximadamente 17%. Essa diferenca se da pela variacdo na sequéncia de
dois aminoacidos, lle 523 é substituido por Val523 na COX-2 (figura 7). O acesso a
este lugar é estericamente inadequado na COX-1 pela cadeia lateral longa de
lle523. Os locais de ligagdo do &acido araquiddnico e AINES estdo posicionados no
meio superior do canal, Tyr385 e Ser530, enquanto que Arg120 fica na abertura do
canal (BOTTING 2006a; GARAVITO; MALKOWSKI; DEWITT, 2002, KURUMBAIL et
al, 1996).

Figura 7. Sitio ativo da ciclooxigenase. EE = espago extra. BL = bolsa

lateral.

His513

I

Fonte: Adaptado de BOTTING (2006a).

A atividade da COX é dependente da orientacdo apropriada do substrato no
interior do sitio ativo, um processo que ocorre pela interagdo do AA com residuos

especificos de aminoacidos. Tyr385 que € catalitico e onde ocorre a remocao do
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hidrogénio do C13 do AA, Gly533 e Tyr348, os residuos que orientam o C13 para a
remocao do hidrogénio; Argl120, o residuo responsavel pela interacdo eletrostatica
com o anion carboxilato do AA, e os residuos que governam a orientacdo do AA de
tal forma a gerar PGG2, Val349, Trp387 e Leu534 (MALKOWSKI et al., 2000; RIEKE
et al., 1999; THURESSON et al., 2001).

1.4.2PGE, e DCs

PGE; é uma das principais protaglandinas produzidas em grande quantidade
pelas APCs ativadas, atuando como um regulador autocrino de sua atividade
(RUSSELL; PACE, 1984; DUBOIS et al., 1998). Além de suprimir a proliferacdo de
células T humanas (GOODWIN; BANKHURST; MESSNER, 1977; MINAKUCHI et
al., 1990), inibir a producéo de citocinas pro inflamatdrias por macrofagos (SCALES
et al., 1989; VAN DER POUW KRAAN et al., 1995) e inibir a expressdo de moléculas
de MHC de classe Il (SNYDER; BELLER; UNANUE, 1982), a PGE, € um modulador
chave da funcao das DCs (HARIZI et al., 2001).

PGE; exerce diferentes efeitos dependendo do estado de maturagéo da DC.
Nos tecidos periféricos, PGE;, parece exercer efeito estimulatério em DCs imaturas.
De fato, PGE, coopera com as citocinas inflamatoérias tais como, TNF-q, IL-1f e IL-6
promovendo a maturagdo da DC (KUDELA et al., 2001; ZELLER-RIESER et al.,
2002). DC maduras expressam o receptor de quimiocina CCR7 e migram através
dos vasos linfaticos para érgéaos linfoides em resposta a gradientes quimiotaticos dos
ligandos de CCR7 (LUFT et al., 2002; SCANDELLA et al., 2002). Nos 6rgaos
linfoides, PGE, assume um papel regulatério, reduzindo a ativacdo da DC e sua
habilidade em apresentar antigeno as ceélulas T (HARIZI et al., 2001). Outra acao
estabelecida da PGE; na funcdo da DC é a regulacdo da producdo de citocinas,
dependendo do contexto e do microambiente. A presenca de PGE, durante o
contato da DC com o antigeno, inibe completamente sua capacidade em produzir a
citocina que direciona a resposta Thl, a IL-12. Essas DCs produzem altos niveis de
IL-10 (KALINSKI et al., 1997), a qual € conhecida como uma citocina regulatéria
(VASSILIOU; JING; GANEA, 2003). Além de seu potencial para modular a
maturacdo, a capacidade de producdo de IL-12 e capacidade de polarizacdo da
resposta Th, existem novas evidéncias diretas de que PGE; afeta a apoptose e a

expressao do receptor de quimiocinas dessas APCs profissionais. Por exemplo, a
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PGE; inibe a producdo de quimiocinas inflamatdrias CCL3 e CCL4 na DC derivada
de medula 6ssea murina (BM-DC). Ao diminuir a liberacdo de quimiocinas, a PGE,
pode atuar como um agente anti-inflamatoério que previne o acumulo excessivo de
células imunes ativadas (JING; VASSILIOU; GANEA, 2003).

Estudos anteriores relataram que a PGE; pode atuar em células de maneira
paracrina e desempenhar um papel crucial na interacéo célula/célula. Por exemplo, a
PGE; derivada de mondcitos tem efeitos supressivos na fungdo APC de DC in vivo.
Usando indometacina (inibidor de COX), Bjercke e Gaudernack (1985) forneceram
evidéncias de que a funcdo APC da DC pode, pelo menos em parte, ser atribuida a

maior producéo de PGE; por mondcitos.

1.5ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) foram nomeados dessa forma
para distingui-los dos antiinflamatérios esteroidais, também usados para inibir o
processo inflamatério. O AINE mais antigo é a aspirina ou acido acetilsalicilico
(ASA), com agOes anti-inflamatoria, analgésica e antipirética, além de apresentar
efeitos colaterais como dano a mucosa gastrica, toxicidade renal e inibicdo da

agregacéao plaquetéria (BOTTING, 2010).

1.5.1 Aspirina

Originalmente obtida a partir de fontes vegetais, a aspirina foi primeiro
sintetizada pelo aleméo Felix Hoffman na Bayer Company em 1897, mas seu
mecanismo de acéo foi desvendado somente em 1971 por John R. Vane, que na
época, demonstrou a inibicdo dose dependente da sintese de prostaglandina. Por
suas descobertas em relacdo as prostaglandinas e substancias biologicamente
ativas relacionadas, Vane recebeu o prémio Nobel no ano de 1982. A partir de 1971
véarios estudos foram realizados para entender melhor o mecanismo de acao desse
AINE que inibe a atividade da COX (BOTTING, 2006a).

O residuo de serina na molécula da COX é o alvo da aspirina, que acetila o
seu grupo hidroxila inibindo a ligagdo do AA, inibindo irreversivelmente a COX.

Enquanto na COX-1 o residuo Ser530 é acetilado, na COX-2 é o residuo Ser516
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(BOTTING, 2006b; VANE; BOTTING, 2003). A acetilacdo do residuo Ser516 na

COX-2 causa um impedimento estérico que limita o espaco disponivel para

acomodar a porc¢ao final da longa cadeia de carbonos do AA, distorcendo o AA no

sitio ativo, o qual entdo é convertido em acido 15(R)-hidroxieicosatetraendico (15R-

HETE). O 15R-HETE sofre a acdo da 5-LO que o converte em 15-epi-lipoxinas, as

chamadas lipoxinas desencadeadas pela aspirina (ATLS) (figura 8) (LECOMTE et al.,
1994; SCHNEIDER; BRASH, 2000).

Figura 8. Esquema da acao da aspirina sobre a ciclooxigenase.
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As ATLs levam a ativacdo da cascata de sintese das protectinas e

resolvinas, as quais tem o efeito de inibir a migracéo e a sintese de IL-12 pelas DCs
(SERHAN, CHIANG e VAN DYKE, 2008; SERHAN, YACOUBIAN e YANG, 2008).
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Essas respostas celulares ativadas pelas ATLs resultam de sua interacao
com seu receptor especifico (ALX), um receptor acoplado a proteina G para
eicosanoides derivados da lipoxigenase (BENNETT,; GILROY, 2016; SCHWAB,;
SERHAN, 20086).

A inibicdo eficiente da aspirina depende de sua ligacdo ao residuo de
Argl20 na COX (GARAVITO; DEWITT, 1999). A aspirina inicialmente forma uma
ponte de hidrogénio entre seu grupamento carboxila e o residuo de Arg120, o que
coloca a molécula na orientacdo correta para causar a acetilacdo do residuo de
serina (TOSCO; LAZZARATO, 2009).

A aspirina também apresenta efeitos por mecanismos independentes de
COX, os quais incluem a inducdo da sintese de NO (TAUBERT et al., 2004),
aumento da producdo de adenosina pelo estimulo da hidrolise de ATP
(CRONSTEIN; MONTESINOS; WEISSMANN, 1999; CRONSTEIN et al., 1994) e a
inibicdo da via de transcricdo do fator nuclear kapa B (NF-«xB) (KOPP; GHOSH,
1994).

