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Macrofagos M1 e M2 na infeccéo por Trypanosoma cruzi

Leonardo Teixeira Lopes de Medeiros™?, Cilmery Suemi Kurokawa'?, Maria Rita
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RESUMO

Compreender a funcdo dos macrdfagos na fisiopatologia da Doenca de Chagas é ainda
um desafio. Os macrofagos, células da resposta imune inata, sdo importantes no
controle da Doenca de Chagas (DC). Estas células apresentam a capacidade de alternar
o seu fenotipo para perfil inflamatério e anti-inflamatério dependendo do
microambiente e da interacdo com o parasita ou microrganismo, resultando na secrecao
de citocinas pro e anti-inflamatdrias. Muitas destes mediadores sdo descritos na fase
aguda e cronica da tripanossomiase; porém poucos relatos atribuem ou associam sua
producdo as subpopulacdes de macréfagos M1 e M2 na tripanossomiase e poucos
estudos abordam o papel destas células na Doenca de Chagas. Assim, esta revisdo

abordara alguns aspectos do papel dos macr6fagos M1 e M2 na DC.

Descritores: Macrofagos, Doenga de Chagas, citocina, Trypanosoma cruzi,

Tripanossomiase americana.
ABSTRACT

Understanding the function of macrophages in the pathophysiology of Chagas disease is
still a challenge The macrophage, cells of innate immune response are crucial for the
control Chagas Disease (CD). These cells have the ability to switch their phenotype to
inflammatory and antiflammatory profile depending on the microenvironment and
interaction with the parasite or microorganism, resulting in secretion of pro and
antiflammatory cytokines. Many of these mediators are described in acute and chronic

trypanosomiasis; but few reports attribute or associate their production to
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subpopulations of macrophages M1 and M2 in trypanosomiasis and few studies address
the role of these cells in Chagas Disease. So this review will address some aspects of the
role of M1 and M2 macrophages in CD

Keywords: Macrophages, Chagas Disease, cytokine, Trypanosoma cruzi,

American trypanosomiasis

INTRODUCAO
A polarizagdo de macréfagos

Macrofagos e suas citocinas sdo frequentemente citados em mecanismos de
eliminacdo do Trypanosoma cruzi. Compreender sua funcdo na fisiopatologia da
Doenca de Chagas ainda é um desafio. O fato destas células possuirem capacidade para
apresentar perfis distintos com manifestacdo durante a interacdo parasita-hospedeiro e
microambiente as deixam em evidéncia®. Estes perfis podem ser divididos em duas
grandes subpopulacdes de macréfagos: macréfagos classicamente ativados ou M1 e
macréfagos alternativamente ativados ou M2% Os macréfagos M1 e M2 foram assim
chamados por serem gerados através dos efeitos das citocinas do perfil Thl ou Th2®. Os
achados associados ao perfil M2 descrevem presenca de receptores de manose apds
tratamento com interleucinas-4 (IL-4) e IL-13, concretizando o fendtipo de ativacao
alternativa®. Esta classificacdo corresponde a tipos distintos de estimulacio, sendo a
ativacdo com Interferon-gama (IFN-y) correspondente aos macréfagos inflamatorios
enquanto que macrofagos estimulados com IL-10 referem-se aos macrofagos
alternativamente ativados®. O efeito da IL-13 na definic&o de ativacdo alternativa foi um
dos ultimos acréscimos no conceito, sua similaridade com o receptor para a IL-4 e
inducdo de efeitos similares em macrofagos foram importantes para sua inclusdo na
definicdo’. A producéo de IL-4/IL-13 pelo perfil Th2 pode estimular a diferenciacéo de
macréfagos M2 residentes em tecido ou derivados de mondcitos®.

Atualmente este conceito de subpopulacdes de macrofagos € empregado nas
relacbes parasita hospedeiro, resposta imune a tumores e mecanismos de agressao
sépticos ou assépticos’. Uma resposta pré-inflamatéria, observada nas infecgdes contra

parasitas e dependente de IFN-gama e macréfagos M1/M2 é essencial para o controle
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da parasitemia, especialmente durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi. Estes
achados séo relatados em outras infec¢Oes por parasitas como, Leishmania, Toxoplasma
e Plasmodium®*°.

A estas subpopulacBes de macrofagos sio atribuidas a capacidade de adaptagéo
ou plasticidade e aparentemente eliminacdo do microrganismo e regulacdo de situacdes
de agressdo ao hospedeiro. Esta plasticidade em assumir um perfil Mlou M2 é
influenciada de acordo com o microambiente no qual se encontram*®. Por exemplo,
produtos microbianos, como Lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas e
IFN-gama geram um microambiente inflamatdrio capaz de polarizar os macrofagos
para o perfil M1, os quais produzem altos niveis de fator de necrose tumoral (TNF),
reativos intermediarios de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) e 6xido nitrico sintase-2
(NOS-2)>. Este perfil apresenta maior atividade microbicida e maior eficiéncia na

1!, O aumento da

apresentacdo de antigenos, devido a maior expressao de MHC classe |
atividade microbicida tem um importante papel na protecdo contra patdgenos
intracelulares através do “burst” oxidativo. Esta ativa¢do e¢ aumento de mediadores
oxidativos ocorrem através da liberacdo de Oxido nitrico (NO) e citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-a, CXCL1-3, 5 e 8-10, CXCL16 e
CX3CL1'. Além desta funcdo microbicida direta, os macréfagos M1 reprimem a
expressdo do gene para ferroportina e inducdo da ferritina H, propiciando efeitos
bacteriostéticos adicionais®.

Na vigéncia de um processo inflamatério ocorre também producéo de citocinas
anti-inflamatorias. O equilibrio ou modulacdo de fatores anti-inflamatérios pelo
hospedeiro decorre da necessidade de uma resposta reguladora para conter a inflamagéo,
de modo a ndo gerar danos ao organismo™. Dessa maneira, 0 sistema imunolégico
controla a infeccdo e lesdo tecidual sem gerar danos pelo excesso de mediadores
inflamatorios. Esta inflamacdo excessiva é em parte contida através da inibicdo destes
macrofagos M1 por citocinas do perfil Th2, favorecendo a polarizagdo para M2 via IL-
4,1L-10 e IL-13".

Durante esta polarizacdo dos macrdfagos, mecanismos intracelulares sé&o
envolvidos, controlando as vias de produgdo de citocinas. Neste contexto estdo as
proteinas SOCS, atuantes no controle/supressdo de producdo de citocinas de perfil pro e
anti-inflamatorias. As SOCS séo ativadas por uma variedade de estimulos que causam
supressédo de M1 ou M2, incluindo as vias de producgédo de citocinas produzidas via

NFkB, TLR e angiotensina Il. Wilson (2014) descreve em sua revisdo que "a via de
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sinalizacdo mais estudada envolvendo SOCS ¢ a ativagdo JAK/STAT." Oito membros
de proteinas sinalizadoras de supressdo de citocinas sdo descritas na literatura, CIS e
SOCS-1 a 7, dentre estas as mais estudadas em macréfagos M1 e M2 sdo as proteinas
SOCS 1 e SOCS 3. O perfil M1 expressa alta quantidade de SOCS3 e relacao
SOCS3/SOCSL1 elevada, enquanto que o perfil M2 apresenta um alta expressdo de
SOCS1 em relacdo a SOCS3 ou seja baixa razdo SOCS3/SOCS1. A proteina SOCS1 ¢
responsavel pela inibicdo da ativacdo dos macréfagos M1 pela inibicdo da via
JAK2/STATL1 induzida por IFN-gama e inibicdo da via de sinalizacdo de NF-kB via
TLR(Wilson 2014). A SOCS1 controla a enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K),
aumentando sua atividade e consequentemente a producdo de arginase I, expressa em
macrdéfagos M2.Camundongos deficientes de SOCS1 apresentam niveis aumentados de
IL-6, IL-12, MHC de classe Il e 6xido nitrico. De maneira similar, a SOCS2 limita a
polarizacdo para M1, descrito em camundongos knockout para SOCS2 que também
exibe uma producdo aumentada de IFN-gama, IL-1- beta e TNF-a em resposta ao LPS.
Outros estudos tém descrito a SOCS2 como um inibidor de ativacdo de células
dendriticas via TLR, reforcando o papel deste mediador na inibicdo de vias de ativacdo
e producéo de citocinas'®*’.

Em contrapartida, o aumento da proteina SOCS3 polariza para o perfil M1
suprimindo o perfil M2. A maioria dos macré6fagos ativados in vivo mostram forte
regulacao positiva de SOCS3 e a auséncia desta proteina, tanto em macréfagos humanos
como de roedores resulta em reducdo da capacidade pré-inflamatéria de macréfagos,
apresentando, ao invés disso, caracteristicas imunorregulatérias, possivelmente com
producdo de citocinas e mediadores supressores ou ativagdo da via da ornitina para
reparo tecidual.

Em estudos experimentais com Toxoplasma gondii demonstram que macréfagos
e neutréfilos de camundongos deficientes de SOCS3 apresentaram diminuicdo da
producéo de IL-12 e menor tempo de sobrevida. A SOCS3 regula positivamente TLR4
e ativagcdo de macrofagos M1; possivelmente a SOCS3 bloqueia a enzima PI3K -
inibidora de resposta pré-inflamatéria via TLR *°.

O fator transcricional STAT 6 é também fundamental para a polarizagdo para o
perfil M2. Este fator é ativado mediante as citocinas IL-4 e 1L-13, favorecedoras da
ativacdo do receptor nuclear PPARy e PPARS, o qual tem sido demonstrado como
potencializador da formacdo de macrofagos de perfil M2 a partir de mondcitos de

sangue periférico. Estas células alternativamente ativadas apresentam aumento da
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expressao e atividade do gene Arginase-1, o qual converte L-arginina em L-ornitina
que, por sua vez, favorece a sintese de prolina, promotora de reparo tecidual. Esta
polarizacdo M2 também é caracterizada por uma regulacdo positiva de lectina tipo C,
receptor de manose, proteinas da familia quitinase, moléculas semelhantes a resistina,
todas contribuindo para a funcéo imunorreguladora™*® destes macréfagos M2, os quais
expressam varias moléculas de superficie, incluindo a Dectina-1, receptor de manose
(MRC1/CD206), receptor “scavenger” A (CD204), receptor “scavenger” B-1, CD163,
CCR2, CXCR1 e CXCR2. Macréfagos M2 também produzem citocinas e quimiocinas
antiflamatdrias, como IL-10, CCL1, CCL2, CCL17, CCL18, CCL22, CCL24 e IL-
1Ra™.

