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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Maria Isabel Lovo Martins Busch Pereira

Durante a infeccdo por Trypanosoma cruzi a resposta imunologica é importante para o
controle do parasitismo e sobrevida do hospedeiro. Contudo, o parasito apresenta
mecanismos de evasdo que garantem sua persisténcia e o desenvolvimento da fase crbnica
da infeccdo. As vesiculas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y) participam da comunicacdo
intercelular ao carrearem moléculas funcionais que sinalizam para células do hospedeiro
podendo modular a resposta imunoldgica a favor do parasito. A suplementacdo de dietas com
acidos graxos poli-insaturados (PUFASs) n-3 tem sido associada com reducéo da inflamacéo
e modulagdo da resisténcia as infecgbes. Nosso grupo mostrou recentemente que a
suplementacéo oral com 6leo de peixe € benéfica para o hospedeiro durante a fase aguda da
infeccdo por T. cruzi. O objetivo da tese foi avaliar os efeitos imunopatoldgicos das EVs Y,
assim como a sua associagao a acao imunomoduladora dos PUFAs na patogénese da doenga
de Chagas experimental. Camundongos C57BL/6 que receberam o in6culo de EV Y
previamente a infeccdo por T. cruzi apresentaram maior parasitemia, maior parasitismo
cardiaco, diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) plasmatico e daquele produzido por
células esplénicas. As EVs Y também modularam a producao de citocinas pré-inflamatérias,
com reducdo do TNF-a plasmatico e menor produgdo de TNF-a e de IL-6 por células
esplénicas obtidas de animais infectados. Em ensaios in vitro utilizando macréfagos, o
estimulo com EVs Y previamente a infeccdo por T. cruzi aumentou a internalizacdo de
amastigotas assim como a liberagéo de formas tripomastigotas. Neste mesmo cenario, as EVs
Y induziram a formacao de corpos lipidicos e a producédo de prostaglandina E; em macrofagos,
mesmo na auséncia do T. cruzi, e diminuiram a produc¢éo de NO frente ao estimulo com LPS.
A suplementacao oral dos animais com 6leo de milho (CO) ou 6leo de peixe (FO) impediu o
aumento da parasitemia em animais previamente tratados com EVs Y. Além disso, a
estimulacdo com EVs Y ndo reduziu a producdo de NO pelos esplenécitos dos animais
suplementados com FO, indicando que a ingestédo de FO rico em PUFAs n-3 impede os efeitos
moduladores das EVs Y sobre a resposta dos animais a infecg&o. In vitro, o tratamento de
macrofagos com &cido araquiddnico associado as EVs Y aumentou a internalizagéo de
parasitos nessas células, enquanto o tratamento com acido eicosapentaendico associado as
EVs Y diminuiu a internalizacdo de parasitos. Macréfagos tratados com acido linoleico ou
oleico tiveram maior liberacdo de tripomastigotas, que foi potencializada pela associagcédo
desses acidos graxos com EVs Y. Ja nos macrofagos tratados com acidos araquidénico,
eicosapentaendico ou docosahexaenoico nao houve liberacdo de tripomastigotas, mesmo
quando associados as EVs Y. Esses resultados sugerem que as EVs Y modulam a resposta
do hospedeiro a favor do parasito enquanto os PUFAs n-3 interferem na modulacéo exercida
pelas EVs Y.

Palavras-chave: imunomodulacdo; Trypanosoma cruzi; vesiculas extracelulares; acidos
graxos poli-insaturados n-3; camundongo
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polyunsaturated fatty acids in the modulation of experimental infection

ABSTRACT
PhD THESIS
Maria Isabel Lovo Martins Busch Pereira

During the infection by Trypanosoma cruzi the immune response is important for the for the
control of parasitism and host survival. However, the parasite presents evasion mechanisms
that work in favor of its chronic persistence. T. cruzi extracellular vesicles (EVs Y) has a role
in intracellular communication by carrying functional molecules that signal to host cells and
can modulate the immune response in favor of the parasite. The supplementation of diet with
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) n-3 has been associated with reduced inflammation and
modulation of resistance to infections. Recently we showed that fish oil supplementation
benefits the host during the acute phase of T. cruzi infection. Therefore, the objective of this
work was to evaluate the immunopathological effects of EVs Y, as well as its association with
the immunomodulatory action of PUFAs in the pathogenesis of experimental Chagas' disease.
C57BL/6 mice that received the inoculum of EV Y prior to T. cruzi infection showed higher
parasitemia, greater cardiac parasitism, decreased levels of plasma nitric oxide (NO) and that
produced by splenic cells. The EVs Y also modulated the production of pro-inflammatory
cytokines, with reduction of plasma TNF-a and lower production of TNF-a and IL-6 by spleen
cells from infected animals. In vitro assays using macrophages, the stimulation with EVs Y
prior to T. cruzi infection increased the parasites internalization rate as well as the release of
trypomastigote forms by these cells. In this same scenario, EVs Y induced lipid bodies
formation and prostaglandin E; release in macrophages even in the absence of T. cruzi
infection and decreased NO production by LPS-stimulated macrophages. Oral
supplementation of animals with corn oil (CO) or fish oil (FO) prevented the increase of
parasitemia in animals pre-treated with EVs Y. In addition, stimulation with EVs Y did not
abrogate NO production by splenocytes from animals supplemented with FO, indicating that
ingestion of FO rich in n-3 PUFAs hinders the modulatory effects of EVs Y upon the response
of animals to infection. In vitro, the treatment of macrophages with arachidonic acid associated
with EVs Y increased the internalization of parasites in these cells, while the treatment with
eicosapentaenoic acid associated with EVs Y decreased the internalization of parasites.
Macrophages treated with linoleic or oleic acid had greater release of trypomastigotes, which
was potentiated by the association of these fatty acids with EVs Y. In macrophages treated
with arachidonic, eicosapentaenoic or docosahexaenoic acids there was no release of
trypomastigotes, even when associated with EVs Y. These results suggest that EVs Y
modulate the host response in favor of the parasite, while n-3 PUFAs interfere with the
modulation exerted by EVs Y.

Keywords: immunomodulation;  Trypanosoma cruzi; Extracellular vesicles; n-3
polyunsaturated fatty acids; mouse
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1. INTRODUCAO

1.1. Trypanosoma cruzi E DOENGA DE CHAGAS

Ha mais de cem anos, em 1909, o médico epidemiologista Carlos Chagas
publicou um trabalho onde descrevia de forma completa e muito elegante a ocorréncia
de uma nova tripanossomiase humana. Nesse trabalho pioneiro foi descrito ndo s6 o
agente etiolégico causador dessa enfermidade, o Trypanosoma cruzi, mas também
suas formas evolutivas, ciclo de vida, manifestacfes clinicas da doenca e a
epidemiologia (Chagas, 1909). Em homenagem ao seu mentor, Oswaldo Cruz, Carlos
Chagas nomeou 0 novo parasito como Trypanosoma cruzi. E, em sua homenagem,
essa nova tripanossomiase passou a ser denominada como doenca de Chagas — que
também é conhecida como tripanossomiase americana (Fernandes e Andrews, 2012).

Decorrido mais de um século apds essa descoberta, estima-se que
atualmente a doenca de Chagas ainda atinja cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em
todo o mundo, principalmente na América Latina, podendo causar incapacitacao dos
individuos acometidos e mais de 10 mil mortes por ano (WHO, 2017). Como a maior
parte das pessoas infectadas € de classe social baixa, e considerando as poucas
politicas publicas de prevencéo e tratamento, assim como o desinteresse da industria
farmacéutica, a doenca de Chagas permanece sendo considerada pela Organizagao
Mundial da Saude como uma doenca tropical negligenciada (WHO, 2012).