1.5.2 Celecoxibe

Os efeitos colaterais gastricos séo os principais problemas dos AINEs né&o
seletivos que atuam preferencialmente sobre a COX-1, como é o caso da aspirina.
Devido a isso, a industria farmacolégica buscou desenvolver AINEs seletivos para
COX-2. Assim, em 1999 surgiram o0s primeiros, o celecoxibe (Celebrex) e o
rofecoxibe (Vioxx) (BOTTING, 2006a).

A estrutura quimica do celecoxibe contém um grupamento sulfonamida no
lugar do grupo carboxila da aspirina (figura 9). Tal grupamento do celecoxibe liga-se
ao residuo de Arg513 no sitio catalitico da COX-2 (BOTTING, 2006b).

Embora néo tenha efeitos gastrotoxicos, o celecoxibe apresenta efeitos
cardiovasculares como demonstrado em estudos realizados por Solomon e
colaboradores em 2005. Tal efeito € causado pela inibicdo da sintese da molécula
anti-agregante plaquetaria prostaciclina pelas células endoteliais sem atuar sobre a
pro-trombotica tromboxana nas plaquetas (MCADAM et al., 1999).
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Figura 9. Estrutura quimica da aspirina (esquerda) e do celecoxibe (direita).
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Fonte: Dominio publico.

Inicialmente o celecoxibe foi desenvolvido para o tratamento da dor cronica,
porém varios autores demonstraram que é capaz de exercer efeitos independentes
da inibicdo de COX-2, como por exemplo, atividade antitumoral pela modulacdo do
citoesqueleto de actina que inibe a migracdo (BEHR et al, 2015), inducéo da
apoptose de células tumorais (SCHONTHAL, 2007) e diminui¢do da sobrevida pela
inibicdo do ciclo celular (GROSCH et al., 2001; GROSCH et al., 2006).

Em relacdo a resposta imune, além do efeito inibitério sobre a COX-2, Alloza
e colaboradores (2006) demonstraram que celecoxibe e seu analogo [1-(4-sulfamoyl
phenyl)-3-trifluoromethyl-5-(4-trifluoromethylphenyl) pyrazole inibem a expresséo de
IL-12 por aumentarem sua associagdo com a chaperona calreticulina, promovendo
sua permanéncia no reticulo endoplasméatico em células 3H10-HEK. CHIBA e cols.
(2012) demonstraram o mesmo efeito em macrofagos derivados de células U937
humanas e ativados por LPS. Ainda, a apoptose induzida pelo celecoxibe deriva da
inibicdo da bomba de célcio da membrana do reticulo endoplasmético, aumentando
0s niveis citosoélicos de célcio que ativam os mecanismos de morte associados ao
reticulo endoplasmatico (SCHONTHAL, 2007).

1.6 EICOSANOIDES e Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é capaz de sintetizar lipidios bioativos no cinetoplasto e sua
sintese é regulada assim como nos mamiferos. O parasito ndo apresenta todas as
vias sintéticas completamente, entretanto, é capaz de sintetizar acidos graxos

poliinsaturados a partir de precursores presentes no hospedeiro mamifero, como o
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AA e o acido eicosapentaenoico (LIVORE, TRIPODI; UTTARO, 2007; MACHADO et
al., 2011).

A enzima PLA2 similar a dos humanos esté presente e cliva a cadeia acil do
AA presente nas membranas. Além disso, esta enzima é dependente de calcio e sua
atividade esta aumentada nas formas infectantes do parasito. Assim, quando a
enzima atua, ocorre a mobilizacdo intracelular de célcio e a ativagédo de diacilglicerol
(DAG) e lisofosfatidilcolina, os quais ativam as proteinas quinases. Esse processo de
sinalizacdo € critico para ocorrer a interacdo parasito-célula hospedeira que
antecede a invaséo (Revisado por MACHADO et al, 2011).

O T. cruzi também apresenta a fosfolipase Al (Tc-PLA1l) que atua sobre os
lipidios da célula hospedeira para gerar mensageiros secundarios lipidicos (DAG,
acidos graxos livres, lisofosfolipidios) e concomitante ativacdo da proteina quinase C
(PKC). A PKC tem sido implicada no aumento da invaséo, sugerindo que a Tc-PLAL
esta envolvida nos estagios iniciais da interagdo parasito-hospedeiro que antecedem
a invasdo (BELAUNZARAN et al., 2007).

Em relacdo a sintese de prostanoides, T. cruzi sintetiza preferencialmente
TXA2 (ASHTON et al., 2007), pequenas quantidades de PGF2a e quantidades
insignificantes de PGD2. A enzima PGF2a sintase é semelhante & enzima amarela
velha de levedura (“yeast old yellow enzime”) (TCOYE) e resistente a AINEs como
aspirina e indometacina (KABUTUTU et al., 2003).

A acéo da lipoxina na inflamag&o do miocéardio e na resposta a infeccéo por
T. cruzi ndo é bem compreendida. As Unicas evidéncias que permitem extrapolar o
seu papel na regulacdo da infeccdo por protozoarios sdo os estudos dos
mecanismos da lipoxina na infeccdo por Toxoplasma gondii. Animais que
apresentavam a infec¢ao por T. gondii e nocautes para a enzima lipooxigenase (5-
LO), apresentaram um aumento significativo dos niveis de IL-12 e IFN-y, enquanto
que os animais onde ocorreu a administragcao da lipoxina A4 n&o se verificou o
aumento. Os animais nocautes apresentaram também danos teciduais e maior
mortalidade em relacdo aos controles selvagens (ALIBERTI; BAFICA, 2005;
MACHADO; ALIBERTI, 2006; MUKHERJEE et al., 2011).

No modelo de infeccdo por T. gondii foi demonstrado que a lipoxina ativa
dois receptores de células dendriticas (AhR -Receptor aril hidrocarbono e LXAR) e

os efeitos da ativacdo sdo a expressao do supressor de citocinas sinalizante 2
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(SOCS-2). Este supressor esta relacionado com a modulacdo da inflamacdo na
infeccdo por T. gondii (ALIBERTI; BAFICA, 2005; MACHADO; ALIBERTI, 2006;
MUKHERJEE et al., 2011).

Wirth e Kierszenbaum em 1985 observaram a relacdo dos leucotrienos B4 e
C4 na infeccéo por T. cruzi com a estimulacdo da fagocitose e consequentemente
maior entrada do parasito em monacitos.

A inibicdo da enzima lipooxigenase pode ocorrer pela acdo do &cido
nordihidroguairético, que impede a formacdo de leucotrienos. O &cido
nordihidroguarético também € inibitério para TGF-p (fator de transformacdo de
crescimento beta) que desempenha diversas fun¢des no controle da infeccéo por T.
cruzi na progresséao da doenca de Chagas (DIAS, 1979; DIAS, 2006).

Os leucotrienos parecem exercer papel essencial no controle da carga
parasitaria tanto no sangue como no coracdo, no desenvolvimento do estresse
oxidativo e na regulacdo da producdo de Oxido nitrico por macrofagos ativados na
fase aguda da infeccéo experimental com T. cruzi (BORGES et al., 2009; PANIS et
al., 2011).

Entretanto, o estudo realizado por Pavanelli e colaboradores (2010) mostrou
gue a auséncia de leucotrienos também parece exercer uma funcéo protetora contra
a infeccdo. Utilizando camundongos nocautes para 5-LO infectados com T. cruzi,
encontraram uma parasitemia inicial mais elevada, porém uma melhora da taxa de
sobrevivéncia dos camundongos, explicada pela reducdo dos niveis de citocinas e
infiltrado inflamatorio no coragcédo, em comparagdo com os camundongos selvagens.

O tromboxano A2 (TXA;) € um potente vasoconstritor e esta relacionado
com muitas das sequelas provocadas da doenca de Chagas como: inflamac&o dos
orgaos e lesdo isquémica. A expressdo TXA, promove citocinas pré-inflamatorias,
quimioquinas, moléculas de adeséo e a endotelina-1 que promovem leséo tecidual
(ASHTON et al., 2007). Na infeccao por T. cruzi em camundongos nocautes para o
receptor TXA,, apresentaram elevada inflamag¢do no miocardio e também na carga
parasitaria no tecido cardiaco (ASHTON et al., 2007).

Durante a fase aguda da infeccdo por T cruzi o TXA; auxilia na sobrevida do
hospedeiro para que este faca a transicéo para a fase crénica (ASHTON et al 2007).