O controle mais importante na regulacdo da polarizacdo de macrdfagos esta em
nivel transcricional e varios mecanismos sdo considerados alvos de interesse de
pesquisas nos ultimos anos. Neste contexto o Kruppel like factor 6 (KLF6) é sugerido
como um controlador de polarizagdo. A expressdo de KLF6 € induzida por estimulo
pré-inflamatério para polarizacgdo M1 (como LPS e IFN-gama) e suprimida por
estimulo para a polarizacdo M2 (como IL-4 e IL-13) em macro6fagos humanos e
murinos. Estudos sugerem ainda que KLF6 € necessario para otimizar a expressao de
genes para perfil pro-inflamatério, agindo em um mecanismo sinérgico com NF-kB.
Estas observagdes identificam o KLF6 como sendo um novo fator regulador
transcricional de polarizacdo de macrdfagos, sendo que outros fatores desta familia
também sdo importantes; o KLF2 é um repressor de atividade pro-inflamatoria e o
KLF4, essencial na polarizagdo de macréfagos M2 in vitro e in vivo®®?!, Os KLFs
participam na resolucdo inflamatdria, apresentando fungdes imunorreguladoras e
remodelacdo tecidual através da modelacdo da matriz extracelular associado com a
expressdo de proteina de matriz, como fibronectina, BIGH3 e uma alta expressdo de
arginase I°, de modo que os macréfagos a0 mesmo tempo em que reparam processos
lesivos também agem eficientemente nas respostas contra infecces?.

Outra subpopulacdo de linfécitos que pode afetar a funcionalidade dos
macrofagos sdo os linfocitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ (Treg). Estudos
realizados em monaocitos humanos cultivados na presenca de células Tregs passaram a
diferenciar estas células para macréfagos M2. Esta diferenciagcdo foi associada com a
producdo de IL-10 por T reg com regulacdo positiva de STAT3 e SOCS3, um inibidor
da via de sinalizacdo de citocinas. Em camundongos imunodeficientes, a transferéncia

de células Tregs singénicas na cavidade peritoneal polariza 0os macrofagos residentes
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para o perfil M2, Em humanos, estes macréfagos sdo caracterizados pela alta
expressdo dos receptores CD163, CD206, CCL18 e aumento da capacidade fagocitica,
mas baixa expressdo de HLA-DR e citocinas inflamatdrias induzidas por LPS, como
TNF-a, IL-1-beta, IL-6 e CCL3.

Macrofagos M2 podem ser ainda divididos em subtipos de acordo com seus
perfis de quimiocinas. Os macrdfagos M2a séo estimulados pela IL-4 e IL-13, além de
produzir CCL24, CCL22, CCL17 e CCL18, reconhecidos pelas CCR3, CCR4 e CCR8 e
promovem recrutamento de eosinéfilos e basofilos; os macrofagos M2b resultam da
ativacdo com complexos imunes e agonistas de TLR, como LPS, produzindo CCL1. Os
macréfagos M2c sdo polarizados pela citocina I1L-10 produzindo CCL16 e 18, as quais

recrutam eosinofilos e células T “naive”, respectivamente'?(figura 1).

M1

IFN-gama + LP5S
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- —
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Figural. Macréfagos M1 e subtipos de macréfagos M2%
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Tabela 1. Subpopulac6es de macrofagos M1 e M2: marcadores de superficie, fatores de

transcrigdo e estimulos.

Macréfago Citocinas e Marcador de Fatores Estimulos
mediadores Superficie transcricionais
M1 IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, CD86, TLR2, TLR4, JAK1, JAK2, STAT1, Agonistas de TLR,
TNF-q, CXCL1-3, CD16, <CD32, CD36, STAT2, NF-kB, AP- IFN-y, LPS, GM-
CXCL-5, CXCL- 8-11, CD38, CD64, CD69, 1, IRF1,IRF5 IRF8, CSF
CXCL16 e CX3CL1, CD97 EGR
CCL2-5
. IL-4, IL-10, IL-13, M-
M2 IL-21, TGF-B, Dectina-1, MRC1/CD206, STATS3, STATS,
CSF, vitamina D3,
CCL1,2,17,18,22,24 , CD204, CD16, receptor IRF4, JAK1, JAKS3,
. , glicocorticéides
CXCL13, CCR2, scavenger” B-1, CD163, STAT6, KLF4, CISH,
CXCR1,2,4 CD1lc, Yml, FIzz1, SOCS1

proteinas MGL

(Noel et al., 2004; Biswas et al., 2010; Martinez, 2014; Labonte et al., 2014; Gordon, 2010)

Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi

A transmissdo de T.cruzi da-se por contaminacdo das mucosas ou da pele com
dejecBes de triatomineos infectados. A mucosa pode estar integra, mas a pele deve
apresentar solucdo de continuidade, constituida muitas vezes pelo orificio da picada do
inseto ou pela escarificacdo causada pelo préprio individuo ao cocar-se para que ocorra
a penetracdo dos tripomastigotas, os quais penetram pelo local da picada e interagem
com células do sistema mononuclear fagocitario da pele ou mucosa. A forma
tripomastigota ao penetrar nos tecidos formam ninhos, compostos de grande quantidade
da forma amastigota do parasito, os quais se multiplicam por divisdo binaria,
promovendo doenca principalmente no coracgdo, intestino grosso e eséfago. Em seguida,
ocorre diferenciacdo das formas amastigotas em tripomastigotas, liberados da célula
hospedeira, caindo na corrente sanguinea. Os triatomineos vetores se infectam ao ingerir
as formas tripomastigotas presentes na corrente circulatoria do hospedeiro vertebrado
durante o hematofagismo. No estomago do inseto ocorre a transformacdo em formas
arredondadas e epimastigotas; no intestino meédio, as formas epimastigotas se
multiplicam por divisdo binaria e no reto, as formas epimastigotas se diferenciam em
tripomastigotas infectantes para os vertebrados, eliminados nas fezes e urina dos

triatomineos vetores durante o repasto sanguineo.
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Transmissdes excepcionais tém se tornado mais importante atualmente, como a
transmissao congénita, por meio de transfusdo de sangue ou doacdo de érgdos, ingestao
de alimentos contaminados, como a cana-de-agucar, acidentes laboratoriais e
aleitamento materno, com presenca de T.cruzi no leite. Outro mecanismo de
transmisséo refere-se ao transplante de 6rgdos, principalmente quando se considera o

emprego de corticoides e outros medicamentos imunossupressores**%.

Trypanossoma cruzi e macrofagos M1 e M2

No inicio da Doenca de Chagas, o Tripanosoma cruzi induz uma intensa
resposta inflamatéria, iniciando, em macrofagos, a producdo de diversas citocinas,
dentre elas a IL-12. Esta citocina é capaz de ativar células NK e induzir a producéo de
IFN-gama , essencial para fagocitose e killing. No inicio da infeccdo pelo T. cruzi
ocorre um predominio do perfil M1 e caminha no decorrer da infeccéo para o perfil M2.
O IFN-gama produzido estimula os macréfagos resultando num feedback positivo para
a produgdo de IL-12 e concomitante producdo de TNF-a e NO, contribuindo para a
eliminacdo do parasita. Apos a fase aguda o perfil M1 parece decair e ha predominancia
na sintese de citocinas regulatérias pelos macréfagos, como 1L-10 e IL-4 oriunda do
perfil Th2, alterando o microambiente para um perfil para macréfagos M2. A presenca
de M2 deve contribuir para a reducdo dos efeitos nocivos associados com a estimulacéo
excessiva do sistema imunolégico e inflamacdo no microambiente propiciada pelo perfil
M1 durante a interac&o entre macrofagos e T.cruzi®®.

A estimulacéo dos perfis depende da composicao dos parasitas e diferentes cepas
do T.cruzi apresentam padrbes distintos de componentes de membrana. O
glicosilfosfatidilinositol ancorado a mucina derivado de membrana celular da forma
tripomastigota (tGPI) e derivado de epimastigota (eGPI) e um outro membro desta
mesma molécula, o glicoinositolfosfolipidio GIPL atuam como agonistas de TLR. O
tGPI é um dos principais componentes do T.cruzi e considerado como PAMPs, sendo
encontrado na superficie da membrana celular do T.cruzi e identificado como um
potente ativador de TLR2, molécula associada ao perfil M1. Outros membros da familia
GPI purificados da forma epimastigota, denominado de eGIPL é capaz de induzir a
ativacdo via NF-kB e ligacdo com TLR4. De um modo geral, as estruturas das GIPLs
apresentada pelo tripomastigota metaciclio e pela forma epimastigota sdo semelhantes;

ambas contém a mesma sequencia Man4-GIcN glicano e o mio-inositol fosfato-lipidio,
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predominantemente formado pelo inositol-fosfoceramidas. Apesar desta semelhanca na
constituicdo destes GIPLs, estas estruturas podem mudar dependendo da cepa do
T.cruzi. Algumas cepas podem apresentar ceramida em sua GIPL, enquanto que outras
podem apresentar uma mistura de diidroceramida e alquilacilglicerol. Estas alteracfes
propiciam padrdes distintos de ativacdo e possivelmente maior ou menor eficiéncia na
ativagdo de macréfagos M1 e morte do parasita®®?’.

A composicdo lipidica variavel dos diferentes GPIs determinam se o
reconhecimento sera mediado por TLR2 ou TLR4 (figura 2). Alguns estudos tém
mostrado um aumento da funcionalidade do fagossomo em madltiplas etapas, incluindo o
aumento da acidificagdo do vacuolo quando ocorre a ativacdo de TLR via MyD88 e

produgo de 6xido nitrico, havendo dessa maneira um killing eficiente do parasita® 2.
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Figura 2. Macréfagos M1 e M2 e seus respectivos biomarcadores®

Outros componentes do T.cruzi, como DNA, podem interagir com TLR9 em
macréfagos e células dendriticas, contribuindo com a producdo e secrecdo de
quimiocinas, responsaveis pela quimiotaxia de neutréfilos e macréfagos para o local.
O DNA genbmico do T.cruzi, rico em CpG desmetilado e RNA total, podem atuar como
PAMP, promovendo ativacdo de células do hospedeiro via TLR9 e TLR7, resultando na
producdo de citocinas pré-inflamatérias associadas ao M1%.

Outras citocinas inflamatérias, como IL-18 e 12 também produzidas por M1
auxiliam na producdo de IFN-gama. A delecdo do gene da IL-18 em camundongos

C57BL/6 knockout (IL-18 KO) sugere que a IL-18 associa-se a gravidade da cardiopatia
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chagasica, ou seja, 0 comprometimento do coracdo na Doenca de Chagas®. Quando o
coragdo estd comprometido, geralmente se apresenta aumentado de volume, em grau
bastante variavel, a custa de dilatacdo e hipertrofia®. Camundongos IL-18 KO
infectados com a cepa Colombiana e Y apresentam maior sobrevida. Porém, a
diminuicdo da expressdo de iNOs e maior expressdo de mRNA para TGF-beta em
tecido cardiaco de camundongos, IL-18 KO foram observadas somente na infeccdo
com a cepa colombiana®. A neutralizacdo da IL-12 leva ao agravo da infeccéo,
acompanhada da reducdo de IFN-gama e NO por células do baco de camundongos
infectados, mostrando a importancia desta citocina no controle da infeccéo por T.cruzi,
favorecendo a proliferacdo de células NK e de linfécitos T citotéxicos®.