Apesar da infeccdo por T. cruzi ser caracteristica dos paises da América
Latina, paises ndo endémicos também tém apresentado registros de novos casos de
infeccdo. Essa transmissao se deve a intensa imigracdo de pessoas infectadas de
areas endémicas para paises ndo endémicos para a doenca de Chagas. Nesse
cenario, a transmissao ocorre principalmente por via congénita, transfusdes
sanguineas ou transplantes de 6rgaos (Andrade et al., 2014). Estima-se que em torno
de 238 mil pessoas infectadas por T. cruzi vivam atualmente nos Estados Unidos.
Contudo, considerando que esse estudo ndo abrangeu imigrantes ilegais, esse
namero pode estar deixando de contabilizar em torno de 100 mil casos (Manne-
Goehler et al., 2016). Na Europa, estima-se que existam entre 59 mil a 108 mil casos
de doenca de Chagas, principalmente na Espanha e Italia. Embora a maior parte dos
casos documentados sejam de pacientes cronicos, alguns casos agudos foram

registrados. Em virtude disso, esses paises mesmo sendo ndo endémicos para a



doenca de Chagas passaram a adotar testes para infecgéo por T. cruzi em bancos de
sangue (Angheben et al., 2011).

A historia da doenca de Chagas na América Latina remonta a mais de 9000
anos atras, uma vez que DNA do T. cruzi foi descoberto em mamias do norte do Chile
e sul do Peru (Aufderheide et al., 2004). Embora a infec¢cdo por T. cruzi ocorresse
principalmente na natureza entre triatomineos e mamiferos, caracterizando o ciclo
silvestre da infec¢do, a ocupacdo do ambiente silvestre pelo homem, principalmente
em casas muito simples onde o inseto vetor consegue se alojar, transformou a doenca
em endémica em algumas regides. Além disso, o contato com animais silvestres
infectados, tais como ratos, camundongos, morcegos e gambas aproximaram a
doenca dos humanos. Dessa forma, 0 homem e os animais domésticos passaram a
constituir o ciclo doméstico e peridomiciliar do parasito (Forattini, 1980; Teixeira et al.,
2001; Coura e Dias, 2009).

O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da
doenca de Chagas, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
(Chagas, 1909; Rassi et al., 2012). O ciclo de vida do parasito T. cruzi é do tipo
heteroxénico, alternando entre o hospedeiro vertebrado e o hospedeiro invertebrado
(inseto vetor). No hospedeiro vertebrado o T. cruzi desenvolve uma fase de
multiplicacéo intracelular, enquanto que no hospedeiro invertebrado a multiplicacdo é
extracelular (revisado por Tyler e Engman 2001).

Conhecido popularmente como barbeiro, o hospedeiro invertebrado
pertence a classe Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, géneros
Triatoma spp., Panstrogylus spp., e Rhodnius spp. As principais espécies
transmissoras de T. cruzi no Brasil sdo Triatoma infestans, Triatoma sordida e
Panstrogylus megistus (De Souza, 1984; Toledo et al., 1997).

Desde 1960 programas governamentais foram implantados com o objetivo
de erradicar o inseto vetor. Em 1991 surgiu a Iniciativa do Cone Sul, uma unido dos
governos do Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru que tinha por
objetivo erradicar o principal vetor da doenca de Chagas, o Triatoma infestans;
melhorar as condi¢des de habitacdo e realizar a triagem de bolsas de sangue. Como
resultado o Brasil recebeu em 2006 o Certificado Internacional de Eliminacdo da
Transmissdo da doenca de Chagas (Hotez, 2011). Aléem disso, em 2008, a
transmissao vetorial também foi interrompida no Chile e Uruguai (Schofield e Dias,
1999; Massad, 2008).



Contudo, apesar dos esforgcos para eliminacdo do vetor, ndo houve
posteriormente uma eficiente vigilancia e prevencédo. Como resultado, em areas antes
consideradas livres de insetos triatomineos agora é possivel encontrar insetos vetores
parasitados. Nos ultimos anos novos casos de doenca de Chagas aguda tém sido
relatados. No Brasil, a infecgdo oral por T. cruzi € atualmente a transmissdo mais
comum, associada ao consumo de acai, fruto da palmeira ou caldo de cana
contaminado (Andrade et al., 2014).

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta diferentes formas que séo
classificadas de acordo com a forma geral da célula, a posi¢cdo do cinetoplasto em
relacdo ao nucleo e o local de emergéncia do flagelo a partir da bolsa flagelar (De
Souza, 1984). Séo descritas quatro formas bem definidas: epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas sanguineos. As formas
epimastigotas apresentam flagelo e cinetoplasto localizados anteriormente ao nucleo,
e estdo presentes apenas no tubo digestivo do vetor e em meio de cultivo axénico. As
formas tripomastigotas possuem flagelo e cinetoplasto localizados posteriormente ao
nacleo, sendo essas as formas infectantes presentes no sangue do hospedeiro
vertebrado e em culturas de células, enquanto as formas tripomastigotas metaciclicos
constituem as formas infectantes liberadas pelo inseto vetor. As formas amastigotas
constituem as formas proliferativas no interior de células do hospedeiro vertebrado ou
em cultura de células, com pequeno flagelo (Brener, 1973; Tyler e Engman, 2001).

Considerando as variacdes existentes em relacdo a gravidade das
infeccbes por T. cruzi diversas classificaces filogenéticas foram propostas (Momen,
1999; Zingales et al., 2009) baseadas em marcadores enzimaticos e no DNA presente
no cinetoplasto (Devera et al., 2003). Foram descritas, a principio, duas linhagens
genéticas principais denominadas T. cruzi | e T. cruzi ll, geneticamente heterogéneas
(Recommendations from a satellite meeting, 1999; Fernandes et al., 1999). Contudo,
para padronizar a classificacdo das cepas e faciltar a comunicacdo entre
pesquisadores que trabalham com T. cruzi foi proposto, em 2009, durante o Xl
Congresso Internacional de Protistologia, XXV Encontro Anual da Sociedade
Brasileira de Protozoologia e XXXVI Encontro Anual em Pesquisa Basica em Doenca
de Chagas, a classificacédo das cepas de T. cruzi em seis diferentes DTUs (“Discrete
typing units”), sendo elas identificadas por nimeros romanos (DTU | a VI) (Zingales et
al., 2009; Zingales et al., 2012). As DTUs sao definidas como “o conjunto de

caracteristicas que sédo geneticamente mais relacionadas umas com as outras do que



com qualquer outro conjunto de caracteristicas e que sao identificaveis por
marcadores genéticos, moleculares ou imunologicos comuns” (Tibayrenc, 1998).

Dentre as cepas relacionadas com a infeccdo em humanos podemos
destacar as cepas Colombiana e Sylvio X10C11, que séo pertencentes ao DTU I; a
cepa Y, pertencente ao DTU II; e a cepa Tulahuen, pertencente ao DTU VI. Entre as
cepas envolvidas com o ciclo silvestre do parasito pertencem ao DTU | as cepas
Dm28c, G e YuYu; e ao DTU VI a cepa CL, assim como seu clone CL Brener (Zingales
et al., 2009).

O ciclo biologico de T. cruzi tem inicio quando o vetor triatomineo ingere
formas tripomastigotas durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
infectado (figura 1.1). No estbmago do inseto vetor ocorre a transformacdo dessas
formas tripomastigotas em epimastigotas. As epimastigotas aderem a superficie
epitelial do intestino do inseto e se replicam por fissdo binaria. Os epimastigotas
migram entdo para a porc¢ao final do intestino do inseto, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos. Durante o repasto sanguineo, 0s tripomastigotas
metaciclicos séo liberados juntamente com as fezes e urina do inseto vetor na pele do
hospedeiro vertebrado (revisado por Rassi et al., 2010; Bern, 2011). A saliva do inseto
contém substancias que desencadeiam resposta inflamatéria no local da picada
provocando sensacao de prurido. Ao cocar a regido da picada o parasito pode ser
levado até a lesdo na pele ou a mucosas (como a mucosa ocular), permitindo que o
T. cruzi transpasse a barreira epitelial e inicie a infeccdo do hospedeiro vertebrado
(Souza, 2000).

No hospedeiro vertebrado os tripomastigotas metaciclicos infectam,
inicialmente, as células proximas ao local de inoculacdo, sendo infectadas tanto
células fagociticas como ndo fagociticas. Posteriormente, apos a replicagdo do
parasito, as formas tripomastigotas - e até mesmo formas amastigotas - se
disseminam pelo restante do organismo através da circulacdo sanguinea, infectam
novas células, tornando a infeccao sistémica (Kahn et al., 1996; Monteon et al., 1996).