A PGE; tem efeito depressor na resposta humoral, inibindo a diferenciacao
dos linfocitos B em plasmécitos secretores de anticorpos e efeito inibitério nas
células T (TILLEY; COFFMAN; KOLLER, 2001).
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As prostaglandinas sdo essenciais na modulacdo observada na infeccao de
T. cruzi tendo efeito imunossupressor (PINGE-FILHO; TADOKORO;
ABRAHAMSOHN, 1999).

Em um experimento analisando a ac¢éao inibitéria de COX observou-se que
atenuava a lipoperoxidacao, isto €, a oxidacdo dos acidos graxos nos eritrocitos no
inicio (fase aguda) da infeccdo com T cruzi (TATAKIHARA et al, 2008).

Estudos com camundongos infectados com T. cruzi (fase aguda) e tratados
com a aspirina (inibidor generalista de COX-1 e COX-2) apresentaram maior
parasitemia e mortalidade o que néo foi observado na fase crénica. Na resposta ao
T. cruzi a aspirina inibiu 0 aumento dos niveis de PGF2a e TXA,. Foi relatado na
infeccdo de T. cruzi, que a aspirina potencializou o efeito do nifurtimox e
benzonidazol quando inibiu a sintese de prostaglandinas, aumentando a atividade
do macrofago para eliminacéo do parasita (LOPEZ-MUNOZ, et al., 2010).

Foi demostrado por Malvezi e colaboradores em 2014 que o tratamento de
células H9c2 (cardiomiécitos de ratos) tanto com aspirina como celecoxibe
aumentaram a expressao de iNOS, corroborando com a hip6tese de que a inibicdo
das enzimas COXs aumentaria 0s niveis de Oxido nitrico recompondo a atividade

antiparasitaria dos macréfagos.

1.6.1 Aspirina e Células Dendriticas

A funcionalidade das DCs pode ser regulada pelos eicosanoides. Ja foi
descrita a participacdo de PGD,;, PGE, e LTC, na maturacdo, quimiotaxia e
migracdo das DCs (LANDI, BABIUK, VAN DRUNEN LITTLE-VAN DEN HURK, 2011;
POLOSO et al, 2013; ROBBIANI et al., 2000; SCANDELLA, et al.,, 2002;
SCANDELLA, et al., 2004).

Além da citocina IL-12, outra citocina sofre influéncia dos eicosanoides. A
expressdo de TNF-a pelas DCs murinas pode ser inibida por PGE; (HARIZI;
GUALDE, 2004; VASSILIOU; JING; GANEA, 2003).

Vérias evidéncias in vitro e in vivo mostraram que ASA exerce profundos
efeitos na maturacdo e diferenciacdo de células dendriticas através de seus
mecanismos independentes de COX.
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Hackstein e colaboradores (2001) demonstraram que o tratamento de DCs
derivadas de medula éssea murina com aspirina inibiu a expressao de moléculas co-
estimulatorias CD40, CD80, CD86 e MHC-II, além disso, o tratamento aumentou a
atividade endocitica, caracteristica de DC imatura, ndo inibiu a migracdo das DCs
aos linfonodos secundarios, porém, inibiu a estimulacdo da proliferacdo de células T
virgens e a expressao de IL-12. De acordo com esses autores, tais efeitos foram
causados pelo efeito inibitério de ASA sobre o NF-«B.

Os efeitos de ASA encontrados por Hackstein e cols. (2001) também foram
observados em DCs derivadas de mondcitos humanos nos estudos realizados por
Bufan e colaboradores (2009) e por Matasic; Dietz; Vuk-Pavlovic (2000).

A aspirina e ATLs sdo capazes de inibir a sintese de citocinas pro
inflamatorias pelas DCs através da expressdo do supressor da expressao de
sinalizacao de citocinas 2 (SOCS-2) (MACHADO et al., 2008).

Kim e colaboradores (2010) trataram DCs derivadas de medula Ossea
murina com altas doses de aspirina por 18 horas e observaram que houve inibicdo
da expressdo tanto de MHC-I quanto de MHC-II e concluiram que o efeito anti-
inflamatorio da aspirina se dava pela inibicdo da apresentacdo de antigenos via
MHC as células T.

Resumidamente, os efeitos supressivos acima descritos de ASA sobre o
processo de maturacao, bem como sobre a subsequente atividade imunoestimulante
de DCs sugerem seu potencial imunorregulador sobre as respostas imunes inatas e

adaptativas.

1.7ADENILATO CICLASE

A adenilato ciclase (AC) é uma proteina integral de membrana composta por
dois dominios transmembrana de seis alfas hélices cada um e dois dominios
citosolicos denominados C1 e C2. Os dominios citosélicos constituem o centro
catalitico da enzima, onde ocorre a conversdo de ATP em adenosina-3’-5
monofosfato ou AMP ciclico (AMPc) (PIERRE et al., 2009; SADANA; DESSAUER,
2009; SUNAHARA; TAUSSIG, 2002).

A atividade da AC é regulada por receptores acoplados a proteina G

(GPCRS). As proteinas G sao heterotriméricas, compostas por subunidades «, e 7,
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e classificadas de acordo com a estrutura e sequéncia da subunidade o, sendo que
as trés principais isoformas sédo a Gs (estimulatoria), que ativa a AC, a Gi (inibitoria)
gue inibe a atividade da AC e a Gq, envolvida na ativacado da enzima fosfolipase C.
Assim, a ativacdo de Gai geralmente resulta em resposta pro-inflamatoria, por inibir
a producdo de AMPc, enquanto que a ativacdo de Gas geralmente contribui com
uma resposta anti-inflamatéria, por aumentar os niveis intracelulares de AMPc
(revisado por LEANDER; FRIEDMAN, 2014).

As trés subunidades da proteina G permanecem associadas no estado
inativo, sendo tal associacao essencial para a ativacdo estimulada por receptor. Em
resposta ao ligante de GPCR, a subunidade Gas catalisa a troca de GDP por GTP,
assumindo a forma ativa dessa isoforma, desloca-se do dimero gy e ativa a AC,
resultando no aumento do AMPc (CABRERA-VERA et al, 2003).

O aumento na concentracdo do AMPc intracelular resulta na ativacdo da
proteina PKA (proteina quinase dependente de AMPc), que em seguida pode
fosforilar diversas proteinas intracelulares que respondem ao estimulo gerado pelo
ligante ao GPCR (CABRERA-VERA et al., 2003).

O dimero gy além de ancorar a fragdo o, esta ligado aos processos de
endocitose mediados por receptores. Lin e colaboradores (1998) demonstraram que
0 sequestro do dimero gy por subunidades a mutantes, resultou na diminuigcdo da
formacdo de vesiculas revestidas por clatrina, proteina responsavel pela formacéo
das vesiculas membranares nas células.

Existem nove isoformas da AC ligadas a membrana e uma isoforma soluvel,
a AC10, em humanos. Tais isoformas diferem em suas propriedades farmacolégicas.
As isoformas AC-1, AC3 e ACS8 séo estimuladas pela via do calcio/calmodulina. As
isoformas AC2, AC4, AC5, AC6 e AC7 sao estimuladas pelas subunidades do grupo
das proteinas G. AC5 e AC6 sao inibidas tanto pelo calcio quanto pela proteina G
inibitoria Gai. AC9 nao responde a forscolina, um potente ativador da AC (Revisado
por EMERY; EIDEN; EIDEN, 2013).

O efeito ativador do diterpeno forscolina (FSK) resulta de sua ligacdo ao
residuo de leucina presente nos dominios cataliticos C1 e C2 da AC. AC9 apresenta
uma mutacdo pontual nesse local, representado pela troca da leucina por uma
tirosina, 0 que resulta na insensibilidade dessa isoforma a forscolina (YAN et al.,
1998).
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As nove isoformas sdo responséaveis pela producdo do AMPc, porém a
finalizacdo da sinalizacdo do AMPc é realizada por uma grande subfamilia de
enzimas, incluindo as mais de 40 variantes da enzima fosfodiesterase (PDE), a qual
cataliza a degradacéo do AMPc em AMP (revisado por KLOTZ; KACHLER, 2016).

A concentracdo intracelular de AMPc é regulada pelo equilibrio entre as
acOes das ACs e das PDEs, que estabelecem um “pool”’ local de AMPc proximo as
moléculas efetoras. Essa compartimentalizacdo do AMPc € possivel pela acdo das
proteinas ancorantes de PKA (AKAPs) (Revisado por PIDOUX; TASKEN, 2010).