Semelhantemente a IL-18 e membro da mesma familia, a IL-1 é considerada um
proeminente mediador inflamatério associado ao perfil M1. Esta citocina desempenha
um importante papel na resisténcia do hospedeiro contra patogenos intracelulares.
Apesar do perfil M1 ser importante na resisténcia do hospedeiro a infecgdo chagésica,
ele também sustenta um processo inflamat6rio que pode gerar a lesdo associada com a
cardiopatia chagasica. Alguns genes relacionados a IL-1-beta tém demonstrado
associacdo com esta lesdo. O gendtipo GG na posicdo +5810 do gene de IL-1-beta é
mais frequente em individuos sintomaticos em comparag&o aos n&o sintomaticos*.

A IL-23 produzida pelo perfil M1 de macréfagos pode ter participacdo em
infeccBes por patdgenos extracelulares. Porém, alguns estudos tém demonstrado sua
importancia na Doenca de Chagas, induzindo producdo de IL-17 por linfécito Th17.
Dados complementares do estudo in vitro revelaram que 1L-17 prolonga a permanéncia
do parasita no compartimento endossomal, levando & morte do mesmo*. Dessa
maneira, a capacidade da IL-23 em induzir IL-17 pode ser um dos mecanismos
utilizados para a eliminacdo do T.cruzi, reforcando a importancia de macréfagos M1 na
Doenga de Chagas.

Entretanto, é essencial o equilibrio destas citocinas pro-inflamatorias de perfil
M1 com citocinas anti-inflamatérias do perfil M2. A IL-10, uma citocina inibidora da
resposta inflamatdria e produzida por M2, tem a capacidade de desativar ou suprimir
monacitos e varios mediadores pré-inflamatorios de modo a inibir resultados adversos
que resultam em les&o cardifaca, por exemplo®’.

Outra citocina pertencente ao perfil M2 é o TGF-beta-1, a qual compde um
grupo de citocinas envolvidas na regulacdo e remodelacéo de tecidos, crescimento

celular, diferenciacdo, angiogénese, regulacdo imune e fibrose. Todavia, diferentemente
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da IL-10, TGF-beta-1 pode influenciar o desenvolvimento de doenca cardiaca por
promover a sobrevivéncia e invasdo do parasita neste tecido. Além disso, o TGF-beta-1
¢ uma molécula capaz de gerar danos ao coracdo atraves da fibrose, hipertrofia do
cardiomiécito e comprometimento do débito cardiaco no paciente chagasico®*°.

As citocinas pertencentes ao perfil M1 e M2 de macrofagos participam na
progressdo da Doenca de Chagas e dos mecanismos de lesdo cardiaca induzidos pelo T.
cruzi. Apesar do melhor entendimento, avanco tecnolégico e tratamento observado na
monitoracao de pacientes com DC, as morbidades permanecem elevadas, reforcando a
necessidade de identificacdo de novos biomarcadores de lesdo cardiaca (e outras) e suas
gravidades, bem como esclarecer quais antigenos e moléculas do parasita se associam
diretamente a patogénese da DC. Compreender as vias envolvidas na ativacdo e
producdo das citocinas inflamatdrias envolvidas no inicio da infeccdo e inflamacao
cardiaca ou citocinas do perfil M2 associada a fibrose podem propiciar novas maneiras

de tratamento e monitorizagdo da Doenca de Chagas (figura 3).
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Figura 3. Perfil de macrdfagos durante a infecgéo por Trypanosoma cruzi
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Embora muitos trabalhos abordem o0s macréfagos classicamente e
alternativamente ativados nas parasitoses, estas subpopulac6es sdo pouco abordadas na
Doenca de Chagas. A compreensdo dos mecanismos responsaveis pela eliminacdo do
parasita frente a um processo inflamatorio desencadeado por macrofagos M1 gera danos
ao hospedeiro em razao da auséncia no controle deste processo de eliminacao do agente
etiologico. O controle da inflamacdo da fase aguda ocorre pela polarizacdo destes
macrdfagos de perfil M1 para o perfil M2 anti-inflamatorio.

Embora mais estudos sejam necessarios para a melhor compreensdo desta
polarizacdo de macrofagos na Tripanossomiase Americana, esta revisdo mostra alguns
aspectos da funcdo dos macréfagos e suas subpopulacdes no controle da Doenga de
Chagas.
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RESUMO

Macréfagos do perfil M1 sdo células que apresentam suscetibilidade na Doenca de
Chagas ocorrendo na fase aguda da infeccdo. O objetivo do presente trabalho foi
determinar a presenca de macrofagos com perfil M1 em camundongos Balb/c infectados
com duas cepas de Trypanosoma cruzi, uma com alta (cepaY) e outra com baixa
viruléncia(cepa JLP) . Para isso, camundongos BALB/c machos foram infectados com
10* tripomastigotas e avaliados em 2 tempos da fase aguda (T1 e T2) . A expressdo de
CD64, TLR2 e TLR4 foi avaliada em macrofagos peritoneais por citometria de fluxo e
no baco por PCR em tempo real. A confirmacéo da infeccdo foi realizada pela presenca
de T.cruzi em sangue e tecido cardiaco. Os camundongos desenvolveram a infeccdo
para ambas as cepas, porém com diferencas no pico de parasitemia: 5 dias para a cepa Y
e 12 dias para JLP. Os resultados obtidos por citometria ndo demonstraram aumento
nos marcadores de superficie nos dois tempos da infeccdo para ambas as cepas.
Entretanto a avaliacdo do mRNA demonstrou aumento de TLR2 no T 1 para a cepa JLP
e aumento de CD64 no T 1 para a cepa Y. Os resultados sugerem uma expressao
transitéria ou baixa de marcadores de superficie, tanto em peritbnio como em baco,
sugerindo presenca de perfil misto de macré6fagos. Assim, os marcadores de superficie
associados aos macrofagos do perfil M1 sdo pouco expressos na fase aguda da DC
experimental. Ha somente elevacdo de TLR2 e CD64 em pontos especificos da fase
aguda.

Palavras chave: Macrdfagos, Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Tripanossomiase

americana
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ABSTRACT

M1 profile macrophages are cells which present susceptibility in Chagas disease
occurring in the acute phase of the infection. The current study objective was to
determine the presence of macrophages with M1 profile in BALB/c mice infected with
two strains of Trypanosoma cruzi, with high (strain Y) and other with low virulence
(strain JLP). Thus, male BALB/c mice were infected with 10* trypomastigotes and
evaluated in two times in the acute phase (T1 and T2). The expression of CD64, TLR4
and TLR2 was evaluated in peritoneal macrophages by flow cytometry and spleen by
real-time PCR. The confirmation of the infection was confirmed by the presence of
T.cruzi in both blood and cardiac tissue. Mice developed the infection for both strains,
however with differences in the peaks of parasitaemia: five days for strain Y and twelve
for JLP. The results obtained by citometry did not demonstrate an increase in the
surface markers in the two times of infection for both strains. However mRNA
evaluation demonstrated a TLR2 increase in the T 1 for strain JLP and a CD64 increase
in the T 1 for strain Y. The results suggest a transitional expression or a surface markers
lowering associated to M1 profile, as in peritoneum as in spleen. This way, the surface
markers associated to the M1 macrophage profiles are little expressed in the
experimental DC acute phase. There is only an elevation of TLR4 and CD64 in specific

points of the acute phase.

Keywords: Macrophages, Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, American
trypanosomiasis
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1. INTRODUCAO

A Tripanosomiase americana ou Doenga de Chagas (DC) € causada pelo parasita
Tripanosoma cruzi. Endemicamente é encontrada em 21 paises da América latina e
afeta entre 8 a 10 milhdes de pessoas no mundo'?. Estima-se que s6 no Brasil trés
milhdes de individuos estejam infectados, apesar do grande esforco realizado para a
reducdo da DC®. Além da questdo da salde, a Doenca de Chagas também é um
problema que traz consequéncias negativas para a economia do pais*. Os paises com
taxa de imigracdo elevada tém demonstrado aumento na deteccdo da DC, entre eles
estdo os Estados Unidos e recentemente paises do continente europeu®. Assim,
atualmente, os Estados Unidos ndo podem ser classificados como uma éarea néo-
endémica, bem como paises do continente europeu e Japdo. Assim, muitos dos
individuos infectados pelo T.cruzi nos Estados Unidos sdo imigrantes de areas
endémicas da América Latina. Apesar disso, uma faixa do sul dos Estados Unidos, entre
a Gedrgia e a Califérnia apresenta varias espécies de vetores e mamiferos hospedeiros
que podem completar o ciclo endozoondtico. Onze espécies de insetos triatomineos
foram reportadas nos Estados Unidos: Triatoma gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva,
T. lecticularia, T.neotomae, T. protracta, T.recurva, T.rubida, T. rubrofasciata,
T.sanguisuga e Paratriatoma hirsuta. Os triatomineos estdo distribuidos ao longo do
centro-sul do pais, da costa do Pacifico ao Atlantico e uma espécie (T. rubrofasciata) é
encontrada no Havai’.

Estima-se que, entre 1999 e 2009, o numero de pessoas infectadas com o T.cruzi
na Europa passou dos 80000 casos, entre os quais mais de 4000 foram confirmados
laboratorialmente. Os paises mais afetados foram a Espanha, com um nimero de casos
estimados entre 40000 a 65000 (com 3617 casos confirmados), Reino Unido: 14000
casos (28 confirmados), Italia: 5500 a 7000 (114 confirmados), Suica: 3000 (180
confirmados), Franga: 2166 (111 confirmados), Bélgica: 1982 (19 confirmados),
Suécia: 1118 (1 caso confirmado), Alemanha: 935 (2 confirmados), Portugal: 85 (8
confirmados) e Holanda: 480 (7 confirmados). Muitos casos de infeccdo congénita pelo
T.cruzi tém sido notificados na Espanha e atencéo crescente e medidas de prevencgdo e
deteccdo para transmissdo congénita do parasita neste pais foram preconizadas.
Acredita-se que muitos casos observados na América do Norte e paises da Europa séo
oriundos de imigrantes da América Latina e uma atencdo tem sido dirigida para as

transmissdes verticais entre mie e feto>. Assim, apesar de eficientes programas de
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controle de vetor e rastreamento em banco de sangue na Ameérica do Sul, sua
patogénese, fisiopatologia e disseminagdo continuam sendo um assunto desafiador®.