Uma vez no fagolisossomo o parasito consegue evadir da digestao celular
em pH acido pela secrecéo da proteina formadora de poros denominada Tc-Tox para
o citoplasma da célula, onde se transforma em amastigota, sendo essa a forma
replicativa intracelular do parasito (Andrews et al., 1990). Inicia-se assim o ciclo de
divisao intracelular, onde as formas amastigotas multiplicam-se por fisséo binaria com
um tempo de duplicacdo de aproximadamente 12 horas e duracdo de 4 a 5 dias,

diferenciando-se em tripomastigotas. Ao final desse processo, as formas
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tripomastigotas rompem a célula e sado liberados para o tecido adjacente e corrente
sanguinea, completando o ciclo evolutivo do parasito através da infec¢cdo de novas
células (Dvorak e Hyde, 1973). A lise prematura de algumas células libera formas
amastigotas que também séo capazes de invadir fagocitos e sobreviver a fagocitose,
contribuindo dessa forma para a sustentacao do ciclo de vida do parasito (Ley et al.,
1988; Mortara et al., 2005; Mortara et al., 2008).

Figura 1.1: Transmisséo e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. A penetracao por formas
tripomastigotas no hospedeiro vertebrado pode ocasionar a formacéo de sinais de porta de
entrada, como o sinal de Romafia na mucosa ocular ou Chagoma de inoculagéo na pele. Ao
infectar as células, os tripomastigotas escapam do vacuolo parasitéforo para citoplasma da
célula, onde se diferenciam em formas amastigotas e iniciam a replicacdo por fissédo binaria.
Ap0Gs varios ciclos de replicacdo, quando a célula esta repleta de formas amastigotas, estas
se transformam novamente em tripomastigotas, rompem a membrana celular podendo invadir
tecidos adjacentes e se disseminar para outros tecidos do hospedeiro via sistema linfatico e
sanguineo, onde irdo realizar novos ciclos de multiplicagéo intracelular.
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A progresséo da doenca de Chagas caracteriza-se pela existéncia de trés
fases: aguda, indeterminada e cronica. Na fase aguda é possivel encontrar
parasitemia associada a sintomas inespecificos, como febre, mal-estar,

hepatoesplenomegalia e linfocitose atipica, embora alguns pacientes possam passar



sem sintomas clinicos. ApGs a fase aguda, a resposta imunoldgica do hospedeiro
consegue manter a carga parasitaria controlada sem que haja, no entanto, completa
eliminacdo dos parasitos (Bern, 2015). A maior parte dos pacientes nessa fase
permanecem assintomaticos, caracterizando a fase indeterminada da doencga. Cerca
de 20% a 30% dos pacientes evoluem para a fase cronica da doenca e passam a
manifestar, décadas ap0s a infeccéo, cardiomiopatia chagéasica, levando a quadros
de arritmias, tromboembolismo e faléncia cardiaca. Outros 15% a 20% desenvolvem
sequelas digestivas, como mega-célon e mega-eséfago (Rassi et al., 2010).

Existem dois farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas. O benzonidazol (Rochagan®, Roche Pharmaceutical, cuja patente foi doada
ao Ministério da Saude, Brasil), um derivado de nitroimidazol, & considerado o farmaco
de primeira escolha, apesar de ocasionar graves efeitos colaterais. Outro farmaco
disponivel, o Nifurtimox (Lampit®, Bayer Healthcare), da classe das nitrofurantoina,
tém sua eficacia menos evidente em relacdo ao benzonidazol e também apresenta
sérios efeitos colaterais. Ambas as drogas apresentam maior eficiéncia quando
administradas durante a fase aguda da doenca de Chagas (Bern et al., 2007).
Justamente em fungdo dos sintomas de fase aguda serem inespecificos, a grande
maioria das infec¢cdes ndo € diagnosticada durante este periodo. Nos surtos de
transmissao oral relatados nos ultimos anos, a intensidade dos sintomas permitiu o
diagnostico desses pacientes ainda no inicio da infecgdo. Nesses casos de infeccao
oral observou-se maior incidéncia de miocardite e mortalidade na fase aguda da
infeccdo em comparag¢do com o que ocorre em casos de transmissao vetorial (Bern et
al., 2011; Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012).

A sobrevivéncia durante a fase aguda da infeccdo requer uma resposta
inflamatéria envolvendo células da imunidade inata, como macrofagos, células
dendriticas e natural killers enquanto na fase crbénica a imunidade adquirida, mediada
por linfécitos T, mantem a replicacéo do parasito sob controle (Machado et al., 2012).
Contudo, evidéncias sugerem que a resposta inflamatoria exacerbada do hospedeiro
€ um dos fatores mais determinantes da progressdao da doenca de Chagas,
juntamente com a viruléncia e tropismo da cepa (Marin-Neto et al., 2007; Dutra et al.,
2014). Embora a patogénese da cardiomiopatia chagasica ainda nao seja
completamente conhecida, existe um consenso de que a persisténcia do parasito é
essencial para a doenga, o que leva a necessidade urgente de novos tratamentos
tripanocidas que tenham alta eficacia na fase crbénica da doenca (Marin-Neto et al.,

2007; Rassi et al., 2010). Também a presenca de auto-anticorpos em pacientes com
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cardiomiopatia chagasica apontam uma possivel participacdo de autoimunidade na
patogénese da doenca de Chagas, embora os mecanismos dessa patogénese ainda
sejam desconhecidos (Bonney e Engman, 2015).

A eficicia do benzonizadol durante a fase crénica da doenca de Chagas foi
avaliada no projeto denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis). Esse estudo prospectivo, multicéntrico e randomizado envolveu
2854 pacientes com cardiomiopatia chagasica estabelecida que receberam
benzonidazol ou placebo por pelo menos 80 dias e posteriormente foram
acompanhados durante 5 anos, periodo onde foi avaliado tanto a carga parasitéria
como a evolucao clinica dos pacientes. A terapia com benzonidazol nesses pacientes
cronicos reduziu de forma significativa a detec¢éo de T. cruzi no sangue (avaliado por
PCR), contudo, ndo foi capaz de reduzir significativamente a deterioracdo cardiaca
clinica avaliada durante os 5 anos de acompanhamento do estudo (Morillo et al.,
2015).

A grande maioria dos trabalhos que estudam o0s mecanismos de
patogénese envolvidos com a cardiomiopatia chagasica crénica abordam dois
aspectos principais: autoimunidade e persisténcia do parasito. Ainda assim, ndo esta
descartada a possibilidade de que outros mecanismos patogénicos ainda nao
conhecidos estejam envolvidos. Somado a isso, a gravidade da doenca depende de
caracteristicas especificas de cada infec¢cao, como o tropismo tecidual e capacidade
de estabelecer infeccdo cronica de cada cepa de T. cruzi assim como dos
polimorfismos genéticos do hospedeiro, que podem afetar a producéo de citocinas e

até mesmo modular a gravidade da infeccdo (Bonney e Engman, 2015).

1.2 MECANISMOS DE INVASAO CELULAR PELO PROTOZOARIO Trypanosoma cruzi

Apesar de ainda néo ter sido completamente elucidada, a interacdo entre a
célula hospedeira e o T. cruzi pode ser didaticamente dividida em trés eventos: a
adeséao do parasito a célula; os sinais intracelulares desencadeados por essa adeséo;
e finalmente a internalizacdo do T. cruzi na célula (De Souza et al., 2010).