Enquanto a atividade da AC é regulada pela G, a atividade da PDE é
regulada pela enzima PKA, que sofre realimentacdo da Ga (LEANDER; FRIEDMAN,
2014). A enzima PKA ativada pelo AMPc pode ativar o fator de transcricdo da
proteina ligada ao elemento de resposta do AMPc (CREB), resultando na transcricao
de genes que possuem o elemento CRE, ou seja, os genes de IL-2, IL-6, IL-10, TNF-
o e COX-2 (revisado por WEHBI; TASKEN, 2016).

1.7.1 AMPc e células dendriticas

AMPc é conhecidamente um inibidor da ativacao celular. Kambayashi, Wallin
e Ljunggren (2001), Galgani e colaboradores (2004) e Ozegbe e colaboradores
(2004), demonstraram que ativadores da producao de AMPc tais como FSK e PGE;,
inibem a ativacdo de DCs mediada por TLR e consequentemente sua fungcdo. Além
disso, 0 AMPc € capaz de induzir a expressdo de IL-10, conferindo um fendtipo
tolerogénico nestas células (EIGLER et al, 1998; FUJITA et al., 2006; HAMMAD et
al, 2007).

Schnurr e colaboradores (2005) demonstraram que FSK e PGE;
aumentaram os niveis de AMPc atraves dos receptores EP2/EP4 (receptores ligados
a Gs), resultando na diminuicdo dos niveis de IL-12 e aumento nos niveis de IL-23
em MdDCs.

Usando analogos de AMPc especificos para PKA ou para EPAC, Garay e
colaboradores (2010) demonstraram que a ativacdo seletiva de PKA pelo AMPc
induziu a maturacdo de DCs derivadas de mondécitos humanos. Por outro lado,

guando as duas vias, tanto a da PKA quanto a da EPAC foram ativadas
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simultaneamente, a EPAC suprimiu o efeito da PKA, sugerindo que essas enzimas

atuam regulando as fun¢des das DCs.

1.7.2 AMPc e T. cruzi

A AC tripanosomatida (TcAC) localizada na membrana da regido flagelar do
parasito, apresenta uma pequena sequéncia homdéloga com a AC humana mas uma
estrutura completamente diferente. A TcAC tem um U(nico dominio catalitico
altamente conservado, um dominio transmembrana e um grande dominio N-terminal
variavel extracelular, estrutura que lembra o receptor de guanilato ciclase. O dominio
catalitico ndo é estimulado pela forscolina (BAO et al, 2010; TAGOE; KALEJAIYE;
DE KONING, 2015).

Tanto a TcAC quanto o AMPc estdo envolvidos no processo de
diferenciacdo das formas epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos
(D’ANGELO et al., 2002). Segundo Naula e Seebeck (2000), os niveis de AMPc
aumentam de trés a quatro vezes antes da diferenciacéo.

Além disso, o AMPc esta envolvido na proliferagdo celular do T. cruzi. Niveis
elevados de AMPc inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas (SANTOS; OLIVEIRA,
1988).

O T. cruzi possui a enzima PKA dependente de AMPc e sua inibicdo induz a
morte celular de formas epimastigotas (BAO et al, 2008; GOLDENBERG; AVILA,
2011).

Existem quatro grupos de PDE nos tripanosomatideos, estruturalmente
semelhantes as PDEs humanas. A exata fun¢do das PDEs do parasito permanecem
sob investigacdo e o que se conhece baseia-se em sua localizagdo celular, no
complexo vacuolo contratil (CVC), uma organela essencial para a sua viruléncia,
uma vez que controla a osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 2011; LAXMAN; BEAVO,
2007; PROCOPIO; BARROS; MORTARA, 1999; TALVANI et al., 2002).

O estudo sobre o papel da ciclooxigenase e do AMPc na infecédo de células
imunes humanas por T. cruzi pode propiciar novas perspectivas terapéuticas para a

doenca de Chagas.



55

2 JUSTIFICATIVA

As Dcs exercem a fungdo de adaptadores da imunidade inata e adquirida e
sdo também altamente susceptiveis as vias da COX e do AMPc. Portanto, a
compreensao dos mecanismos de regulacdo exercidos pelas enzimas COX-1 e
COX-2 e sua relacdo com a producdo de AMPc nas DCs é de grande importancia

fisiopatoldgica, clinica e terapéutica para a doencas de Chagas.
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3 OBJETIVOS

3.3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do nosso estudo foi verificar o papel das COX 1 e 2 e da
adenilato ciclase na infeccdo de células do sangue humano periférico enriquecidas
com células dendriticas por Trypanosoma cruzi. Para isto utilizamos farmacos

inibidores de COX e inibidores e ativadores de adenilato ciclase.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos da inibicdo das COX 1 e 2 (COX-1 e COX-2) sobre a
invasdo de células do sangue humano periférico enriqguecidas com DCs (DC-PBMC)
por formas tripomastigotas de cultura (TMC);

Investigar os efeitos da inibicdo e da ativacdo da enzima AC sobre a invasao
de DC-PBMC por TMC;

Avaliar os efeitos da inibicdo de COX-1 e COX-2 sobre a producdo de
citocinas e NO por DC-PBMC infectadas por T. cruzi;

Testar a hipotese de que o AMPc é um controlador da funcéo tripanocida

exercida por DC-PBMC e esté sujeito as ac6es de mediadores lipidicos e do NO.
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Chagas dizssase (Cd) or American human frypancsomiasis is caused by Trypanosomsa
cruz and affects ~7 million people, mosily in Latin America. The infective trypomastigote
forms of the parasite can mvade sevaral human blood call populations, including
monocytes and dendritic cells [DC). Although these cells deplay a wide funclional
divarsity, ther interactions with T. cruzl via cyclooxygenase {COX) and cyclic adenosing
monophosphate (cAMP) dapandent pathways have not been analyzed. To exploiing
{DC-FEMC) ware sad as our model. Our results showed that the trestment of thasa call
populations with celecowdd (CEL, a cyclooxygenasa-2 selective inhibitor ar 30 22 535,
an adenilate cyclase inhibitor, significantly caused marked inhibition of T cne infection.
in contrast, aspirn (A5A, a non-selective COX-1 and COX-2 inhibitor) treatmant did not
inhibit the infection of the colls by the parasite and was independant of nitric codde MO
production. The espression of co-stimulatory molecules COBD and CDSE were similar
on calls treated or not with both COX-inhibitors. Tha infection stmulated the rolaasa of
TMF-a, IL-1@, IL-6, IL-8, and IL-10 production by infected cells. Treatment with ASA or
CEL did not affect TMF-a, IL-8, IL-8, IL-10, and NO production by infected cells, but
increased IL-1p production by thaem. Cur results sungest a key roke of COX-2 and cAMP
pathways in T, cruz invasion process of human blood calls and these pathways may
represant targets of now therapoutic options for Cd.

Keywords Thypancsoms cn, ol imvasion, buman monocyie-dertved dandritic colls, aspirin, celscoalb

INTRODUCTION

The protozoan parasite Trypamosoma oruzi is the cassstive agent of Chagas disease (Cd) that
is transmitted o humans from the feces of infected tristomine bugs Nearly 7 million people
workdwide are infected with T. crizi, mainly in Latin America where the disease & endemic in
many countries. However, Cd is becoming 2 global health concern and this can be partly attributed
to population mobility between Latin America and the rest of the world. In fact, cases of Cd have
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already been detected in the United States, Canada, and in
European and Western Pacific countries {Coura and Vinzs, 2010
Bern, 2015; World Heslth Organiration, 3017

Cd i currently trested with either benznidamole or nifurtimox
amd these drugs have carcinogenic properties atiributed to
their active nitrofuran znd nitrodmidarole chemical groups,
regpectively (Wilkinsom ef al, 201 1). This disezse presents itself in
two phases. An acute phase with nonspecific symptoms, which in
maost of the infected individuals is followed by an asymptomatic
indeterminate chronic phase. About 5—40% of the cases develop
a chronic symptomatic phase, after decades of acute infection,
characterized by cardisc, digestive, or neurologicsl conditions
that may lead to death, with considershle psychobogical, social,
amd economic impacts (Machado et al, 2012; [ras et al, 2016).