Os parasitas sdo geralmente transmitidos por espécies hematofagicas de insetos
triatomineos da familia Reduviidae. Embora em torno de 140 espécies de triatomineos
tenham sido identificadas, apenas poucos sdo vetores competentes para T.cruzi’. A
transmissao de T.cruzi d&-se por contaminacao das mucosas ou da pele com dejecOes de
triatomineos infectados. A mucosa pode estar integra, mas a pele deve apresentar
solucdo de continuidade, constituida muitas vezes pelo orificio da picada do inseto ou
pela escarificacdo causada pelo proprio individuo ao cocar-se para que ocorra a
penetracdo dos tripomastigotas, os quais penetram pelo local da picada e interagem com
células do sistema mononuclear fagocitario da pele ou mucosa. A forma tripomastigota
ao penetrar nos tecidos formam ninhos, compostos de grande quantidade da forma
amastigota do parasito, os quais se multiplicam por divisdo binaria, promovendo doenca
no coracdo, intestino grosso e esdfago. Em seguida, ocorre diferenciacdo das formas
amastigotas em tripomastigotas, liberados da célula hospedeira, caindo na corrente
sanguinea. Os triatomineos vetores se infectam ao ingerir as formas tripomastigotas
presentes na corrente circulatoria do hospedeiro vertebrado durante o hematofagismo.
No estomago do inseto ocorre a transformagcdo em formas arredondadas e
epimastigotas; no intestino médio, as formas epimastigotas se multiplicam por divisao
binaria e no reto, as formas epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas infectantes
para os vertebrados, eliminados nas fezes e urina dos triatomineos vetores durante o
repasto sanguineo®®.

Em junho de 2006, o Brasil declarou formalmente que estava livre da
transmissdo de Doenca de Chagas pelo principal vetor Triatoma infestans. Apesar desta
declaracdo, outros mecanismos de transmissdo continuam, incluindo transfusdo
sanguinea, transmissdo congénita, transplante de 6rgaos, alimentos contaminados e
acidentes laboratoriais®.

A Doenca de Chagas é caracterizada por duas fases distintas: a fase aguda e
cronica. A fase aguda apresenta duracdo de 2 a 4 meses com deteccdo de parasitas na
corrente sanguinea e no tecido do hospedeiro. Mostra geralmente sintomas ndo
especificos durante um curto periodo de tempo ou pode prosseguir para uma eventual
miocardite de gravidade variada'®. Atualmente, apenas os casos da forma aguda sdo de
notificacdo compulséria no Brasil'!. Os sintomas da fase aguda ocorrem entre 8 a 10

dias depois da invasdo pelo parasita. Na fase cronica, denominada forma indeterminada,
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ocorre uma reducdo nos niveis de parasitemia e o diagndstico € baseado apenas na
positividade de testes soroldgicos especificos e inicia-se de 2 a 3 meses ap6s a infecgdo
inicial. Cerca de 60 a 70% destes pacientes terdo a forma indeterminada da fase cronica
da DC, ou seja, ndo apresentardo sintomas clinicos’**®. Uma das complicacbes mais
relevantes desta infeccdo sdo as manifestacdes cardiacas, tal como cardiopatia dilatada
cronica. Quando o coracao estd comprometido, geralmente se apresenta aumentado de
volume, em grau bastante variavel, a custa de dilatagdo e hipertrofia. Adquire forma
globosa e mostra-se flacido. Outras alteracdes também podem ocorrem, como alteragédo
gastrointestinal - megacolon e megaeséfago. O sistema reticulo endotelial, figado, baco
e medula 6ssea também podem ser afetados®®.

A identificacdo dos mecanismos que permitem o parasita evadir da resposta
imune do hospedeiro e sobreviver dentro das células-alvo é crucial para compreender a
patogénese da doenca, tendo os macrofagos importante participacdo, os quais tém sido
associados a mecanismos de resisténcia e suscetibilidade. Estes fagdcitos podem ser
classificados em pelo menos duas subpopulagdes com distintos fendtipos, ou seja,
classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados (M2) de acordo com suas
funcdes* ™.

Segundo Mantovani et al. (2004), a classificagio M1 e M2 refere-se a dois
extremos de um espectro de ativacdo de macréfagos. Esses perfis diferem entre si pela
expressao de receptores, producdo de citocinas e funcdes efetoras. Os macréfagos se
diferenciam para um perfil M1 quando séo estimulados por IFN-gama, TNF-a ou LPS,
expressando em sua superficie receptores opsoninicos do tipo Fc-yRI, RIl ou RIlI
(CD16, CD32, CD64), receptores TLR2 e TLR4 e produzindo citocinas inflamatorias,
como, TNF- a, IL-1B, IL-6, IL-12 e IL-23, além de reativos intermediarios do oxigénio
e nitrogénio®’. Os receptores TLR2 e TLR4 de macréfagos tém sido descritos em alguns
trabalhos sobre o reconhecimento do T.cruzi na fase inicial da infec¢do, sugerindo que a
resposta pro-inflamatdria ou perfil M1 possa contribuir com a eliminacéo da doengalg.
Existem relatos na literatura de que geralmente in vivo ocorre uma cooperacao entre 0s
TLRs, induzindo funcdes sinérgicas. Por exemplo, o sinergismo entre TLR2, TLR4 e
TLR9 para a inducdo de citocinas esplénicas e quimiocinas sdo dependentes de MyD88
em modelos microbianos. Em outros estudos, Bahn e colaboradores apresentaram dados
sugerindo que a inducdo méaxima de IL-23 e IL-17 requerem a ativacdo de TLR4 e
TLR9 na resposta inata pulmonar durante a pneumonia causada por bactérias gram-

negativas, confirmando a importancia da cooperacdo entre 0s TLRs™. Em relacdo a
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infeccdo por T.cruzi, existe uma forte evidéncia de que componentes do parasita, GPI e
CpG, podem ligar-se a0 TLR2 e TLR9, respectivamente, e estimular macréfagos e
células dendriticas, resultando na producdo de TNF-a, IL-12 e NO®. A capacidade do
hospedeiro em controlar a infeccdo pode ditar o balanco que existe entre o curso da
doenca inflamatoria e a resposta imune regulatoria tipica. Recentemente, terapéuticas
cardiovasculares desenvolvidas tém mostrado reducdo da resposta inflamatoria e de
citocinas inflamatdrias circulantes, como IFN-beta, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23 e
de quimicionas inflamatorias, como CXCL9, CXCL8, CCL4, CXCL10, CCL2, CCL5,
CXCL11 e CCL3 e melhora da funcéo ventricular de rendimento cardiaco em estudos
clinicos e experimentais®. Estudos tém mostrado a relacio que existe entre a producéo
de TNF-a e danos cardiacos em pacientes, mostrando o papel lesivo desta citocina em
condicdes de constante producdo®. A interacio parasita-hospedeiro é dinamica e resulta
de muitos fatores relacionados ao parasita (cepa, viruléncia e inoculo), ao hospedeiro
humano (idade, sexo, via de infeccéo e perfil genético) e ao ambiente?.

Na Doenca de Chagas, uma resposta efetora do tipo Thl é essencial para uma
eficiente eliminagéo do parasita®. As citocinas IL-12, IFN-gama e TNF-a de Th1 agem
em conjunto para ativar macréfagos e eliminar os parasitas através da producdo de
oxido nitrico e radicais livres do nitrogénio e oxigénio. O TNF-a é associado a
resisténcia & infeccdo pelo T.cruzi®?® devido sua atuagdo no controle dos parasitas por
ativagdo das células fagocitarias?’. A IL-12 e IFN-gama participam na inducéo do perfil
Th1 e reducdo da carga parasitaria na fase cronica da infeccdo associado ao perfil Thl.
Por outro lado, a IL-4 e a IL-10 induzem o perfil Th2, responsavel pela resposta imune
humoral contra o T.cruzi®®. O aumento de secrecdo de IL-10 durante a fase cronica pode
também ser associado a protecdo do hospedeiro contra a resposta inflamatdria intensa,
induzida pelo perfil Thl. Esta citocina € produzida pelos macrofagos e regula a
expressdo ou funcdo de IL-12 e IFN-gama®**°. Outras citocinas regulatérias também
podem ocorrer na Doenga de Chagas. Entre elas estd o0 TGF-beta associado a fibrose e
supressdo da resposta imune inflamatéria®:.

Devido ao papel das citocinas TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-23 na polarizagdo e
manutencdo de respostas imunes, elas estdo diretamente associadas com as patologias
resultantes de infecgdes. Na Doenca de Chagas, dados da literatura demonstram que
citocinas inflamatorias sdo essenciais durante a fase aguda da infeccdo, mas que séo

produzidas em niveis elevados também na fase cronica da Doenga de Chagas. Estas
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citocinas inflamatorias sdo descritas na forma cardiaca da DC e associada a piores
progndsticos pela exposicéo cronica ao parasita® %34,

Alguns componentes do T.cruzi, capazes de ativar os receptores TLRs em
células dendriticas e em macrofagos ja foram descritos em infecces realizadas em
camundongos C57BL/6. A GPI ancorada a glicoproteinas semelhante a mucina (tGPI-
mucin) da membrana do parasita inicia a resposta inflamatoria através da ativacdo de
TLR2. Outros TLRs, como TLR4 e TLR7 estdo envolvidos na resposta imune durante
0s primeiros estagios da infeccdo. Em relagdo ao TLR9 na Doenca de Chagas, este
mostrou um papel crucial no controle da parasitemia e na sobrevivéncia do camundongo
infectado, enquanto o TLR2 foi definido como imunorregulador, controlando a
producdo de IL-12/1L-23 p40 por células dendriticas e, a0 mesmo tempo, promovendo a
produco de TNF-a por macréfagos™.

Macrofagos polarizam-se para o perfil M1 em resposta a presenca de IFN-gama e
produtos microbianos, como lipopolisacarideo (LPS); os macrofagos polarizados para o
perfil M1 apresentam entdo capacidade de elevada producdo de TNF, NO e IL-12 p40,
demonstrado através de um modelo experimental, no qual foi utilizado camundongos
C57BL/6 infectados com T. gongolense. Antigenos parasitarios, como VSG-GPI e CpG
DNA podem fornecer fortes sinais de ativacdo M1 em conjunto com IFN-gama do
hospedeiro. O resultado da ativacdo de macrofagos M1 pré-inflamatdrios fornece
condices do controle da infeccéo pelo parasita durante a infecgéo aguda®.

Patil e colaboradores (2014) demonstraram a coexisténcia de ativacdo de
macréfagos M1 e M2 em camundongos C57BL/6 em resposta a presenca de
Toxoplasma gondii, concluindo que os macro6fagos podem responder a diversos
estimulos do ambiente e simultaneamente expressar os fenotipos M1 e M2. A inducéo
da ativacdo do macrofago M2 permitiria uma autorregulacdo da resposta pro-
inflamatoria durante a progressao da resposta imune ao Toxoplasma gondii.