No processo de adesdo do parasito a célula hospedeira varias moléculas
podem estar envolvidas. As mucinas, que sao as principais glicoproteinas de
superficie do T. cruzi, promovem adeséo atraves da ligacdo dos seus residuos de
acucar com a célula do hospedeiro mamifero (Villalta e Kierszenbaum, 1984; Yoshida

et al.,, 1989). Também outras glicoproteinas participam da adesdo do T. cruzi. A
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superfamilia das gp85/ transialidases sao formadas por varias proteinas que possuem
motivos em comum com neuraminidases de bactérias, mas com uma regiao
conservada especifica de T. cruzi (VTVXNVFLYNR), dentre elas podemos citar a
Tc85, gp85, gp82, TSA-1 e transialidases (Cross e Takle, 1993; Magdesian et al.,
2001). A proteina Tc85 é capaz de se ligar a componentes na membrana da célula,
como a citoqueratina 18 (Magdesian et al., 2001) ou mesmo a estruturas da matrix
extracelular, como fibronectina (Ouaissi et al., 1986) e laminina (Giordano et al., 1999).
As gp82 e gp35/50 sdo encontradas na superficie dos tripomastigotas metaciclicos e
sao altamente imunogénicas (Teixeira e Yoshida, 1986). Quando a infecgdo ocorre
através da via oral, o sucesso do processo de invasado € determinado pela expressao
de glicoproteinas de superficie do parasito, como gp82, gp35/50 e gp90, que sao
resistentes a degradacao pelas enzimas da digestdo e regulam a capacidade de
invasdo da mucosa gastrica em cada cepa do parasito (Yoshida, 2006; Yoshida,
2008).

As transialidases (Ts) compreendem mais de 140 enzimas que podem ser
ativas ou inativas e estdo presentes na superficie dos tripomastigotas ancoradas na
membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Frasch, 2000). Durante a infec¢ao, as
transialidases sao liberadas para o meio extracelular onde transferem acido sialico
das células do hospedeiro para as por¢des B-terminais dos glicoconjugados do T.
cruzi, principalmente mucinas, uma vez que o parasito € incapaz de sintetizar o préprio
acido sialico (Previato et al., 1985; Schenkman et al., 1991). O &cido sialico na
superficie do parasito esta relacionado com maior infectividade (Pereira et al., 1996)
além de conferir resisténcia a lise pelo sistema complemento (Tomlinson et al., 1994).
No entanto, em todos os tripomastigotas que sao liberados no sobrenadante de cultura
de células, essa enzima esta presente apenas em 20% a 30% dos tripomastigotas,
sendo esses parasitos 0os que apresentam capacidade de infectar células de
mamiferos. O significado biol6gico da expressdo da transialidase em apenas uma
pequena populagcédo de T. cruzi, apesar da morfologia ser idéntica entre os parasitos,
ainda néo é conhecido (Pereira et al., 1996).

O T. cruzi também apresenta proteinas com atividades de proteases que
estdo envolvidas com a infecgdo de células do hospedeiro, como a cruzipaina, a
oligopeptidase-B e a Tc80. A cruzipaina € uma cisteina protease descrita inicialmente
no reservossomo de epimastigotas (Cazzulo et al., 1990; Souto-Padron et al., 1990),
mas que também esta presente na superficie de epimastigotas e na transigdo

amastigota-tripomastigota. A cruzipaina é secretada pelo parasito e atua clivando
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cininogénio de alto peso molecular do hospedeiro em pequenas cininas, que se ligam
aos receptores de bradicinina do hospedeiro e estimulam o aumento transiente de
Ca?* livre na célula (Scharfstein et al., 2000). A Oligopeptidase-B é secretada por
tripomastigotas e também atua induzindo um aumento transiente de Ca?* durante a
invasdo do T. cruzi (Burleigh et al., 1997). Ja a Tc80 é uma prolil-oligopeptidase que
hidrolisa colageno tipo |, tipo IV e fibronectina, sendo importante para a movimentagcao
do parasito em tecidos (Grellier et al., 2001) e para a infeccdo de células nao-
fagociticas (Santana et al., 1997).

Em relacdo as moléculas do hospedeiro, varias proteinas e glicoproteinas
estdo relacionadas com a adesao e reconhecimento do T. cruzi, dependendo do tipo
de célula envolvida. A Lectina galectina-3 esta relacionada com a adeséo do T. cruzi
a laminina da matrix extracelular e as células dendriticas (Moody et al., 2000; Vray et
al., 2004) assim como em células do musculo liso de artérias (Kleshchenko et al.,
2004). Residuos de carboidratos na superficie das células do hospedeiro também
podem atuar como receptores (Barbosa e De Meirelles Mde, 1992). A ligacdo de
tripomastigotas com o receptor de TGF-B em células de mamiferos também
desencadeia uma cascata de sinalizacdo intracelular que facilita a entrada do parasito
nas células (Hall e Pereira, 2000). Os receptores de bradicinina da célula do
hospedeiro sdo ativados por cininas geradas por enzimas do parasito e provocam
aumento transiente do Ca?* intracelular, evento chave na internalizacdo do parasito
(Scharfstein et al., 2000). O T. cruzi também €& capaz de estimular receptores de
neurotrofinas tirosina cinase A e C (TrkA e TrkC) presentes em neurénios e células da
glia através da secrecédo do fator neurotréfico derivado do parasito (PDNF, do inglés
parasite-derived neutrophic factor), promovendo a sobrevivéncia dessas células do
sistema nervoso.

Apoés a adesdo, o T. cruzi invade a célula num processo semelhante a
endocitose, que pode ocorrer por diversos mecanismos, dentre eles por fagocitose,
macropinocitose, autofagia, endocitose mediada por receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), através de endocitose mediada por rafts lipidicos ou ainda via
mecanismos de reparo da membrana citoplasmatica da célula hospedeira. Todos
esses mecanismos culminam com a formagédo de um compartimento intracelular
chamado vacuolo parasitoforo (Tanowitz et al., 1975; Nogueira e Cohn, 1976; Araujo-
Jorge, 1989; Fernandes et al., 2011; Barrias et al., 2013).

A fagocitose foi o primeiro mecanismo descrito de internalizacdo do T. cruzi

em células de mamiferos, mais especificamente macrofagos peritoneais, células
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L929, células Hela e fibroblastos de embrides bovinos (Nogueira e Cohn, 1976).
Posteriormente, a internalizacdo de tripomastigotas via fagocitose também foi
demonstrada em células do musculo cardiaco (Barbosa e Meirelles, 1995). Esses
estudos indicam que apesar da fagocitose ser um mecanismo comum em células
especializadas do sistema imunoldgico, esse mecanismo também ocorre na
internalizacdo do T. cruzi em células ndo fagociticas. Apdés o contato do
tripomastigotas com a membrana celular ocorre a ativacdo de proteinas tirosina-
quinases com consequente recrutamento de fosfaditilinositol-3-quinase (PI1-3K),
levando a polimerizagdo dos filamentos de actina e extensdo dos pseudopodes (Vieira
et al., 1994).

A macropinocitose é uma via endocitica de células de mamiferos que pode
ser induzida por ativacéo de vias de sinalizagao disparadas por fatores de crescimento
e por estimulos externos que ativam receptores tirosina-quinases. Esse processo de
endocitose € mediado por actina e envolve a formacdo de grandes extensbes
unilaterais da membrana plasmatica (Kerr e Teasdale, 2009). A participacao dessa via
na internalizacdo de tripomastigotas foi demostrada em células fagociticas e nao-
fagociticas, com identificacdo de moléculas caracteristicas de macropinocitose, tais
como PI-3K, Rac e Cdc 42, no vacuolo parasitéforo. O bloqueio dessa via leva a menor
internalizacao de amastigotas na célula, assim como o seu estimulo com PMA (forbol
12-miristato 13-acetato ativador de proteina cinase C) resulta em maior internalizacéo
de amastigotas (Barrias et al., 2012).

Embora classicamente o processo de autofagia celular - que consiste em
auto-degradacéo da célula - ocorra em situacdes de estresse nutricional, degradacao
de proteinas ou organelas, ou ainda durante o desenvolvimento do organismo, a
internalizacdo do T. cruzi por essa via parece ter papel chave na colonizacdo de
células de mamiferos. Isso foi demonstrado pela presenca da proteina autofagica LC3
na membrana do vacuolo parasitéforo contendo o parasito, assim como pelo aumento
da infeccao de células tratadas com rapamicina, um agonista de mTOR e consequente
ativador da via de autofagia. De forma complementar, o bloqueio da autofagia diminui
a internalizacdo de T. cruzi nas células. Adicionalmente, foi demonstrado que durante
esse processo ha o recrutamento de auto-lisossomos para os locais de entrada do
parasito na membrana plasmatica da célula, evento importante para a efetividade da
infeccdo (Romano et al., 2009; Martins et al., 2011).