Diendritic cells (s}, macrophages, and natural killer (ME)
cells respond o T. oresi infection during the acute phase of
Cd (Wztanabe Cosfa et al, 2016). DCs modulate the immumne
response of the infected host and appear to depend on subtype
amd maturation bevel, mfluencing positively or negatively the
development of the clinic forms of disease (Gil-Jarzmillo et al.,
2016).

The capacity of T. crusi to infiect and proliferate within human
DC was revealed by Van Owertvelt et al. {1999), 2 biological event
previously described for Leishmania major (Moll et al, 1995)
T. cruzi-infected DCs reduces HLA-DR and COMOD expression
and are not interleukin (IL)-12 and tumor necrosis factor (THE-
o producer (Van Owertwelt et al, 1999). T. crusi parasites also
activates cord blood myeloid DCs, increasing the expression
of CD40 and CD¥0 and prometing proliferation of CDE™ T
cells and type-1-polarized response {Rodriguer et al, 2012a). It
was also demonstrated that T. cruzi hysate elicits myeloid [MCs
independently of infection (Rodrigwer et zl. 2012b), a process
recently revised by Gil-Jaramillo et al. (201&).

Microbe-induced  microenvironments can  influence
DiCs function also throuwgh indirect mechanisms, swch as,
inflammatory molecules or toxins (Paluckz and Banchereau,
2002). For instance, prostaglandin E; (PGE;) alters s
function through MGE; receptors and can meodulate s to
induce Th2 responses (Kalinski et al, 1999). In addition, it
was demonstrated that the trestment with the anabog of cpclic
adenosine monophosphate {cAMP), dibutyryl cAMP, mimics the
inhibitory effects induced by PGE; in DCs (Harizi ef al., 2003)

The imteraction between human DCs and T. crusi as well as
yours specific functions are nod fully understood and zre only
beginning to be unraveled (Gil-laramille et al, 2016). It has
not been anslyzed how human cells interact with T. oruzi via 2
cyclooxygenase (COX) and cAMP dependent pathways.

In owr work, we sought to test the effects of inhibition
of cychooxygenzse-1 (C0X-1) and 2 (C0X-2) in DMC-enriched
peripheral human blood cell (DC-PEMC) populations infected
with T. crmzi (Tc II genotype, Y sirain). We show that
parasite invade, survive and proliferate insde the DC-PEMCs.
By comparing the different treatments with nonsteroidal znti-
inflammatory drugs (MSAIDs), we demonstrate that inhibition
of COX-2 and cAMP impsir T. crusi entry into DC-PBMCs
and this is paralleled by higher IL-1f production by cells. Thus,
COX-2 pathway and cAMP play an important role in the T. cruzi
invasion process in human cells.

MATERIALS AND METHODS

Generation of DC-Enriched Peripheral
Human Blood Cell (DC-PBMC) Populations
The study protocol was approved by the ethics committee
of State University of Londrina (Process number: 5491720012,
Mational Committes for Ethics in Research (COMEP number:
5231). Blood samples (buify coats) from healthy donors (r= 6)
were collected zt the University Hospital of State University of
Londrina {UEL). All Mood samples were collected in endoboxin-
free heparinized tubes (BD Vacutziner® Spdium Heparin, 158
ISP umits) and processed within 1 h of collection.

Monocytes were isolated from PBMCs of healthy adult
volunteers who were seronegative for Cd Monocoytes were
isplated wusing lymphocyte separation medium (density
1.077 g/ml, Lonza, Walkersville, MDD, USA) and gradient
centrifugation at 750 x g for 20 min. Human monocytes were
selected from mononuclear cells via adherence. The isolated
monocytes (CD14+ PRMCs) were cultured for 6-7 days in
EPMI 1640 (Lonza, Walkersville, MDD, USA) medium containing
100ng/mL IL-4 and 50ng'ml GM-CSE 10% inactivated
fetzl bovine serum (FBS), 100 UL'mL penicillin, 100 mg'mlL
streptomycin, and 2 mM L-glutamine (Gibco-BRL, Grand Island,
NY), to be differentisted into immature monocyte-derived DCs
(MoD{Cs) (Sallusto and Lanravecchia, 1994; Figure 51 in
Supplementary Material) The cells already showed CDiict
expression and down-regulation of CDN4 are consistent with
T phenotype, a5 assessed by flow cytometry using human mAb
anti-C1c (PE conjugated), human mAb anti-CDNMa (FITC
conjugated).

Trypanosoma cruzi

T. oruzi (Tc I genotype, Y straim; fingzles et al, 2009) were
mazintained by weekly intraperitonesl inoculations to Swiss mice.
Trypomastigote-infected blood (washed and diuted in FBS)
was used to inoculate suboonfluent cultures of Rhesus Monkey
Kidney Epithelial Cells (LLC-MEK2, ATCC CCL-7. American
Type Culture Collection, Rockville, MID), = described previously
{Malvez et al, 2014b). Mon-intemalized parasites were removed
after 24 h and cultures were maintained in RPMI 1640 medinm
{Lonza, Walkersville, MDD, USA) contzining 10% inactivated FES
{Gibco, BRL), 40pg/ml gentamicin (Giboco, BRL), 100 units
penicillin/mL (Gibco, BRL), 100pg'mL streptomycin {(Giboo,
BEL). Free trypomastigote forms were detected in culture
supernatants after 5 days post-infection

Treatment and Viability of DC-PBMCs

Before T. crus infection, DC-PEMCs were mcubated for
1h at 37C im a 5% (OO, stmosphere in the presence of
different concentrations (0.312, 0,625, and 1.25mM) of aspifn
{ASA) or celecoxdb (CEL) to evaluate the effects of the CDX-
inhibitors on trypomastigotes internalization (Mzlveri et al,
2014a,b). The medium containing the inhibitors was removed
znd trypomastigotes were inoculsted at a ratio of 5 parasites
per cell. The system was incubated for 18-24h at 37°C in a
5% C0; atmosphere. Other treatments incleded incubation with
PGEz (1 or 10uM; Lopez-Munoz et al., 2010}, 20puM 50 22,534
{Procopio et al., 1993), or 10 p.M Forskolin (Malverzi et al, 2014b)
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for 30min at 37°C in a 5% COy atmosphere. One set of culture
plates was used to quantify cytokines and nitric oxide (MO
Expression levels of co-stimulatory molecules COE0 and CDE6
were similar on unireated and treated DC-PBMC, and suggesis
that treatment with ASA or CEL was not provoked cell activation
{Figure 52 in Supplementary Material).

The vishility of the untreated and treated DC-PBEMCs was
evalusted by using the dimethylthiaenl diphenyl tetrazolium
bromide (MTT, Sigma Chemical Co., USA) method, showing
mitochondrizl activity of viable cells Cells were incubated with
MTT (final concentration 0.5 mg'ml, 0.1%) at 37°C for 4h
Supernatant was aspirated off and dimethy] sulfoxide (DMS0)
was added to solubilize the formazan crystals. The supernatants
were transferred to 2 new plates and shsorbance (A) was read
using a Symergy HTX multiplate reader (Biotek, UUSA), at =2
test wavelength of 570 nm and reference wavelength of 630 nm
Percentage of cell viability was calculsted using the formula- %
cell viability = (mean A in test wellsimean A in control wells)
= 100,

Infection of DC-PEMC by T. cruzi

After the different treztments, MC-FEMCs were washed three
times with PBES, fixed with methanol, stained with Giemssa
{Merck), and observed with a light microscope. The percentage
of mfected [MC-FBMCs and the mean number of amastigotes per
infected cell were recorded by direct counting of at least 200 cells
after microscopic examination (Van Overtvelt et 21, 1999). For
determination of levels of cytokines and N0 analyses, cells were
not fimed but were processed accordimgly.

Flow Cytometry

FITC-lzheled anti-CDE0, PE-labeled anti-CDES antibodies were
abtained from BD} Pharmingen (San Diego, CA, USA). Samples
were analyzed using BD Accuri 05 Cytometer (Becton,
Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) and the data were
analyzed using FlowJo version 1000 (Tree Star Inc., Ashland,
OR, USA). Inflammatory cytokines (IL-8, IL-1@. IL-6, IL-10,
TWF-a, and IL-12p70 protein levels in 2 single sample) were
determined in cell-free supematants with the BD™ CBA Human
Inflammatory Cytokines Kit (Becton, Dickinson and Company).