A fase aguda da infeccdo com T.cruzi apresenta uma forte atividade pro-
inflamatoria, com a producdo abundante destas citocinas que podem polarizar a resposta
imune adquirida para o perfil Thl, as quais apresentam papel na eliminagéo do parasita
e sobrevivéncia do hospedeiro. Esta resposta pré-inflamatoria produzida pela resposta
imune inata € denominada de perfil M1 em algumas infecc¢des devido a sua capacidade
em promover o perfil Thl em linfocitos. Cunha Neto et al (2011) relataram associagao
das citocinas pro-inflamatdrias, com aumento de IFN-gama, TNF-a e quimiocinas,

reforgando o papel destas citocinas do perfil M1 no controle da infecgédo aguda.
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A producéo de IFN-gama na Doenca de Chagas tem sido associada a resisténcia
do hospedeiro durante a fase aguda da infeccéo, inibindo a replicagéo do parasita in vivo
e in vitro, através da indugdo da sintese de NO em macréfagos®. O TNF-a age
sinergicamente com IFN-gama controlando o crescimento do parasita®. Entretanto,
citocinas supressoras, incluindo IL-10 e TGF-beta, sdo associadas a suscetibilidade a

infeccdo pelo T.cruzi®*®

pela inibicdo de ativagdo de macr6fagos mediada por IFN-
gama.

Durante a infeccdo experimental pelo T.cruzi, a producédo de IFN-gama e TNF-a
é induzida por IL-12, levando a uma resposta imune protetora mediada por células*’. A
IL-12 durante a infec¢do aguda experimental com T.cruzi (14 dias de infec¢do) promove
uma resposta imune efetiva através da producdo de IFN-gama e perfil Thl protetor*?.

Assim, nosso objetivo foi investigar e quantificar a presenca de M1 nas fases
iniciais da infecgdo utilizando 2 cepas de T.cruzi. Estes achados permitirdo uma melhor

compreensdo das citocinas produzidas pelo perfil M1, na Doenca de Chagas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a presenca de macrofagos de perfil M1 na infecgcdo por Trypanosoma

cruzi durante a fase aguda.

2.2. Objetivos especificos

Verificar e quantificar a presenca de macréfagos com perfil M1 retirados da
cavidade peritoneal, utilizando os marcadores de superficie CD14, TLR2, TLR4 e
CD64 em dois momentos da fase aguda da infeccdo com cepas de alta e baixa viruléncia

de T. cruzi;

Quantificar os niveis de mRNA para TLR2, TLR4 e CD64 em bago de
camundongos infectados com T. cruzi em dois momentos da fase aguda da infeccdo

com cepas de alta e baixa viruléncia.



34

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, machos, com
idade de 8 a 12 semanas de vida e peso aproximado de 30g. Os animais foram criados e
mantidos a temperatura de 25 - 27°C, 12 horas de ciclo claro/escuro em condicGes de
alimentacédo ad libitum. Todos os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Doencas Tropicais e Diagnéstico por Imagem, da

Faculdade de Medicina de Botucatu.

3.2. Cepas de Trypanosoma cruzi e manutencao

Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi: 'Y como cepa de alta viruléncia e JLP
como cepa de baixa viruléncia. Ambas as cepas foram isolada de paciente chagasico
com a forma cronica. Os parasitas foram mantidos por passagens intraperitoneais
seriadas em camundongos BALB/c, no Laboratério de Pesquisa do Departamento de
Doencas Tropicais e Diagnostico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP.

3.3. Infeccdo e definicdo dos tempos avaliados

A infeccdo dos camundongos BALB/c foi feita pela inoculacdo intraperitoneal
de 1x10* tripanosomas/animal, obtidos por puncdo cardiaca de animais previamente
infectados. A confirmacdo da infeccdo dos animais foi realizada por exame direto de
sangue periférico e cdmara de Neubauer apds a eutanasia.

Os tempos foram definidos pelo pico de parasitemia conforme mostrado na
tabela 1.
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Tabela 1. Tempo (T) paraas cepas Y e JLP de T. cruzi

Tempos (dias) TO Tl T2
CepaY Pré infeccéo 3 dias 5 dias
Cepa JLP -- - 12 dias

T =tempo de infecgdo; 6 animais por T . T1= fase inicial do pico de parasitemia, T2=

pico da parasitemia.

3.3.1. Avaliacdo do perfil M1 na fase inicial da infeccdo pela cepa Y

A avaliagdo do perfil M1 entre os momentos da infeccdo foi realizada para a
cepa de maior viruléncia nos tempos TO, T1 e T2. Foram avaliados a expressdo de
CD64, TLR2 e TLR4 por citometria e PCR em tempo real. Os grupo foram definidos

conforme citado no texto.

TO: 6 camundongos néo infectados;
T1: 6 camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi;

T2: 6 camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi.

3.3.2. Avaliacdo do perfil M1 entre cepas

A comparacgdo entre as cepas foi realizada somente no periodo T2 - pico da
parasitemia. Esta avaliacdo foi realizada em baco utilizando PCR em tempo real para
quantificar o mMRNA das moléculas CD64, TLR2 e TLR4. Os grupos foram definidos

como:

TO: 6 camundongos néo infectados,
T2-Y: 6 camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi;

T2-JLP: 6 camundongos infectados com a cepa JLP de T. cruzi.
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3.4. Eutanasia e coleta de material bioldgico

Os camundongos foram submetidos & eutanésia por injecdo de Pentobarbital
60mg/kg por via intraperitoneal. Ap0Os a eutanasia dos animais, foi realizada a puncgéo
cardiaca para contagem de parasitas, coleta dos macrofagos peritoneais para citometria,
remocdo do coracdo para determinacdo de parasitas no tecido por Hematoxilina e
Eosina (HE) e remogédo do baco para quantificacdo da expressdo de mRNA para as
moléculas CD64, TLR2, TLR4 e beta-actina.

3.5. Obtencédo de macrdfagos peritoneais para determinacgéo do perfil M1

Os macrofagos peritoneais foram obtidos através de lavagem da cavidade
peritoneal com salina a 5°C e recuperados por aspiracdo. Para a remocdo dos
macréfagos foram realizadas massagens sucessivas por 1 minuto no abddémen dos

animais apos a infusdo da salina e posteriormente, o liquido foi aspirado.

3.6. Determinacdo dos receptores de superficie

Apo6s a obtencdo das células (item 3.5), os macrd6fagos peritoneais foram
marcados com anticorpo anti-TLR4 marcado com Phycoerythrin ou PE (Biolegend,
Inc, San Diego, CA, USA), com anti-TLR2 marcado com Fluorescein isothiocyanate ou
FITC, anti-CD64 marcado com Allophycocianin ou APC (BioLegend) e anti-CD14
marcado com Peridinin Chlorophyll-protein Cyanine 5.5 ou PerCP Cy5.5 (BioLegend),
durante 20 minutos. O tubo teste e controle foram incubados com o anticorpo isotipico
marcado com o respectivo fluorocromo teste. Todas as células foram lavadas e
suspensas em 300uL de ISOTON Il (Becton Dickinson), fixado com formaldeido 0,5%
(Becton Dickinson Labware). A analise foi feita em citometro de fluxo FACS
CANTO™ (Becton Dickinson) utilizando o Cell Quest software (Becton Dickson). O
namero de eventos analisados foi de 20000 eventos para cada amostra, sendo otimizada
a populagéo de interesse, estabelecendo-se gate ou janela com base em parédmetros de
tamanho (Forward Scatter ou FSC) e granulosidade (Side Scatter ou SSC) ou
fluorescéncia (FL). A partir desse gate, foram selecionados mondcitos positivos para
CD14 e avaliada a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da expressdo de TLR2,
TLR4 e CD64.
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3.7. Quantificacao de receptores de superficie por PCR em tempo real

A determinagdo da concentracdo de TLR2, TLR4 e CD64 foi realizada por

PCR em tempo real no baco.

3.7.1 - Extracdo de RNA total

Fragmentos do bago foram armazenados em microtubos DNAse e RNAse free
com capacitade de 1,5mL contendo RNA latter e submetidos posteriormente a extracdo
de RNA total. As amostras foram processadas utilizando o sistema SV de extracdo de
RNA total da Promega®. As amostras do baco com peso aproximado de 100mg foram
fragmentados em homogeneizador Tekmar Tissuemizer e 1mL de tampéo de lise para
RNA conforme a recomendacdo do fabricante. Todo o processo foi feito o mais breve
possivel em gelo para uma boa recuperacdo do RNA total. Um volume de 175uL de
lisado de tecido foi transferido para tubos tipo eppendorfes de 1,5mL e adicionado um
volume de 350pL de RNA dilution buffer. Ap6s a mistura, as amostras foram aquecidas
por 3 minutos a 70°C em termociclador, centrifugadas por 10 minutos a 12000-14000 g
e purificadas utilizando-se coluna RNAse free de fase solida para extracéo e purificacdo
do RNA total.

3.7.2. Purificacdo do RNA por centrifugacédo

Apos centrifugagdo, um volume de 500uL do sobrenadante do lisado de células
centrifugadas foi transferido para outro microtubo de 1,5mLm e adicionado 200uL de
etanol 95%, a mistura foi homogeneizada trés vezes com a propria pipeta e transferido
para a cesta de centrifugacdo, contendo a coluna de separacdo. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 12000 — 14000 g por 1 minuto e a coluna lavada com mais
600uL de tampdo de lavagem adicionado de etanol, conforme recomendacdo do
fabricante. Apds este passo, 0 RNA extraido e contido na coluna foi tratado com DNAse
| preparada conforme o protocolo do kit.

Apos a digestdo do DNA gendmico, a coluna contendo o RNA foi lavada para a
eliminacdo da DNAse e 0 RNA foi eluido com 100uL de agua livre de DNase e RNase.
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3.7.3 . Obtencdo do cDNA

As amostras com concentragdo de RNA entre 0,02 a 0,2ug/ml foram submetidas
a transcricdo reversa para obtencdo do cDNA utilizando-se a Improm-1I Reverse
Transcriptase, seguindo as instrucdes e condicbes de reacdo do fabricante. O cDNA foi

quantificado e estocado a -70°C para quantificagédo por PCR real time.

3.7.4. PCR em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram amplificadas por PCR em tempo real
seguindo-se o protocolo da GoTag® gPCR Master Mix - Promega® e utilizando o
aparelho Step One Plus. O volume final de reacédo foi de 20uL e contendo 2l de cDNA
das amostras. As reacOes foram feitas em triplicatas para melhor avaliacdo dos
resultados. A quantificacdo dos niveis de expressdao de TLR2, TLR4 e CD64 foram
feitas por quantidade de expressao relativa utilizando o gene beta-actina como controle
enddgeno.