Outro mecanismo descrito de internalizacdo de T. cruzi € através de

microdominios com funcéo endocitica presentes ha membrana plasmética, contendo
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colesterol, glicolipidios e proteinas estruturais denominadas caveolina-1 e flotilina-1,
as caveolas. Durante a internalizacdo do T. cruzi, marcadores moleculares de
cavéolas foram observados na interface entre o parasito e a membrana plasmatica da
célula. A alteracdo dessa estrutura com o uso de drogas que removem o colesterol
desses microdominios diminuiram a infec¢do das células por T. cruzi (Barrias et al.,
2007; Fernandes et al., 2007). Também o receptor de LDL foi descrito como um
mecanismo importante na invasdo e subsequente fusdo do vacuolo parasitoforo com
lisossomos, sugerindo portanto a participacéo de regides ricas em clatrina, onde estao
concentrados os receptores de LDL (Nagajyothi et al., 2011).

Os lisossomos tém uma participacdo importante durante o processo de
internalizacdo do T. cruzi. Durante este processo em células ndo-fagociticas por vias
independentes de actina, lisossomos sdo mobilizados proximos a membrana
plasmética, onde o parasito estd aderido, ocorrendo a exocitose dos lisossomos no
local. Esse transporte dos lisossomos ocorre via microtibulos/cinesinas (Tardieux et
al., 1992; Rodriguez et al., 1996). A fusdo dos lisossomos com a membrana plasmatica
é dependente do aumento intracelular transiente de Ca?*, que por sua vez é
potencializado pela elevacdo de cAMP (3',5'-monofosfato ciclico de adenosina)
produzido pela ativacdo da enzima adenilato ciclase (Rodriguez et al., 1999).

Apesar da via da exocitose de lisossomos dependente de Ca?* ter sido
considerada por algum tempo como a Unica maneira eficiente de internalizacao do T.
cruzi em células ndo-fagociticas, um novo processo, independente da exocitose de
lisossomos, foi descrito em 2003. Nesse processo ocorre a formagédo de um vacuolo
de membrana plasmatica ao redor do parasito enriquecidos em produtos lipidicos da
enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI-3K). Somente apés a formacao desse vacuolo é
que comeca a ocorrer, gradualmente, a fusdo do lisossomo com o vacuolo
parasitéforo. Enquanto o mecanismo dependente de exocitose de lisossomos é usado
por aproximadamente 20% dos parasitos internalizados, a via dependente de PI-3k
corresponde a cerca de 50% das internalizagdes de T. cruzi (Woolsey et al., 2003).
Ainda que tardiamente, a fusdo com o lisossomo € de extrema importancia para a
entrada efetiva do parasito. Se a fusdo com os lisossomos for inibida, o parasito nao
consegue completar a sua internalizacdo e escapa novamente para 0 meio
extracelular (Andrade e Andrews, 2004).

Outro mecanismo descrito para a internalizacdo de T. cruzi nas células
mostra que o parasito se utiliza de vias de reparo da membrana celular para efetivar

sua entrada na célula. O T. cruzi é capaz de induzir lesées na membrana plasmatica
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da célula, ativando com isso vias de reparo que envolvem exocitose de lisossomos de
forma dependente de Ca?*, exposicdo de esfingomielinase acida no folheto externo
da membrana plasmatica e uma rapida endocitose que tem como objetivo a
internalizacdo da membrana lesionada, mas que acaba internalizando também o
parasito. Dessa forma, o T. cruzi subverte mecanismos de reparo da membrana

celular para infectar a célula hospedeira (Fernandes et al., 2011).

1.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA INFECGAO POR Trypanosoma cruzi

Durante a fase aguda da infec¢éo por T. cruzi ocorre o primeiro contato
do parasito com a resposta imunologica do hospedeiro e, antes da resposta imune
adquirida se desenvolver, a resposta imune inata precisa desempenhar papéis
cruciais para a sobrevivéncia do hospedeiro e que influenciam diretamente o desfecho
da doenca durante a fase cronica. Dessa forma, cabe ao sistema imune inato iniciar
uma resposta inflamatéria nos tecidos infectados e consequentemente controlar a
replicacdo e a disseminacdo do parasito. Caso essa resposta inflamatoria téo
importante no inicio da infeccdo se desenvolva sem controle e de forma exacerbada,
o resultado é, além do controle parasitario, a ocorréncia de lesdes teciduais (Junqueira
et al., 2010; Andrade et al., 2014).

O sistema complemento consiste num dos primeiros eventos da resposta
imune inata que ocorre em resposta a infeccbes. Esse sistema consiste em proteinas
sollveis e de membrana que, ao interagirem com patégenos, ativam uma cascata de
proteases que eliminam o micro-organismo invasor. As trés possiveis vias de ativacao
do sistema complemento, classica, alternativa e das lectinas, convergem para a
producdo de C3 convertase, seguido de C5 convertase, levando a formacao do
complexo de ataque a membrana (MAC) e consequente lise do patégeno (Cardoso et
al., 2015). Na infeccéo por T. cruzi, principalmente apds o primeiro ciclo de replicacéo
do parasito, ocorre a ativagéo do sistema complemento sobre parasitos extracelulares.
No entanto, é importante considerar que essas interacdes séo dependentes da forma
evolutiva do parasito. O complemento pode ser ativado em amastigotas,
epimastigotas e tripomastigotas, mas apenas as formas epimastigotas sé&o
susceptiveis a lise pelo sistema complemento (Lidani et al., 2017). Isso ocorre devido
aos mecanismos de escape do T. cruzi, discutidos ao final desse capitulo.

A ativacdo das células do sistema imunoldgico tem inicio através do

reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) do
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parasito pelos Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) das células dos
mamiferos (Rodrigues et al., 2012). Receptores do tipo toll-like do complexo TLR-2,
TLR-6, TLR-4 e receptores de manose presentes na membrana plasmatica da célula
reconhecem as moléculas de superficie do parasito (Bafica et al., 2006; Gazzinelli e
Denkers, 2006; Pellegrini et al.,, 2011). O reconhecimento de glicoproteinas do
parasito por receptores TLR2 desencadeia, em macréfagos, sinalizacdo via Fator
Nuclear kB (NFkB), ativacao de interferons e fagocitose mediada por ativacao de Rab5
(Ropert et al., 2001; Maganto-Garcia et al., 2008). Os receptores intracelulares TLR-
9, TLR-7, NOD-like, helicases RIG-like sdo responsaveis por reconhecerem estruturas
especificas do parasito, como RNA ou DNA gendmico, ja dentro da célula (Meylan et
al., 2006; Tarleton, 2007; Rodrigues et al., 2012).

Além dos receptores TLR e NOD-1 estarem envolvidos no controle do T.
cruzi, mais recentemente o papel dos inflamassomas também foi descrito no controle
da infec¢do. Durante a infeccdo por T. cruzi a ativacdo do complexo inflamassoma
NLRP3 e caspase-1 induz a secrecao de IL1B de forma dependente de Catepsina B.
Animais NLRP37/ e caspase-1/ apresentam altos picos de parasitemia, semelhantes
aos observados nos animais sabidamente susceptiveis MyD88/- e INOS/-, indicando
o papel do inflamassoma NLPR3 no controle da fase aguda da infeccéo por T. cruzi.
Adicionalmente, esses animais mostraram diminuicdo severa na producdo de NO e
reducdo na capacidade tripanocida de macrofagos (Goncalves et al., 2013).

O reconhecimento da infec¢do por macréfagos e células dendriticas logo
nas primeiras horas de infec¢édo induz a producéo de citocinas como interleucina (IL)-
12 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) por essas células. Essas citocinas ativam
as células natural killers (NK), que passam a secretar interferon-gama (IFN-y) (Aliberti
et al., 1996). Também ja foi mostrado que monécitos sdo capazes de produzir IL-12 e
ativar células NK, que respondem produzindo IFN-y (Guilmot et al., 2013). J4 a
presenca de IFN-y é capaz de ativar ainda mais os macréfagos, potencializado a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias e de mediadores com atividade tripanocida
por essas células (figura 1.2, fase aguda) (Cardillo et al., 2002).