Mitric Oxide (NO) Measurement

N production was detected by measuring MNO-derived nitrite
accumulation level in the culture supernatants wsing Griess
reagent (Sigma-Aldrich). Following 24 b-trestment of DC-
PBMCs with COX-inhibitors [ASA or celecoxib (125 mM)] or
50 22536 (20pM), culiure supemnatants were transferred fo 2
new 36-well microtiter plate and mized with egual volume of
(riess reagent The plates were incubated at room temperature
for 10min and shsorhance was determined at 540 nm. Witrite
concentrations were caloulated wsing standard curve for sodium

Statistical Analysis

Drata were anzlyzed by parameiric (one-way AMOWVA with
Tukeys post-test) and pon-parametric {Kmeskal-Wallis test,
Dunn’s post-test) statistical tests wusing Prism (version 5.0,
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GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA) Values are
presented as mean + SEM. Results were considered significant
when P < (.05

RESULTS

Inhibition of Ciclooxigenase-2 Impairs

T. cruzi Entry into DC-PEMC

In 2 first set of experiments, we analyzed the infection rate of
MC-PBMICs incubated with T. cruzi trypomastigotes at parasite-
to-cell ratin 51 for 1Bh (Van Owertvelt et al, 19990 DC-
PBMCs presented different susceptibilities to parasite infection,
the percentage of infected cells ranged between SB.75% (volunteer
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two) and 91.66% (volunteer tree), Figare 14, with a2 mean
of B0.64% The mean number of amastigotes per infected
DC-PEBMCs ranged in the 18h of culture (Figure 1B). For
example, ~33 infected cells presented one amastigotecell and
~1& infiected cells presented nine amastigotesicell recorded after
microscopy examination of 200 cells (Figare 1B). These data
indiczted that T. cruzi invade, survive, and proliferate inside the
DC-PEMCs.

We next investigated whether the imhibition of COX-pathway
with ASA (Figare ZA) or celecomib (Figure 2B) would affect
the infection rate of cells. First, we observed that treatments
with COX-inhibitors did not interfere in DNC-PBMC viability
that was owver 95% when analyzed by MTT reduction assay
(Figares 2C.0). Only celecoxih markedly inhibited the T. crusi
entry into DC-PBEMCs (Figare 2B). Interestingly, the mean
number of infected DC-PEBMC with nine amastigotes per cell
decreased with the trestment for both inhibitors used (Figare 3).
We observed that only 1.25 mM of ASA was able of provoked this
reduction (Figare 3A). In contrast, both high (1.25 mM) and Low
concentrations of CEL (00625 mM) provoked a decresse in the

number of cells comtaining nine amastigotes per cell (Figare 3B).
‘When PGE; (1 or 10eM) was added slone or in combination
with ASA or CEL (Figare 4), the effect of CEL was inhibited,
indicating an invalvement of PGE; in the internalization of T.
crusi trypomastigotes into DC-PBMC. Taken together, these data
indicated that PGE: synthesis inhibition wsing celecoxib (CEL)
coald improve human cells response against T, omesi infection.

Modulation of Adenylyl Cyclase Activity

Regulates DC-PEMC Invasion by T. cruzi

In the context of production of endogenous mediators, the
immunomadulztory effects of PGE; are largely derived from
the ability to increase intracellular cAMP levels We further
examined the effect of ademylate-cyclase inhibition by 50
22536 (20pM) om the entry of T. cruzi imbo DC-PBMC.
Treatment with this inhibitor redwced T. crusi entry into human
[Cs (Figare 5A). The mean number of infected DC-PEMC
with nine amastigotes per cell decreased with the 50 22534
treatment (Figare SB). 50 22536 did not show cytotomicity
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agminst uninfected DC-PEMC (data not shown). [n addition, the
activation of adenylyl cyclase induced by forskolin did not affect
ASA trested-DC-PBMCs invasion by trypomastigotes from Y
strain (P = 0.05, Figare 6A ), but reverted CEL effects (Figure 6B,
P = 0.05)

Effects of ASA and CEL on Innate
Inflammatory Response of DC-PEMC Cells
Infected with T. cruzi

We analyzed the effects of ASA and CEL on cytokines
and NO production by mfecied DC-PBMCs The entry of
parasite into cells stimulated TMF-a, IL-1B. IL-&, IL-g, IL-10
releasing (Figuare 71. Treatment with ASA or CEL did not affect
TWF-a, IL-6 IL-8 IL-10 (Figare7) neither NO production

by DC-PEMCs (Figare 8), but increzsed IL § production by
them (Figares 7B,G). Levels of THMF-z were below the limit
of detection of the assays in the sbsence of trypomastigotes
(Figures 7AF). Levels of IL-12 were zlso below the limit of
detection in the presence and shsence of trypomastigotes (data
not shown).

DISCUSSION

Recent evidence suggests that temporary inhibition of COX-
2 activity can facilitate parasite survival in the early stage of
interaction of T. crwsi with host cells (Morzes et al, 2015). In
T. cruzsi-infected cells, an inflammatory response is activated,
in which CIOX-2 catalyzes rate-limiting steps in the arachidonic
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acid pathway (Moraes et al, 2015). However, the involvement of
COX-medizted prostaglandin (PG) production in the entry of T
criesi into human DCs i unknown.

MZ can wp-regulate the expression of WO synthase,
stimulating MO production by macrophages during T. crusi
infection, leading to a highly oxidizing environment capsble of
killing the parasite (Pinge-Filho et al, 199%; Durand et al, 2009
Canzinelli et al., 2009). In fact, there are at least two mechanisms
of oxidative siress genmeration. which can be dependent or
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independent of the balance of N0 znd PG produchon, and
each mechamism being predominant sccording to the type
of cell or mowse (Silva et zl. 2003; Hideko Tatzkihara et al,
2008; Canrinelli et al, 2009). In addition, it was showed that
phagocytosis of apoptotic T lymphocytes or neutrophils inhibits
the parasite growth in macrophages in 2 manner dependent
of TGFP and MG Hence, the NO' content in macrophages
decreases, the parasite proliferates (Freire-de-Lima et al,
2000; Lopes and DosReis, 3000 DosBeis and Lopes, 200%;
Maya et al, 2000} On the other hand, the inhibition of COX
by indomethacin resulted in marked reduction of PGE; in
macrophages (Abdalla et al, 2008) and spleen cells from T.
cruzi-infected mice (Finge-Filho et al, 1999). Interestingdy, in
the presence of T. oz, COX-2 enzyme exhibited an oscillatory
activity pattern in H9c2cells (an embryonic rat ventricular cell
line} during the first 48 h post-infection, which correlated with
the control of the pro-inflammatory environment in infected
cells (Moraes et al, 2015)

Recent evidence suggests a role of COX-2 and PGE; signaling
through EP-2 receptor in the development of myocarditis during
acute T. oruzi infection in mice. In fact, it was showed a marked
reduction in the cardiac inflammatory infiltration in knockout
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mice deficient in the expression of COX-2 (00X-2-/-) and
the prostaglandin PGE; receptor EP-2 (EP-2-/-) infected with
T. oruzi compared to infected wild type animals (Guerrero et &l
I015)

The role of COX during T. owsi infection in mouse has
been studied wsing non-selective inhibitors of COX-1 and
COX-2, as well as COX-2-selective inhibitors (NSAIDs), with
controversial results (Machado et al, 2011). The wse of ASA
{weakly more selective for COX-1 than COX-2), CEL (COX-
2-gpecific inhibitor) and indomethacin (non-selective inhibitor
of COX-1 and COX-2) increases moriality and parasitemia (in
peripheral blood and cardiac tissue), of the mouse
model or T. crusi strain used (Celentano et zl., 1995 Hideko
Tatzkihara et al, 2008). Moreover, administration of N3AIDs
may enhance mortality in mice infected with non-bethal T. orusi
strain (Sterin-Borda et al, 1996), but other studies showed that
inhibition of COX-2 activity decreases the level of parasitism
(Freire-de-Lima et al, 2000). In addition, beneficial and adverse
effiects of OOX inhibitors have been reported. depending on the
phase of T. cruszi infection and mouse strain (Machado et &,
2000). More recently, it was showed that NSAIDs modulate
innate inflammatory response and inhibit the entry of T. orusi

into phagocytic cells { Lopez-Munoz et al, 2010; Molina-Berrios
et al, 2013 Malveri et al, 2014z) and non-phagocytic cells
(Malwezi et 2l, Z014b) thereby conotrolling Cd progression
(Machado et al, 2011; Mukherjee et al, 2011; Molina-Berrios
et al, 2013).