A sequéncia dos genes para a beta-actina e dos marcadores foram:

Beta-actina TLR4

Forward: AGCTGCGTTTTACACCCT Forward: TCTCCACAGCCACCAGATTCT
Reverse: AAGCCATGCCAATGTTGTCT Reverse: TGACAGGAAACCCTATCCAGAGTT
TLR2 CD64

Forward: TTCGATGGAATCGATGATGTT Forward: GCAAGTTAGAAGCGATGGCG
Reverse: TGTCTCCACAAGCGGGACTT Reverse: GTCCACAGTCACCCACTGAG

3.8. Histologia do tecido cardiaco

O coracéo de cada animal foi fixado em solugé@o de 10% de formol tamponado e
posteriormente corado com hematoxilina e eosina para a determinacdo da lesdo

cardiaca, infiltrado inflamatorio e confirmacdo da infeccéo.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros indicativos de eficécia da infeccdo

Os dados referentes ao peso dos animais, peso do coracdo, peso do baco e
parasitemia para cada momento e respectivas cepas, encontram-se na tabela 2. Os
animais ndo apresentaram reducdo do peso total apds a infeccdo. Apesar disto foi
possivel verificar diferencas no comportamento apds a infeccdo. Houve reducdo da
atividade de exploracdo do ambiente, astenia e prostracdo que se acentuou no decorrer
da infeccdo. O ericamento dos pelos também foi verificado no 3° ao 5° dias dia para
cepa Y (figuras 1A e B), assim como a presenca de lesdo ocular (figura 2). O
ericamento dos pelos também foi observado nos animais infectados pela cepa JLP, no
12° dia de infecc¢do (figuras 3A e B).

Figuras 1. Camundongos BALB/c infectados com 1x10*
tripomastigotas (cepa Y). Setas demonstram ericamento do
pelo no quinto dia de infeccdo (A e B).



Figura 2. Camundongo BALB/c infectados
com 1x10* tripomastigotas (cepa Y). Seta
demonstram lesdo ocular no quinto dia de

Figuras 3. Camundongo BALB/c infectados com
1x10* tripomastigotas (cepa JLP). Setas
demonstram ericamento do pelo no décimo
segundo dia de infeccdo (A e B).

40
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A presenca de parasitas no sangue foi verificada apos 3 e 5 dias de infec¢do para
cepa Y e 12 dias para JLP. O peso do coragdo ndo variou nos tempos da infeccéo,
apesar de ser possivel verificar a presenca de ninho de amastigotas entre as fibras

cardiacas (figuras 4A e B).

Figura 4. Fotomicrografia do ventriculo esquerdo contendo
presenca de formas amastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y)

entre os midcitos (seta). Aumento digital de 10x (A) e 50x (B).

O baco apresentou aumento expressivo em seu tamanho nos dois tempos
avaliados (figura 5 e tabela 2) e para as duas cepas.

Figura 5. Baco aumentado do
camundongo infectado pela cepa
JLP (*) de Trypanosoma.cruzi e
baco de camundongo néo-
infectado (**).
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Tabela 2. Peso dos camundongos, érgdos e quantidade de tripomastigotas no sangue periférico apds tempo 1
(T1) e tempo 2 ( T2) de infeccdo .

Tempos Peso Peso Peso Parasitemia
animal (g) coracéo (q) baco (g) Trip.mL™.
10
CepaY TO 2990+162 0,15+002 0,13+0,01&
T1 28,52+2,00 0,16 +0,10 0,17 £ 0,04 4,5+ 1,60
T2 28,42+162 0,14+0,01 0,33 +£0,06 39+145
Cepa JLP T1 2743+223% 014+001  0,20+0,05 3,4+1,06

T2 30,71+2,01% 015+0,02 0,28+0,05& 3,0+ 0,00

&Tt0 vs T2-JLP, p<0,05; Anova.
# T1-JLP vs T2-JLP, P = 0,009; Anova
Trip = formas tripomastigotas

4.2. Avaliacdo de marcadores de superficie para M1 entre o tempos da infeccao

A avaliacdo de marcadores associados ao perfil M1 de macréfagos foi realizado
em baco e em macréfagos peritoneais, utilizando a quantificagdo do mRNA através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. As curvas de Melt foram
obtidas inicialmente para os genes [-actina, TLR2, TLR4 e CD64 (figuras 6 A, B, C, D)
com o intuito de testar os primers e certificar auséncia de anelamento entre si ou

amplificacdo de fragmentos menores ao desejado para ndo comprometer a analise.
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Figura 6. Curva de melt para o gene B-actina (A), gene TLR2 (B), gene TLR4 (C) e gene CD64 (D).
Observar a presenca de apenas um pico que corresponde ao fragmento do gene alvo.

4.2.1. Quantificacdo de mRNA para TLR2, TLR4 e CD64

A expressdo génica de TLR2 em macréfagos do baco por PCR em tempo real
ndo mostrou diferenca significativa entre o tempo 0 (T0) e o tempo 1(T1) e 2 (T2) da
infeccdo pela cepa Y (figura 7).
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TLR2/beta-actina
(expressdo relativa)

TO T1-Y T2-Y
Tempo (T) )

-

Figura 7. Expressdo de TLR2 em baco nos tempos (T) 0, 1 e 2 da infecgdo pela cepa Y
de Trypanosoma cruzi. TO vs T1-Y, p =0,456 ; TO vs T2-Y, p = 0,91. Anova.

A expressdo génica de TLR4 do bago no T1-Y néo diferiu do TO. N&o houve
também diferenca quando o grupo dos animais nao infectados quando comparado com o
T2-Y (figura 8).
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TO T1-Y
Tempo (T
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Figura 8. Expressdo de TLR4 em bago de camundongos infectados pela cepa Y de
Trypanosoma cruzi nos tempos 0, 1 e 2 da infec¢do. TO vs T1-Y, p = 0,07 ; TO vs T2-Y,
p =0,225. Anova.
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A expressao génica de CD64 no baco foi aumentada no T1-Y em relacdo ao TO.
N&o houve diferenca de expressdo deste receptor na comparacdo TO versus T2 (figura
9).

4 N\

p=0,018

CD64/beta-actina
(expressdo relativa)

NSRS e e

TO T1-Y T2-Y
Tempo (T
po (T) )

-

Figura 9. Expressdo de CD64 no bago de camundongo infectado pela cepa Y de

Trypanosoma cruzi nos tempos 0, 1 e 2 da infec¢do. = TO vs T1-Y, p = 0,018 ; TO vs
T2-Y, p =0,118. Anova.

4.2.2. Determinagdo de TLR2, TLR4 e CD64 por Citometria de Fluxo

A expressdo dos marcadores de superficie TLR2, TLR4 e CD64 foram determinadas na
populacdo de macrofagos peritoneais que apresentava CD14+. Os controles isotipicos ndo foram
possiveis de serem utilizados, pois os anticorpos isotipicos de cada marcador apresentaram valores
préximos aos anticorpos usados nos testes (anexo 1). Assim, foi utilizada uma outra estratégia para
verificar a especificidade de cada anticorpo para a populacdo de células estudadas; esta forma de
verificacdo e confirmacdo da marcacdo foi a mesma utilizada por Ghosn e colaboradores (2010),
denominada de “Fluorescence minus one control” (FMO control). O controle FMO contém todos os
fluorocromos, exceto aquele que esta sendo analisado.

As figuras 10, 11, 12 e 13 mostram a padronizacdo dos controles FMO para os marcadores CD14,

TLR2, TLR4 e CD64.
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Figura 10. O dotplot a esquerda mostra o marcador CD14 sem positividade para o canal do FITC (Q6); o
dotplot ao centro mostra 0 marcador CD14 sem expressdo no canal para PE (Q14), o dotplot & direita mostra o

marcador CD14 sem expressdo no canal para APC (Q22).

s a1 [ el Qs N b a1
i 1) 0.60 o1 098 Joo1s 1.2
4
. 0"
» ] 3 94
%’ =
o7 § ’011 .
; 3
w' 1 %'
jan
1 20
“. 2 '.0
— - .
w w w 1w w o ot Wt 1°
CompPEA - TLR4 Comp-PerCP-Cy55A :: COM Cormp-APC-A : CO84

Figura 11. O dotplot a esquerda mostra o marcador TLR2 sem positividade para o canal do PE (Q2); o dotplot
ao centro mostra o marcador TLR2 sem positividade para o canal do PerCP-Cy5.5 (Q6),; o dotplot a direita

mostra o marcador TLR2 sem positividade para o canal do APC (Q10).
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Figura 12. O dotplot a esquerda mostra o marcador TLR4 sem positividade para o canal do FITC (Q2); o
dotplot ao centro mostra 0 marcador TLR4 sem positividade para o canal do PerCP-Cy5.5 (Q14); o dotplot &
direita mostra o marcador TLR4 sem positividade para o canal do APC (Q18).
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Figura 13. O dotplot & esquerda mostra 0 marcador CD64 sem positividade para o canal do FITC(Q10); o dotplot
ao centro mostra 0 marcador CD64 sem positividade para o canal do PE (Q18); o dotplot a direita mostra o
marcador CD64 sem positividade para o canal do PerCP-Cy5.5 (Q22).
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A expressdao da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de macrofagos
peritoneais CD14+ que expressam o receptor TLR2 ndo apresentaram diferenca entre 0 TO e 0 T1-Y,
assim como ndo houve diferenga entre o TO versus T2-Y (figuras 14 e 15).
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CD14+ TLR2+ MFI

T0 T1-Y

Tempo (T)