Ao mesmo tempo que as células do sistema imune inato respondem a
infeccdo, células apresentadoras de antigeno, particularmente células dendriticas,
fazem a ponte entre a imunidade inata e adquirida (Junqueira et al., 2010). Nesse

contexto, o IFN-y secretado por células NK e linfocitos Thl ativados também participa
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do recrutamento de células T induzindo a expressao local de quimiocinas e moléculas

de adesao (Lannes-Vieira, 2003).

Figura 1.2: Imunidade inata e adquirida durante a infeccao por Trypanosoma cruzi. Nos
estagios iniciais da infeccdo as células do sistema imune inato (macréfagos, Natural Killers-
NK, e células dendriticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e moléculas efetoras
(reativos intermediarios do nitrogénio e GTPases induzidas por IFN) que controlam a
replicacdo do parasito. Ao mesmo tempo, células do sistema imunolégico, particularmente
células dendriticas, fazem a ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas
(como a IL-12) necessérias para a diferenciacao e expansao clonal de células T helper 1 (Th1)
CD4* assim como de células T CD8" e de linfocitos B. O IFN-y produzido pelas células CD4*
Thl ou T CD8" ativam a maquinaria efetora em macréfagos para destruir amastigotas
intracelulares. Anticorpos produzidos por células B promovem a lise de formas tripomastigotas
ou facilitam a fagocitose de parasitos opsonizados com IgG.
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De fato, no inicio da resposta adaptativa, a maior parte dos leucécitos
mononucleares presentes em infiltrados inflamatérios de tecido cardiaco de animais
experimentalmente infectados sao linfécitos T CD8*. Essas células citotoxicas
exercem um importante papel no controle parasitario durante os estagios iniciais da
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infeccéo (Tarleton et al., 1992; Reis et al., 1993) (figura 1.2, fase cronica). Contudo,
na fase cronica da doenca a cardiomiopatia chagasica crbnica em pacientes €
marcada pela presenca de infiltrado inflamatério mononuclear rico em células T
associado a pouquissimos parasitos nas lesdes cardiacas (Cunha-Neto et al., 2009).
Adicionalmente, ja foi descrito que essas células T reconhecem por reacao cruzada a
cadeia pesada da miosina cardiaca e possuem um perfil de producéo de citocinas
Thl, demonstrando envolvimento de resposta auto-imune na cardiomiopatia
chagasica (Cunha-Neto e Kalil, 2001).

Os linfocitos T auxiliares (linfécitos T helper Th) desempenham a fungéo de
regentes da resposta imunoldgica via producao de citocinas (Andrade et al., 2014).
Portanto, a ativacao dos macréfagos na fase aguda da infec¢édo, que é essencial para
o controle do parasitismo, depende muito do padrdo de citocinas que € produzido
pelos linfocitos T helper, classicamente divididos em padrdo Thl e Th2. O tratamento
in vitro de macréfagos com citocinas associadas ao padrao Thl, como IFN-y, IL-12 e
TNF-a resulta em eficiente ativacdo dos macréfagos com consequente morte das
formas amastigotas intracelulares (figura 1.2, fase crbnica). Por outro lado, o
tratamento in vitro com citocinas do padrdo Th2, tais como o fator de crescimento
tumoral (TGF-B) e IL-10 diminuem a acao tripanocida de macréfagos (Abrahamsohn,
1998). As citocinas do padrédo Th2 estédo associadas a susceptibilidade do hospedeiro
(Silva et al., 1998) por possuirem propriedades inibitérias sobre a proliferacdo de
células T, reducao da expressédo de moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e maturacdo de células dendriticas, necessarias para a resposta a
infeccéo por T. cruzi (Taylor et al., 2006).

Como exposto anteriormente, a resposta imunolégica exacerbada, apesar
de controlar o parasitismo, ocasiona lesdes teciduais prejudiciais ao hospedeiro.
Nesse sentido, a regulacdo da resposta imunoldgica é tdo importante quanto a sua
eficiéncia na eliminacdo do parasito. Algumas evidéncias apontam para a hipétese de
que exista um delicado balangco entre citocinas proé-inflamatorias e citocinas
moduladoras derivadas de células T helper distintas, representando um fator-chave
na prevencao de lesdo por excesso de inflamacao no hospedeiro. O papel essencial
da IL-10 nesse contexto de imunomodulacéo foi ilustrado por experimentos mostrando
o papel dessa citocina na modulagéo da resposta inflamatoria desencadeada por TNF-
a em camundongos infectados por T. cruzi (Holscher et al., 2000). Também a citocina

IL-17, que em outros contextos apresenta atividade pré-inflamatéria, esta associada
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ao controle da inflamacao cardiaca via modulagéo da resposta Thl em camundongos
na fase aguda da infeccéo por T. cruzi (Da Matta Guedes et al., 2010).

A imunidade humoral também tem sua func&o na resposta imune ao T.
cruzi. A importancia dos anticorpos produzidos pelos linfocitos B no controle da
infeccdo foi demonstrado através da transferéncia de soro de camundongos
infectados para camundongos sem infec¢ao, que resultou em significante reducéo da
parasitemia nesses animais. Os anticorpos atuam principalmente fazendo a
opsonizacao do parasito induzindo assim a sua fagocitose (figura 1.1, fase crbnica)
(Krettli e Brener, 1976; Kierszenbaum, 1980; Junqueira et al., 2010). Contudo, os
anticorpos gerados na infeccéo por T. cruzi também estédo relacionados com aspectos
de auto-imunidade observados na patogénese da doenca de Chagas (Bonney e
Engman, 2015).

Outra citocina proé-inflamatoria produzida em resposta a infecgdo por T.
cruzi € a IL-6. Essa citocina possui propriedades indutoras sobre a producdo de
anticorpos por células B e sobre a producdo hepéatica de proteinas de fase aguda,
além de induzir a diferenciacéo de linfocitos T citotoxicos (Truyens et al., 1994; Panis
et al., 2011). J& na fase cronica da infeccdo, foi encontrada correlacéo entre os niveis
de IL-6 e de proteina C reativa (PCR) com a progressdo de pacientes cronicos
sintomaticos para quadros de deterioracédo da funcéo cardiaca (Lopez et al., 2006). A
citocina IL-1B € outro mediador pro-inflamatério associado ao desenvolvimento de
cardiomiopatias em animais infectados por T. cruzi, tanto nos estagios iniciais como
na fase crénica da doenca (Petersen e Burleigh, 2003).

A producédo de TNF-a. por macréfagos e células esplénicas, tanto in vivo
como in vitro em resposta a infeccao por T. cruzi foi descrita pela primeira vez por
Tarleton (1988). Posteriormente, o estudo de Silva et al. (1995) relacionou o TNF-a a
resisténcia do hospedeiro a infeccdo por T. cruzi. Além do TNF-a, o IFN-y também é
uma importante citocina mediadora de resisténcia a infec¢éo por T. cruzi. O IFN-y atua
induzindo a ativacdo de macréfagos, sendo essencial para a produgcdo da molécula
tripanocida 6xido nitrico (NO) por essas células (Vespa et al., 1994; Cardillo et al.,
2002). Além do IFN-y, os interferons do tipo | (IFN-o e ) também exercem importante
papel no controle da parasitemia na fase aguda da infecg¢éo via producdo de NO
(Costa et al., 2006).