Cwr data clearly show that the treatment of DC-PEMCs
with CEL significantly inhibits internalization of trypomastigote
forms of T. cruz, and this event may be related with the
inhibition of PGE; synthesis. Owur observations on DC-PEMCs
infection corroborate with those obtained in experiments with
humszn znd murine cells infected by T. cruzi (de Arawjo-
Jorge, 198% Van Owertvelt ef al, 19991 These results stromgly
suppart that COX- pathway plays 2 fundamental role in parasite
invasion of host cells {Lopez-Munoz et al, 2000; Malvesi et al,
2014a,b}.

Inwvasion by T. oruzi may trigger cAMP relessing in host cells
(Rodriguez et 2., 199% Csaler et al, 2000). Here, we observed
that the trestment of DC-PBMCs with 50 22536 (ademylate-
cyclase inhibifor) reduced parasite entry into these cells and
prevented the inhibitory effect of CEL on T. orusi infection.

not tested explicitly, we speculate that PGE; inhibition
by CEL leads to 2 reduction in intracellular cAMP (Saini et al,
2003 ), accounting for the anti- Tomesi activities of CEL observed
in this study. In according, we showed that trestment of DC-
PBMCs with CEL but not with ASA in a combination with
forskolin (activator of ademylyl cyclase) restored the infectivity of
trypomastigotes for DC-PEMCs,

1t has been described that T. cruzi can modulate cytokines and
co-gtimulatory molecubes expression in DiCs suggesting altered
functions of these cells during infection, which might confribute
coniroversially to both parasite inmune evasion and an ncreased
immune activation (Van Owertvelt et al, 199% Gil-Jaramillo
et zl, 2016). Our observation that T. crusi infection stimulated
the release of TNE-a, IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 {involved in the
coniral of intracelhilar infection) are in contrast with previous
repart showing no increzse in the basal production of cytokines
by human DCs infected with T, crusi (Van Owertvelt et al,
1999). However, this effect presents similanity to infection by
oither pathogens, which indwce ThCs activation (Henderson et al.,
1997; Gorak et al., 1998; Yamamoto et al, 1998; Amorim ef al,
2016).

A small family of type] glycoinositolphospholipids (GIPLs) is
sbundant in T cruz=i cell surface. Such molecubes seem to have
immunoregulatory functions {Brodsiom et al, 2002; Medeinos
et al, 2007), as the inhibition of co-stimulatory mobecules HLA-
DR, Ce3, CD&6,C08D, and CDMD expression on DO surface,

ing an evasion strategy of T. crmzi (Gil-Jaramillo et al,
2016). Our results indicate that the treatment with ASA or CEL
did mot promote any wp-regulstion of co-stimulstory molecules
(CD&0 and CO86).

In summary, our data show that trypomastigotes internalized
Iy DC- PEMCs are able to survive intracellularty during infection,
leading to high levels of inflammatory response. Alterations in
PGE: and cAMP levels can profoundly influence the immune
functions of human [MCs and zlter the course of w witro T
cruzi infection. This study strengthens that O0X-2 pathway plays
2 fundamental role in the process of T. crusi invasion. 5o, &
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deeper understanding of the mechanism of action of NSAIDs
may indicate new targets for the cootrod of Cd.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos mostram que tripomastigotas internalizados por DC-
PBMCs séo capazes de sobreviver intracelularmente durante a infecgéo levando a
uma resposta inflamatoria.

A modulacéo farmacoldgica dos niveis de PGE,; e AMPc pode influenciar as
fungdes imunoldgicas das DCs humanas e alterar o curso da infecgéo in vitro por T.
cruzi.

Este estudo fortalece a ideia de que a via da COX-2 desempenha um papel
fundamental no processo de invasao do T. cruzi.

Assim, uma compreenséo mais profunda do mecanismo de acéo dos AINEs
pode fornecer pistas para um novo alvo terapéutico para a doenca de Chagas.
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=1= Fsiadual de Londrina Sormootmos

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina

Registro CONEP 5231

Parecer CEP/UEL: 020/2012

CAAE: 01229412.7.0000.5231

Processo: 5491/2012

Pesquisador{a): Phileno Pinge Filho

Unidade/Orgao: CCB - Departamento de Ciéncias Patologicas
Prezado(a) Senhor(a):

O "Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as
orientagbes da Resolugdo 198/96 do Conselho Nacional de Saide/MS e Resolugbes
Complementares, avaliou o projeto:

“imunopatologia da Doenga de Chagas Experimental”

Situagéo do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagio que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera ser encaminhado ao CEP/UEL
relatorio final da pesquisa, conforme prevé a Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional
de Salide/MS e Resolugdes Complementares.

Londrina, 19 de margo de 2012.

——7F

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciei Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Universidade Estadual de Londrina

Campus Unversitdirio: Rodovia Celso Garcla Cid (PR 445), Kim 380 - Fono (43) 33714000 - FABX - Fax 3328-4440 - Crixa Postal 6001 - CEP 85051990 - lniermet Iitpfurww:uel br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Pares. Cédigo 11764 - Pormate A4 {2103297)




ANEXO B

Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais — Projeto de Pesquisa 2012

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 122/12 Londrina, 10 de Maio de 2012

Prezado Pesquisador

A CEUA/UEL, reunida em 8 de Maio de 2012, avaliou o projeto de pesquisa intitulado

"Mecanismo de ativagio ¢ invasio de fagocitos pelo pr drio Tryp cruzi: relagdes entre

eicosandides, 6xido nitrico e c-AMP", registrado no CEUA sob o processo n® 5492.2012.22, desenvolvido sob
sua responsabilidade. O projeto estd aprovado para execugiio por entender que os principios éticos postulados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal e Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
estdo respeitados.

Serdio utilizados 400 camundongos, sendo 200 camundongos fémeas da linhagem Balb/c (20
grupos de 10 animais por grupo) ¢ 200 camundongos machos divididos em 150 camundongos da linhagem
C57B1/6 (15 grupos de 10 animais por grupo), 50 camundongos deficientes para S-lipoxigenase (5 grupos de 10
animais por grupo), com idade entre 8 a 12 semanas. Neste projeto serfio investigados os efeitos combinados de
inibigdo da cicloxigenase-2 (COX-2) e da 5-lipoxigenase (5-LO), ¢ -AMP e 6xido nitrico (NO) sobre a produgdo
de H,0; 0%, NO, IL-1f, IL-10, TNF-q, 1L.-12 por macréfagos peritoneais obtidos de animais normais e
infectados com 7. Cruzi (CEPA-Y). Serdio avaliados os efeitos combinados de inibigdo da produgdo de
eucosanoides ¢-AMP ¢ NO sobre a infegio de macr6fagos peritoneais e células dendriticas humanas com o
protozodrio 7. Cruzi (CEPA-Y) e testar a hipdtese de que o c-AMP controla a fungdo tripanocida exercida por
fagdcitos mononucleares humanos ¢ murinos e estd sujeito as agdes de mediadores lipidicos ¢ do 6xido nitrico.
Os experimentos estdo previstos para serem desenvolvidos em 36 meses apds sua aprovaglio no CEUA-UEL.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo  experimental
aprovado, deve-se submeter o novo prolocolo & apreciagio do CEUA/UEL anteriormente a execugdio das
modificagdes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,
< % v
Wl i .3%» g
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Verri Jfibior
Coordenador da CEUA/UEL

Iima. Sr.

Prof. Dr. Phileno Pinge Filho
Coordenadora do Projeto
Departamento de Ciéncia Patotégicas
Centro de Ciéncias Biologicas

Com c6pia para Se* Egle Maria de Souse (Chefe da DCA/PROPPG) ¢ Prof. Luiz Carlos Juliani (Diretor do Biotério Central da UEL)

Cuunpus Usiversitérior Redovia Cotbo Garcia C (PR 445, ke 380 - Pan (643) 3371 4080 PABX - Fan 3035 4440 - Caina Postal 6001~ CVP 56051598 Loternet hitpeihnwe ackbe
Haspital Universitrie/Centro de Citnelas da Saide: Av. Robert Kech, 60 - Vila Opéririn -~ Fone (043) 341-2000 PARX - Fas 137404 ¢ 3377498 - Cafxa Portal 191 - CKP SIOR. 430
LONDRINA PARANA < BRASIL
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) ANEXO C
Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais — Projeto de Pesquisa 2015

Universidade
= FEstadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 153/2015 Londrina, 30 de Julho de 2015.