. J

Figura 14. Expressdo da média de intensidade de fluorescéncia de TLR2 em macrdfagos
peritoneais CD14+ nos tempos 0, 1 e 2 da infecgdo pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO vs
T1-Y,p=0,511;TOvs T2-Y, p = 0,775. Anova.
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Figura 15. Percentagem de macrofagos peritoneais CD14+ que expressam TLR2 nos tempos 0,
1 e 2 da infeccdo cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO vs T1-Y, p = 0,672 ; TO vs T2-Y,
p =0,328. Anova.
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A expressao da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de
macrofagos peritoneais CD14+ que expressam o receptor TLR4 ndo apresentaram
diferenga entre o TO e o T1-Y, assim como ndo houve diferenca entre o TO versus T2-Y
(figuras 16 e 17).
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Figura 16. Expressdo da média de intensidade de fluorescéncia em macr6fagos peritoneais
CD14+ para o receptor TLR4 nos tempos 0, 1 e 2 da infeccdo pela cepa Y de Trypanosoma
cruzi. TOvs T1-Y, p=0,203 ; TO vs T2-Y, p = 0,897. Anova.
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Figura 17. Percentagem de macr6fagos peritoneais CD14+ que expressam TLR4 em
camundongos infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi nos tempos 0, 1 e 2. TO vs
T1-Y,p=0,627; TOvs T2-Y, p=0,777. Anova.
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A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de
macrofagos peritoneais CD14+ que expressam o receptor CD64 ndo apresentaram
diferenga entre o TO e o T1-Y, assim como ndo houve diferenca entre o TO versus T2-Y
(figuras 18 e 19).
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Figura 18. Expressdo da MFI de macrdfagos peritoneais CD14+ para o receptor CD64
nos tempos 0, 1 e 2 da infeccdo pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO vs T1-Y,
p=0,527 ; TOvs T2-Y, p = 0,204. Anova.
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Figura 19. Percentagem de macrdfagos peritoneais CD14+ que expressam CD64 nos tempos 0,
1 e 2 da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. TO vs T1-Y, p = 0,567 ; TO vs T2-Y, p = 0,988. Teste
Anova.
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A expressdo dos marcadores de superficie TLR2, TLR4 e CD64 foram também
determinadas na populacdo de macrofagos peritoneais que apresentava F4/80+ no
momento 2 da infeccdo pela cepa Y, visando comparar a expressao dos marcadores
estudados na populacdo de macrofagos F480+. Dessa maneira, observamos que a
expressdao da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de células
F4/80+ que expressam o receptor TLR2 ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0 T2-Y e o TO (figuras 20 e 21).
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Figura 20. Expressdo da meédia da intensidade de fluorescéncia de TLR2 em macréfagos
peritoniais F4/80+ no tempo 2 da infeccdo pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO vs T2-Y,
p = 0,489, Test t de Student.
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Figura 21. Percentagem de macrdfagos peritoneais F4/80+ que expressam TLR2 no
tempo 2 da infeccdo cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO vs T2-Y, p = 0,824. Teste t de
Student.
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A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem
de células F4/80+ que expressam o receptor TLR4 ndo apresentaram diferenca
significativa entre 0 T2-Y e o TO (figuras 22 e 23)
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Figura 22. Expressdo da média de intensidade de fluorescéncia em macrofagos peritoneais
F4/80+ para o receptor TLR4 no tempo 2 da infecgdo pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. TO
vs T2-Y, p = 0,263. Teste t de Student.
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Figura 23. Percentagem de macréfagos peritoneais CD14+ que expressam TLR4 em
camundongos infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi no tempo 2. TO vs T2-Y,
p = 0,107. Teste t de Student.
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A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem
de células F4/80+ que expressam o receptor CD64 ndo apresentaram diferenca
significativa entre o T2-Y e o TO (figuras 24 e 25).
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Figura 24. Expressdo da MFI de macrdéfagos peritoneais F4/80+ para o receptor CD64 no
tempo 2 da infeccdo pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. MtO vs Mt2-Y, p = 0,951. Teste t de
Student.
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Figura 25. Percentagem de macréfagos peritoneais F4/80+ que expressam CD64 no tempo 2
da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. Mt0 vs Mt2-Y, p = 0,398. Teste t de Student.
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4.3. Expressao de marcadores de superficie para M1 entre as Cepas Y e JLP

4.3.1. Quantificacdo de mRNA para TLR2, TLR4 e CD64

A quantificacdo de mRNA dos receptores em baco foi verificada entre cepas
somente no tempo 2 ou pico da parasitemia. A expressdao de TLR2 no baco dos

camundongos nao diferiu entre as cepas Y e JLP (figura 26).
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Figura 26. Expressdo génica de TLR2 entre as cepas Y e JLP. T2-Y vs T2-JLP, p = 0,08.
Teste t de Student.

A expressdao génica de TLR4 no baco dos camundongos ndo apresentou

diferenca significativa entre as cepas Y e JLP no tempo 2 (figura 27).
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Figura 27. Expressdo génica de TLR4 entre as cepas Y e JLP. T2-Y vs T2-JLP, p = 0,103.
Teste t de Student.



55

A quantificacio do mRNA génica de CD64 no baco dos camundongos néo

apresentou diferenca significativa entre as cepas Y e JLP no tempo 2 (figura 28).
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Figura 28. Expressdo génica de CD4 entre as cepas Y e JLP. T2-Y vs T2-JLP, p = 0,653.

Teste t de Student.
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4.3.2. Determinacdo de TLR2, TLR4 e CD64 por citometria de fluxo em

macrofagos CD14+

A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de
células CD14+ que expressam o receptor TLR2 apresentaram diferenca significativa

entre as cepas Y e JLP no tempo 2 (figuras 29 e 30).
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Figura 29. Expressdo de média de intensidade de fluorescéncia de TLR2 entre as cepas Y e
JLP. . T2-Y vs T2-JLP, p = 0,03. Teste t de Student.
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Figura 30. Percentagem de células que expressam TLR2 entre as cepas Y e JLP.
«T2-Y vs T2-JLP, p = 0,033. Teste t de Student.
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A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de

tempo 2 (figuras 31 e 32).
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Figura 31. Expressdo de média de intensidade de fluorescéncia de TLR4 entre as cepas Y e

JLP. T2-Y vs T2-JLP, p = 0,388. Teste t de Student.
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Figura 32. Percentagem de células que expressam TLR4 entre as cepas Y e JLP. Mt2-Y vs
Mt2-JLP, P = 0,388. Teste t de Student.
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A expressdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e a percentagem de

células CD14+ que expressam o receptor CD64 ndo diferiram entre as cepas Y e JLP no

tempo 2 (figuras 33 e 34).
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Figura 33. Expressao da média de intensidade de fluorescéncia de CD64 entre as cepas Y e
JLP. T2-Y vs T2-JLP, p = 0,247. Teste t de Student.
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Figura 34. Porcentagem de células que expressam CD64 entre as cepas Y e JLP. T2-Y vs T2-
JLP, P =0,540. Teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

Os macréfagos sdo frequentemente citados em mecanismos de eliminagdo do
Trypanosoma cruzi. Estas células possuem capacidade para apresentar perfis distintos,
M1 ou M2, os quais se manifestam durante a interacdo parasita-hospedeiro e pelo
microambiente no qual se encontram os macréfagos***.

O perfil M1 em BALB/c infectados com Trypanosoma cruzi foi pouco expresso,
porém alguns marcadores foram observados. A baixa expressdo destes marcadores do
perfil M1 pode ser devido a linhagem de camundongos utilizados no estudo. As
linhagens de camundongos frequentemente utilizadas como modelo experimental para
infeccdo pelo Tripanosoma cruzi sdo C57BL/6, BALB/c e C3H/He. O C57BL/6
demonstra maior resisténcia a infeccdo®® distintamente da linhagem BALB/c que
apresenta maior suscetibilidade a infeccdo por cepas de baixa viruléncia, demonstrando
ser um bom modelo para o estudo da Doenca de Chagas. A infeccdo desenvolvida
nesses animais é de aspecto grave e evolucdo rapida; enquanto que a infeccdo
desenvolvida pela linhagem C57BI/6 necessita de nova estimulacdo/desafio para
avaliacdo posterior®’.

Camundongos BALB/c infectados com T. congolense evoluem para ébito em
um periodo de oito dias de infecgdo, enquanto os camundongos C56BL/6 mostram
resisténcia ao parasita e a sobrevida se estende por um periodo de cinco meses, sendo
possivel detectar tripomastigotas no sangue. Na infeccdo por T. congolense é possivel
detectar precocemente o perfil Thl, com producdo de IFN-gama e TNF-a, sugerindo a
presenca de macréfagos M1 neste momento. Ja em estagios tardios da infeccdo ocorre
producdo de citocinas de perfil Th2, como IL-4, IL-10 e IL-13 observada em cultura de
células de linfonodos, células esplénicas e cultura de mondcitos de sangue periférico.
Assim, os camundongos BALB/c séo suscetiveis ao T. congolense e capazes de montar
uma resposta inflamatéria e perfil Thl frente aos estimulos do T. congolense. Além
disso, durante o processo infeccioso, 0os macréfagos do baco do BALB/c secretam
menor quantidade de nitrito em relacdo ao camundongo C57BI/6. Essa diminuicdo da
producdo de déxido nitrico pode contribuir para a persisténcia do processo infeccioso,
reforgando a caracteristica de suscetibilidade dos camundongos BALB/c frente a este
agente infeccioso®®, fazendo com que estes animais sejam utilizados com mais
frequéncia para os estudos que contemplam infeccdes graves. Assim, é possivel que 0s

camundongos BALB/c infectados com T.cruzi apresentem em alguns momentos o perfil
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M1 transitério ou com presenca de perfil M1 em curto periodo ou perfil misto de
macrdéfagos M1 e M2 com maior frequéncia.

Outro ponto que deve ser considerado € a carga de parasitas ou indculo inicial
utilizado na infeccdo. O inéculo utilizado para a infeccdo em nosso estudo foi 1x10*
trypomastigotas por mL, tanto para a cepa Y (pico de parasitemia de 7 dias) como para
a JLP (pico de 15 dias). A carga parasitaria escolhida dependeu da capacidade de
estimulacdo do parasita para propiciar a expressao de receptores TLR2, TLR4 e CD64
na populacdo de macrofagos CD 14. A parasitemia pos 3 dias de infeccdo foi de 3a 4
x10” tripomastigotas, quantidade superior aos achados de outros estudos, garantindo que
0s animais desenvolvessem uma infec¢do aguda e grave.

A sobrevida destes animais foi entre 15 a 18 dias, reforgando a suscetibilidade
do BALB/c a infeccédo e sua capacidade de desenvolver uma resposta aguda e precoce.
Entretanto, apds este periodo os animais sucumbiam a doenca, o0 que impossibilitava a
avaliacdo. Outros trabalhos utilizando camundongos de mesma linhagem tém descrito
sobrevida de 30 dias com inéculo de infeccdo de 1x10°® trypomastigotas da cepa Y>*2.
A sobrevida dos animais depende do indculo, suscetibilidade do hospedeiro e tipo de
cepa.

O papel da resposta imune inata no combate ao Trypanosoma cruzi inclui
mecanismos relacionados a deteccdo e destruicdo do parasita por macrdfagos e células
dendriticas. A ativacdo destas células é fundamental para a destruicdo do parasita
devido a sua capacidade de producdo de metabolitos do oxigénio, nitrogénio e citocinas.
Estas células constituem uma ponte entre a resposta imune inata e a resposta imune
adaptativa. As citocinas e seus receptores fazem com que esses tipos celulares tenham
papel na apresentacdo de antigenos para posterior ativacdo da resposta imune
adaptativa™.

De acordo com Wang et al. (2013), os macréfagos de origem tecidual ou
peritoniais apresentam maior plasticidade, respondendo melhor ao estimulo pro-
inflamatorio produzido pela presenga das formas tripomastigotas e seus antigenos no
camundongo (Este relato nos estimulou a utilizar macréfagos peritoniais no presente
trabalho). Wang et al. (2013) ao comparar o nivel de producdo de citocinas por
macrofagos peritoniais, bago e medula 6ssea demonstraram que a medula 6ssea produz
maiores niveis de 1L-10 e TGF-beta em relacdo aos peritoniais e de baco; este, por sua
vez, produz niveis mais elevados de citocinas pré-inflamatéria, como IL-6, I1L-12 e

TNF-a em relagdo aos macrdfagos peritoniais e medula 6ssea. Por esta razdo utilizamos
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células de baco para detectar a expressao de marcador de superficie de perfil M1 por
PCR em tempo real e macréfagos peritoneais para a determinacdo de moléculas de
superficie por citometria de fluxo.