O NO é uma espécie radicalar livre produzido por meio da acédo de

isoformas da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), dependentes de NADPH. Estas
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enzimas sao classificadas em constitutivas e céalcio-dependentes (cNOS, nNOS ou
NOS I, eNOS ou NOS Ill), ou induzivel e céalcio independente (iNOS ou NOS Il). Essas
enzimas oxidam a L-arginina, gerando L-citrulina e liberando a molécula de NO. Esse
radical livre tem papel tanto em situacdes fisiologicas, como regulacdo do ténus
vascular e neurotransmissdo através do estimulo da sintese de GMP ciclico
(Guanosina 3", 5-ciclica monofosfato) mas também em processos patoldgicos
(Stamler, 1994; Bloodsworth et al., 2000). A molécula de NO é relativamente pequena
e apresenta caracteristicas lipofilicas, permitindo r4pida difusédo e reagdo com uma
grande variedade de moléculas bioldgicas intracelulares, tais como metaloproteinas e
outros radicais livres (superoxido, radicais alcoxil e peroxil) (Mayer e Hemmens, 1997).

Nos macroéfagos, as citocinas IFN-y e TNF-a ativam as vias dos fatores de
transcricdo JAK/STAT e NF-kB, levando a expressao da enzima oxido nitrico sintase
induzivel (INOS) (Xie et al., 1993). Por outro lado, a citocina TGF-3, pertencente ao
padrdo Th2, é descrita como a principal molécula capaz de controlar a producdo de
NO. O TGF-B desencadeia alteracbes no mecanismo pos-transcricional da iNOS,
desestabilizando e acelerando a degradacao de seu mRNA, retardando dessa forma
a sintese da proteina funcional (Macmicking et al., 1997).

O proprio NO exerce efeito modulador sobre a ativagdo e expressdo da
INOS e cNOS. Concentracdes fisioldgicas de NO inibem a transcricdo da iNOS atraves
da inativacao do fator de transcricdo NF-kB, mantendo a atividade da cNOS (Colasanti
etal., 1995; Colasanti e Suzuki, 2000). Entretanto, quando os niveis de NO aumentam,
o NF-kB deixa de ficar suprimido, criando condi¢des para superexpressao da iNOS
(Kanno et al., 2000).

A producao de NO derivado da iINOS por macrofagos ativados € descrita
como principal mecanismo microbicida em diversas infec¢cdes ocasionadas por
patégenos intracelulares, como Leishmania major, T. cruzi, Toxoplasma gondii e
Plasmodium falciparum (Colasanti et al., 2002).

Durante a infec¢cdo experimental por T. cruzi, o NO é descrito como o
principal mecanismo efetor contra o parasito (Talvani et al., 2002). Experimentos in
vivo utilizando inibidores da producéo de NO (Petray et al., 1994) ou desenvolvidos
com animais deficientes para a producao de iINOS (Holscher et al., 1998) resultam em
maior parasitemia e reducédo da sobrevida dos animais durante a fase aguda da
doenca de Chagas.

Os efeitos tripanocidas do NO dependem de sua combinagdo com outros

radicais livres, como o anion superoxido, produzindo uma espécie altamente reativa
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denominada peroxinitrito, capaz de ligar-se a estruturas celulares como proteinas e
DNA (Inoue e Kawanishi, 1995). A producé&o de peroxinitrito pelos macrofagos € capaz
de dificultar a motilidade ou até mesmo levar a morte formas tripomastigotas do
parasito. Nas formas epimastigotas o peroxinitrito interfere com o metabolismo
energético do parasito. Além disso, esta molécula é capaz de ocasionar a nitragédo de
proteinas do parasito, agindo como um mecanismo antiparasitario (Naviliat et al.,
2005).

Em adi¢do as citocinas e quimiocinas, durante resposta a infecgcéo por T.
cruzi ha intensa produgéo dos mediadores lipidicos denominados eicosandides, como
leucotrienos e prostaglandinas (Machado et al., 2012). Em geral, as células do sistema
imunologico contém em sua membrana o acido araquidbénico e, adicionalmente,
expressam constitutivamente todas as enzimas necessérias a metabolizacdo desse
acido graxo via enzima 5-lipo-oxigenase (Kanaoka e Boyce, 2004). A partir dessa via
sdo produzidas grandes quantidades de leucotrienos (LT) e tromboxanos (TX)
instantes apoés a célula receber algum estimulo (Peters-Golden et al., 2005). Estudos
dos eicosandides na infeccdo por T. cruzi mostraram que o LTBa4 induz fagocitose e
morte de T. cruzi por macréfagos (Talvani et al., 2002). O parasito também €é capaz
de produzir eicosanodides que modulam a resposta do hospedeiro a seu favor. O
mediador lipidico TXAz é o principal eicosanoide liberado por todos os estagios do T.
cruzi e desempenha um papel regulador da patogénese da doenca de Chagas durante
a infeccéo por T. cruzi (Ashton et al., 2007).

As enzimas ciclo-oxigenases (COX) sdo as principais enzimas envolvidas
com a producdo de prostandides, dentre eles as prostaglandinas. A expressao de
COX-1 estéa envolvida com a homeostase (protecdo da mucosa gastrica, regulacéo do
tbnus vascular, entre outros), enquanto a COX-2 € induzida principalmente por
estimulos inflamatérios, como infec¢cdes (Adelizzi, 1999). No entanto, o papel
especifico da COX-2 e das outras enzimas da via em contextos de infeccdo dependem
muito do agente infeccioso em questao (Guerrero et al., 2015). A prostaglandina E2
(PGE>2), produto final da enzima PGE: sintase, possui propriedades pré-inflamatérias
(Krause et al., 2009) e também imunossupressoras (Van Der Pouw Kraan et al., 1995).
A PGE2 também esté associada a diminui¢do da fagocitose por macréfagos e redugéo
da migracdo de mondécitos em resposta a gradientes quimiotaticos (Panzer e
Uguccioni, 2004; Aronoff et al., 2004).

Em modelos experimentais de infeccdo aguda por T. cruzi, os niveis de

PGF2q, TXB2, 6-0x0-PGF1a (Celentano et al., 1995) e de PGE2 (Cardoni e Antunez, 2004)
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no plasma desses animais esta aumentado. Adicionalmente, macrofagos de ratos
infectados apresentam maior numero de corpos lipidicos intracelulares, que sao
utilizados pelas COX-2 para a sintese de PGE: (D'avila et al., 2011). Recentemente,
foi descrito que a PGE2 exerce papel central no desenvolvimento de cardiomiopatias
chagasicas (Guerrero et al., 2015).

Durante a primeira semana de infeccéo por T. cruzi, a ativagdo da resposta
imune adaptativa se desenvolve com estimulo para a proliferacdo substancial de
linfocitos, em decorréncia principalmente da citocina IL-2. Ao mesmo tempo em que a
IL-2 é produzida, seus receptores sdo expressos na superficie das células T (IL-2R) e
liberados na sua forma soluvel (sIL-2R) (Pakianathan e Kuhn, 1992), sob forte
influéncia de moléculas inflamatérias como os leucotrienos (Marcinkiewicz et al.,
1997).

No entanto, em torno da segunda semana de infeccéo, ocorre um pico de
imunossupressao, com baixa producéao de IL-2 (Kierszenbaum et al., 1994) e auséncia
de respostas proliferativas de linfocitos T frente a mitégenos, mediadas principalmente
pela producéo de NO e em parte por prostaglandinas (Pinge-Filho et al., 1999). Nesta
fase, também é relatada a presenca de fatores supressores do parasito, como
glicoproteinas de membrana, proteinas secretadas pelo parasito e antigenos de
superficie (Kierszenbaum et al., 1999).

A producéo de prostaglandinas em altos niveis nos macrofagos diminui a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, reduzindo também a apresentacdo de
antigenos e a producdao de radicais livres nessas células (Rangel Moreno et al., 2002;
Alvarez et al.,, 2010). Adicionalmente, nosso grupo mostrou que a inibicdo
farmacolégica da enzima COX com aspirina em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c diminui a internalizacéo de tripomastigotas nessas células, com
aumento da interleucina-1p (IL1-B), de 6xido nitrico e possivelmente de lipoxinas
(Malvezi et al., 2014).

Apesar de todos os mecanismos de resposta imunologica e inflamacao do
hospedeiro que séo ativados frente a infecgdo por T. cruzi, 0 parasito possui ainda
mecanismos de escape que vao além da modulacdo de citocinas, e que permitem a
sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro (Cardoso et al., 2015).