Prezado Pesquisador,

A CEUA/UEL reunida em 07 de Julho de 2015 avaliou o projeto de pesquisa
intitulado “Efeito do bloqueio farmacolégico de COX na infecgao oral por Trypanosoma
cruzi”, registrado sob o processo CEUA n°8604.2015.71, pesquisa do Centro de Ciéncias
Biolbgicas, desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodologicos
solicitados, o projeto estd aprovado para execugdo entendendo-se que os principios éticos
postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal estdo
respeitados.

Serdo utilizados 174 camun‘tionggs BALB/c, com idade entre 8 & 12 semanas,
pesando aproximadamente 20g e prbi’(en]qnta ;do Biotério do Instituto Carlos Chagas —
ICC/FIOCRUZ. O projeto tem coj :?nallsar comparativamente o efeito do
tratamento de camundongos com ds br’e a eficiéncia de infecgdo por via oral de
formas metaciclicas de duas_.cepas do=T. cruzi: CLJ'} e.G. Para tanto, os animais serdo
divididos em grupos controles “{n&@o infectados ¢ --tratacLos ou ndo com aspirina) e
experimentais (mfectados ‘e tratados ou né&o’ ¢ spifina efou omeprazol). Sera
administrada aspirina- (100mg/kg) - durante quatro dlas apés um periodo de restrigéo

alimentar de 16 horas & alguns’ ‘dos grupos ‘experimentais receberdo omeprazol via
intraperitoneal (20mgkg) diluido em agua uma hora antes ‘do tratamento com aspirina. Os
camuncongos serdo infectados via oral com Ax10 cepas para determinagdo da carga
I histolégicas do estdmago. No quarlo dia
apes a infecgdc o estémago de ca(i""‘ammal 8 era processado para andlise histopatolégica
(determinagdo do numero de ninhos de amas gotas) e, no quinto dia apds a infecgéo, a
carga parasitaria no sangue sera determlnada a cada dois dias. Os protocolos experimentais
estdo aprovados com previsdo para execugdo em 36 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente a execugdo das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem
necessaria. Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

Waldicew "

Prof. Dr. Waldiceu parecxdo V i Junior
Coordenador da CEUA/

limo. Sr.

Prof. Dr. Phileno Pinge Filho

Coordenador do Projeto

Departamento de Patologia Experimental

Centro de Ciéncias Biologicas

Com copia para Sra. Edilamar dos Anjos (Chefe da DCA/PROPPG), Chefe do
Departamento de Patologia Experimental e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Bioléqlcas

’ (nnnm Universitario: Rodovia Ot Garcia (ul[!n «sj o 2380 - Fone (043) 2371 A0 PADX - Frs 3328440 - Caixa Poaral 16011 - CEP 86057970 Inicrast lllp.ﬂw\w welbr
LONDRINA PARANA . BRASIL
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) ANEXO D
Parecer da Comisséao de Etica no Uso de Animais — Manutenc¢éo do Trypanosoma
cruzi 2014

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 183/2014 Londrina, 13 de Novembro de 2014.

Prezado Pesquisador,

A CEUA/UEL reunida em 04 de Novembro de 2014 avaliou o projeto de
pesquisa intitulado “Manutengdo do Trypanosoma cruzi (Cepas Y, G e CL), agente
causador da Doenga de Chagas”, registrado sob o processo CEUA n°26369.2014.66,
pesquisa do Centro de Ciéncias Bioldgicas, desenvolvido sob sua responsabilidade,
julgando-o aprovado para execugdo entendendo-se que os principios éticos, postulados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, estdo respeitados.

Seréo utilizados 360 camundongos Swiss fémeas, com 7 semanas de idade
e peso aproximado de 20 g provenientes do Biotério Central da UEL. Os animais seréo
utilizados para manutengio das cepas'Y, G e CL do Trypanosoma cruzi, agente causador
da Doenga de Chagas. Para tanto, 0s animais serdo infectados com 200.000 formas
tripomastigotas sanguicolas. Entre 0s dias 8¢ 11 de infecgdo, os animais sob efeito de
anestesia, serdo submetidos. & sangria.por :pungéo cardlaca para a obtencdo de formas
tripomastigotas. Os parasitos-obtidos serdo utilizados em-ensaios in vivo para caracterizar a i
fase aguda e crénica da doenga de chagas no madelo murino. Os protocolos experimentais |
estdo aprovados para execugao em 24 meses, validos para 2015 e 2016. |

Coloco-me .4 _disposigdo para quaisguer. esclarecimentos que se fizerem |
necessaria. Sem mais para ‘@ momento, subscrevo, cordlaimente,

o -
Weldiz Cp' Do yusb
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Verri-Junior
Coordenador da CEUA/JUEL

llmo. Sr.

Prof. Dr. Phileno Pinge Filho
Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Patologicas
Centro de Ciéncias Biologicas |
Com copia para Sra. Egle Maria de Sousa (Chefe da DCA/PROPPG), Luiz Carlos Juliani !
(Diretor do Biotério Central da UEL) e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biologicas.

Covapins Universitario: Rodevia Celse Garcha Cil (PR 445), kon 330 - Fose (049) 33714000 PABX - Fax 33184440 - Ceixa Pustal 10011 - CET B60S7-970 - Laternet aipdfwmww.welbe
LONDRINA - PARANA BRASIL

e i



104

) ANEXO E
Parecer da Comisséao de Etica no Uso de Animais - Manutengao do Trypanosoma
cruzi 2017

Universidade
Esiadual de LondRrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 19/2017 ' Londrina, 17 de Fevereiro de 2017.

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado "Manutengdo do Trypanosoma cruzi (Cepas Y, G e
CL), agente causador da Doenca de Chagas”, protocolo CEUA n° 24841.2016.41, sob a
responsabilidade de Phileno Pinge Filho, que envolve a produgdo, manutengao efou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunifo realizada em
07/02/2017.

O objetivo do projeto é a manutengéo do Trypanosoma cruzi, agente causador da Doenga
de Chagas. Trypanosoma cruzi Cepa Y, G e CL serdo mantidas no laboratorio por meio da realizagao
de repiques semanais realizados pela inoculago intraperitoneal de sangue rico em tripomastigotas
sanguineas diluido em PBS 0,01M em camundongos Swiss. Cinco camundongos Swiss ser&o
inoculados a cada 10 dias pela via intraperitoneal com 2x105 formas tripomastigotas sanguineas. A
infecgao sera confirmada por meio da observagéo direta em microscépio éptico de 50 campos em 5
UL de sangue heparinizado colhido da veia da cauda do camundongo no aumento de 400x, a partir do
sétimo dia apos a infecgéo. A obtengéo dos parasitas seré realizada por meio de sangria por pungéo
cardiaca, conforme a demanda do laboratério. Apés a sangria, os animais scb efeito dos anestésicos, |
serdo sacrificados por deslocamento-cervical. Gl 1.

Vigéncia do Projeto 07/01/2017 a 07/01/2019

Espéciefllinhagem Camundongo heterogénico / Swiss

'N° de animais 360 ]

Peso/ldade o 20 g/7 semanas B

Sexo ) Fémeas - o

Qrigem ) | Biotério Central / UEL

Amostras a serem coletadas | Sangue o

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagédo da CEUA/UEL anteriormente & execugéo
das modificagdes.

Coloco-me a disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necesséria. Sem
mais para o0 momento, subscrevo, cordialmente,

Profa. Dra. Gla %’mmburlo Alves Fernandes
C enatina da CEUA/UEL

|
limo. Sr.
Prof. Dr. Phileno Pinge Filho
Coordenador do Projeto
Departamento de Ciéncias Patolégicas / Centro de Ciéncias Biologicas
Com cépia para Coordenagao do Biotério Central / UEL; Chefe do Departamento de Ciéncias Patelogicas e
Diretor{a) do Centro de Ciéncias Biolégicas

Campus Universithrio: Rodovia Cob Garsia Cid (PR 445), ke 150 - Fome (043) 3371-4000 PABX - Fax 33284440 - Cuivn Poutal 10011 - CEP 86057.970 ~ Intermet hitp:iwww. ielbr
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