Os macrofagos sdo as celulas mais frequentemente encontradas na cavidade
peritoneal. Esta fonte celular é frequentemente utilizada em experimentos que
contemplam aspectos imunoldgicos voltados para a resposta de macrofagos. Um ponto
favoravel para o uso de macrdfagos desta cavidade é diminuir as etapas dos processos
de purificacdo de subpopulacdes celulares, visto que a cavidade peritoneal possui em
sua grande maioria macrdfagos e linfocitos. Os macrofagos peritoneais estudados nos
modelos experimentais de T.cruzi sdo a populacdo de macréfagos F4/80%, porém
existem poucas abordagens sobre os macr6fagos CD14+ de peritdnio nas infecces por
Trypanosoma. Os macréfagos CD14+ sdo estudados em infecgbes por Listeria
monocytogene;, esta molécula trabalha com TLR2 para o controle da infeccdo por L.
monocytogenes™ ; assim, a analise destes macréfagos obtidos da cavidade peritoneal
para avaliacdo de macréfagos CD14+ constitui um procedimento bastante interessante a
ser adotado. Os macrofagos peritoneais foram utilizados para avaliar os marcadores de
superficie TLR2, TLR4 e CD64, apesar de produzirem menor quantidade de citocinas
pro e antiflamatorias, quando comparados com a medula 6ssea e bago. Por este motivo,
estes macrofagos ndo foram alvo para a avaliacdo dos niveis de citocinas. Entretanto, o
peritonio e seus macrdfagos sdo fontes acessiveis para a obtencdo de macrdfagos e Util
na avaliacdo da expressdo dos marcadores de superficie do perfil M1 por citometria de
fluxo™.

Entre os diferentes marcadores de superficie de macréfagos estudados, énfase
especial tem sido dada aos TLRs. Os camundongos apresentam 11 tipos de TLRs, 0s
quais sdo expressos em diversas situacdes de infec¢do ou inflamacdo. Ainda em relagédo
aos marcadores de superficie utilizados, € aceito que os TLRs possuem diferentes
agonistas oriundos de patogenos, como LPS, peptidoglicanos, aglcares conjugados a
proteinas, etc. In vitro foi encontrado que certos TLRs podem agir sinergicamente em
resposta aos estimulos infecciosos. Em relagdo ao T. cruzi, foram encontrados diferentes
componentes do parasita capazes de ativar os TLRs em células dendriticas e
macrofagos. As moléculas de GPI ancoradas com glicoproteinas semelhantes a mucinas,
presentes da membrana (tGPI) do T. cruzi, iniciam a resposta inflamatoria através da
ativacdo de TLR2, bem como o glicoinositolfosfolipidio (GIPL) isolado de formas

epimastigotas (ndo infectante) de T.cruzi'®. Tarleton (2007) menciona em seu trabalho
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que o GIPL das formas epimastigota interage com TLR4, o que poderia reforcar o fato
de ndo ter ocorrido uma expressao significativa deste marcador, visto que a forma
utilizada no estudo foi a tripomastigota, e ndo a epimastigota.

Um estudo utilizando células de ovario de hamster e abordando quantificacéo da
expressao de TLR2 e CD14 revelaram que a GPI derivada de T.cruzi induz ativacao de
NF-kB, utilizando a via do TLR2. Esta inducdo de TLR2 estd relacionada com a
proteina Tc52 liberada pelo T.cruzi. Outros achados confirmam o papel fundamental do
TLR2 frente aos antigenos do T.cruzi, macrofagos deficientes de TLR2 ndo séo
estimulados apds desafio com as moléculas de GPI do T.cruzi, embora haja ativacdo de
TLR2 contra as GPIs de outros parasitas, sugerindo que os TLR2 interagem
especificamente com componentes da GPI do T.cruzi, e ndo de outros parasitas. Assim,
camundongos "knockout" para TLR2 e TLR9 em outros estudos mostraram maior
suscetibilidade a infeccdo pelo T.cruzi com parasitemia aumentada. Por outro lado, em
células deficientes de TLR4 houve producdo normal de citocinas pro-inflamatéria e NO.
Estes achados sugerem que o TLR4 néo participa com muita efetividade na eliminacao
deste parasita>.

De acordo com Janot et al. (2008), 0 marcador CD14 age juntamente com TLR2
para aumentar a eficiéncia da resposta imune contra Listeria, bactéria intracelular. Neste
estudo, foi discutido que macrofagos deficiente em CD14 tem uma reducdo na resposta
pro-inflamatéria e reducdo na producdo de 6xido nitrico e camundongos deficiente para
CD14 exibem resisténcia diminuida a infeccdo por Listeria, semelhantemente para
animais deficientes apenas para TLR2 ou para TLR2 e TLR4. Este fato ilustra a
importancia do CD14 na eliminacdo de patdgenos intracelulares, como ocorre na
Doenca de Chagas. Por este motivo, o marcador CD14 foi escolhido como marcador de
macrofagos para este estudo. A utilizacdo do CD14 é feita frequentemente para
avaliacdes de mondcitos de sangue periférico, porém os macrofagos peritoneais podem
ser alvos para avaliar a atividade de CD14, apesar do marcador F4/80 ser o mais
utilizado para mapear macréfagos em periténio.

No presente trabalho, encontramos aumento da média de intensidade de
fluorescéncia e porcentagem de TLR2 em camundongos infectados pela cepa JLP no
tempo 2 (T2) da infeccdo. A cepa JLP induziu maior expressdo de TLR2 quando
comparado a cepa Y; isto possivelmente deve ter ocorrido devido a melhor condigéo
imunoldgica e menor viruléncia da cepa. A cepa Y é capaz de induzir supressdo e

propiciar diminuigdo de varios receptores e possivelmente dos TLRs.
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A avaliacdo de perfil M1 em infeccdo por T.cruzi utilizando os receptores
elencados neste estudo ndo foi capaz de detectar o perfil proposto. Possivelmente o
perfil M1 se expressa somente nos primeiros dias de infecgdo, ou seja, entre o tempo
pos-inoculacdo e o periodo de 48 horas. Este periodo de 48 horas ndo foi avaliado, e o
perfil M1 ndo foi detectado no 3° e 5° dia de infecgéo pela cepa Y. Estes tempos foram
escolhidos conforme a pico de parasitemia de 7 dias que correspondiam aos momentos
precoces da infeccdo e que antecediam o pico da parasitemia - mesmo assim nao
detectamos o perfil M1.

Outros aspectos, além da cepa, indculo, modelo e periodo de avaliagdo devem
ser considerados na quantificacdo deste perfil. Um deles é a utilizacdo de ferramentas
analiticas capazes de mensurar a expressdo dos receptores associados a M1 e suas
citocinas. A determinacdo do perfil também pode sofrer interferéncia da ferramenta de
analise. A PCR em tempo real foi capaz de medir aumento de expressdo para CD64 no
T1 da cepa Y, momento precoce da infeccéo e possivelmente com grande quantidade de
antigenos e parasitas circulantes. Tamoutonour et al (2012) sugerem que o CD64 é (til
para a distingdo de populacdes de macréfagos em reacdo a populacdo de células
dendriticas, demonstrado tanto no intestino de camundongos como de humanos. O
CD64 tem sido utilizado no diagndstico diferencial de sepse de origem bacteriana e
revelado sua importancia na ativagdo de macrofagos e formacdo de "trapping” para
larvas de helmintos®®. A importancia deste receptor tem sido descrita em pacientes com
maléria e quantidades elevadas de imunocomplexos. A razdo da expressdo de CD64/
Fc-gama-RIIB (inibitorio) e Fc-gama-111A (estimunlatorio) / Fc-gama-RIIB (inibitorio)
influencia a magnitude de citocinas produzidas por mondcitos ativados por
imunocomplexos e consequentemente, os niveis de producdo de IgG durante o estagio
precoce da maldria, sugerindo que o CD64 tenha papel importante na ativacdo da
resposta imune inata e patogénese da maléria®’. Em relaco a sepse, Groselj-Grenc et al.
(2008) encontraram em seu estudo uma alta expressdo de CD64 em neutrofilos de
pacientes com sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) e sepse em relagdo
aos neutrdfilos de pacientes que apresentavam apenas SIRS, reforcando a importancia
do CD64 nos processos infecciosos e inflamatorios.

Os marcadores e metodologias escolhidas ndo permitiram caracterizar de forma
clara a presenca de macrofagos M1 na fase aguda da infeccdo experimental por T.cruzi.
Entretanto, os dados observados sugerem que este perfil parece ocorrer de maneira

mista com o perfil M2 durante o processo infeccioso.
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6. CONCLUSAO

Os marcadores de superficie associados aos macrofagos do perfil M1 sdo pouco
expressos ou podem apresentar uma expressao transitéria na fase aguda da DC
experimental. Em relacdo aos marcadores de superficie, a molécula CD64 foi o melhor
marcador de M1 avaliado por PCR em tempo real, enquanto que o TLR2 foi o melhor
marcador do perfil M1 avaliado por citometria de fluxo. Assim, ha diferengas entre
ferramentas para avaliacdo de perfil M1. O tipo de ferramenta de quantificacdo deve ser
dirigida para o tipo de marcador avaliado. A PCR em tempo real é capaz de detectar
moléculas e substancias de baixa intensidade de expressdo ou quantidade e a citometria

detecta moléculas de superficie com expressdo de média a elevada intensidade.
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Padronizagdo dos marcadores CD14, TLR2, TLR4 e seus respectivos

controles isotipos

As figuras 35, 36, 37 e 38 mostram a padronizacdo para os marcadores CD14,

TLR2, TLR4 e CD64 respectivamente, mostrando a sobreposi¢éo de fluorescéncia com

0 respectivo controle isotipo.
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Figura 35. A curva com tragado em cor preta e vermelha (histograma a esquerda) representam

respectivamente o controle auto-florescente (auséncia de anticorpo anti-CD14) e o controle isotipo do

marcador CD14; as curvas com tragados nas cores verde, laranja e azul ( histograma a direita)

representam a sobreposicdo das amostras com o controle isotipo.
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Figura 36. A curva com tracado em cor preta e vermeha (histograma a esquerda) representam

respectivamente o controle auto-florescente (auséncia de anticorpo anti-TLR2) e o controle isotipo do

marcador TLR2; as curvas com tracados nas cores verde, laranja e azul (histograma a direita) representam

a sobreposi¢éo das amostras com o controle isotipo.
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Figura 37. A curva com tracado em cor preta e vermelha(histograma a esquerda) representam

respectivamente o controle auto-florescente (auséncia de anticporpo anti-TLR4) e o controle isotipo do

marcador TLR4; as curvas com tracados nas cores verde, laranja e azul (histograma a direita) representam
a sobreposi¢éo das amostras com o controle isotipo.
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Figura 38. A curva com tracado em cor preta e vermeha (histograma a esquerda) representam

respectivamente o controle auto-florescente (auséncia de anticorpo anti-CD64) e o controle isotipo do

marcador CD64; as curvas com tragados nas cores verde, laranja e azul (histograma a direita) representam
a sobreposi¢do das amostras com o controle isotipo.
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