Como dito anteriormente, a fusdo do vacuolo parasitéforo com lisossomo,
formando o fagolisossomo, consiste num evento-chave na infecgéo de células pelo T.
cruzi (Andrade e Andrews, 2004). A sobrevivéncia do parasito nesse meio acido é

mediada por uma rede de enzimas anti-oxidantes como peroxidases e superoxido
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desmutases (SODs), que protegem o parasito de espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio (Piacenza et al., 2008). Na realidade, esse ambiente acido € necessario ao
T. cruzi, pois funciona como um sinal de ativacdo de mecanismos que levam ao seu
escape para o citoplasma e sua diferenciacdo em formas amastigotas. A acidez
promove a ativagdo de proteinas pré-formadas dos tripomastigotas, como a proteina
Tc-Tox, que por sua vez promovem a desintegracdo da membrana do fagolisossomo
(Andrews et al., 1990; Fernandes e Andrews, 2012). As enzimas transialidases
liberadas pelo parasito transferem o acido sialico das proteinas LAMP para as
mucinas na superficie do T. cruzi, desestabilizando a membrana do fagolisossomo
(Hall et al., 1992; Albertti et al., 2010).

Ao infectar células fagociticas, como os macrofagos, o T. cruzi encontra um
ambiente extremamente oxidativo dentro do fagolisossomo, devido ao burst
respiratério do macréfago e consequente producao de espécies reativas do oxigénio
e nitrogénio. Nesse contexto, as enzimas anti-oxidantes SOD e peroxidases sdo de
extrema importancia para a sobrevivéncia do parasito (Piacenza et al., 2009; Piacenza
et al., 2013). Além disso, a permanéncia do parasito dentro do fagolisossomo € um
evento transiente, que dura cerca de 24 h antes do seu escape para o citoplasma,
onde permanece como amastigota a maior parte do tempo do seu ciclo intracelular.
Especificamente nos macrofagos, o estresse oxidativo esta envolvido com um outro
aspecto favoravel para o parasito, facilitando o acesso de ferro as amastigotas e
favorecendo sua proliferacdo (Paiva et al., 2012).

Enquanto permanece na forma intracelular o T. cruzi fica protegido da acéo
de anticorpos e do sistema complemento. Apos a sua replicagéo, liberagcdo no meio
extracelular e disseminacéo pelo organismo, as proteinas do sistema complemento
atuam sobre o T. cruzi na tentativa de promover sua lise. No entanto, o parasito possui
uma série de moléculas que atuam blogueando diferentes etapas da ativacdo do
sistema complemento (Cestari et al., 2013; Lidani et al., 2017).

A molécula calreticulina, presente na superficie do T. cruzi, interfere na via
classica e na via das lectinas do sistema complemento ao se ligar a moléculas de
reconhecimento padrdao do hospedeiro, como C1q, lectinas ligadoras de manose
(MBL) e ficolinas, impedindo a conversao de C4 em C4a e C4b (Ferreira et al., 2004,
Ramirez et al., 2011; Sosoniuk et al., 2014). Outra molécula encontrada tanto na
superficie do T. cruzi como na forma sollvel, a proteina reguladora do complemento
(CRP), foi descrita como desestabilizadora da C3 convertase, inibindo assim as vias

classica, alternativa e das lectinas do sistema complemento (Norris et al., 1991; Norris,
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1998). Outra proteina de membrana do T. cruzi, denominada CRIT (Complement C2
receptor inhibition trispanning) também impede a clivagem de C2 em C2a e a
consequente ativacdo das vias classicas e das lectinas (Cestari Idos et al., 2008),
enguanto a gp58/68 inibe a formacao da C3 convertase por impedir a ligacéo do fator
B ao C3b (Fischer et al., 1988), impedindo a ativacdo das trés vias do sistema
complemento. Por fim, até mesmo vesiculas liberadas por células infectadas do
hospedeiro inibem o complexo C3 convertase (Cestari et al., 2012).

A presenca de uma ampla gama de regides antigénicas no T. cruzi
induzem, durante o inicio da resposta imune adaptativa, ainda durante a fase aguda
da infeccdo, uma variada ativacdo policlonal de células B e de células T-CD8*
(citotéxicas). No entanto, a maioria dos anticorpos gerados por esses varios clones de
linfécitos B ndo sédo capazes de neutralizar a infec¢do, pois sdo direcionados a
epitopos repetitivos do T. cruzi. Também os linfcitos T-CD8+ gerados apresentam
pouca eficiéncia na eliminacéo das células infectadas. Este mecanismo de escape do
T. cruzi é denominado “cortina de fumacga” e contribui para o atraso no
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa mais eficiente (Pitcovsky et al.,
2002; Bermejo et al., 2011, Tarleton, 2015).

1.4 CLASSIFICACAO E ORIGEM DAS VESICULAS EXTRACELULARES

Células eucariontes secretam vesiculas extracelulares (EV, do inglés
extracellular vesicles) que atuam na comunicacédo entre células, sem necessidade de
contato fisico entre elas. A comunicacdo através das EV ocorre tanto em situacdes
fisiologicas como na relacdo entre patdgeno-hospedeiro. Por esse motivo, cada vez
mais as EVs tém sido reconhecidas como importantes reguladoras da funcéo celular
e da patogénese de doencas (revisado por Deolindo et al., 2013; Marcilla et al., 2014;
Schorey e Harding, 2016).

Devido ao crescente interesse nos estudos envolvendo EVs, veio a
necessidade de padronizar a nomenclatura utilizada. Em abril de 2012, a Sociedade
Internacional de Vesiculas Extracelulares (International Society for Extracellular
Vesicles — ISEV) estabeleceu trés grupos onde EVs podem ser classificadas, de
acordo com sua biogénese, tamanho e densidades: corpos apoptoticos,
microvesiculas e exossomos (Araldi et al., 2012). Portanto, o termo vesiculas

extracelulares consiste numa denominagdo mais abrangente para uma familia
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heterogénea de vesiculas delimitadas por membrana que podem se originar a partir
de endossomos ou da membrana plasmatica (Abels e Breakefield, 2016).

Os exossomos compreendem as menores EVs, com 50 a 150 nm de
didmetro e se formam a partir do brotamento interno da membrana do endossomo. Os
brotamentos dao origem a vesiculas intraluminais (ILVs) que se soltam para dentro do
[tmem do endossomo, formando assim os corpos multivesiculares (MVBS). Por essa
razdo, 0S ex0Ssomos possuem no seu interior contelddos citoplasmaticos e séo
revestidos pela bicamada fosfolipidica do endossomo. Apds a sua formacao, os MVBs
podem seguir para vias secretoras ou para via lisossomal. Na via secretora, os MVBs
se fundem com a membrana plasmatica, resultando na liberacdo das ILVs, que
passam a serem denominadas exossomos. Na via lisossomal os MVBS se fundem
aos lisossomos, liberando as ILVs para degradacao no limem lisossomal (Robbins e
Morelli, 2014; Abels e Breakefield, 2016).

A biogénese dos exossomos parece nao ocorrer ao acaso. Um mecanismo
proposto de regulacdo na formacdo dos exossomos € via proteinas do Complexo de
Triagem Endossomal Necessario para Transporte (endossomal sorting complex
required for transport - ESCRT). Estdo presentes na membrana do endossomo
proteinas transmembranas oriundas da membrana plasmatica ou vindas do complexo
de Golgi. A ubiquitinacdo dos dominios citosdlicos das proteinas transmembranas
presentes no endossomo funciona como um sinal que direciona essas proteinas para
os ILVs, através da maquinaria ESCRT, que promove um corte separando a ILV,
contendo a proteina ubiquitinada, da membrana do endossomo (Raiborg e Stenmark,
2009; Hurley e Hanson, 2010). No entanto, mesmo na auséncia de proteinas chave
de ESCRT, os MVBs ainda séo gerados, indicando que outras vias também participam
da biogénese de exossomos. Além disso, proteinas ndo ubiquitinadas também sao
direcionadas para ILVs em formacdo, como moléculas do MHC de classe Il (Stuffers
et al., 2009). Por fim, para que ocorra o transporte dos MVBs para a periferia da célula
e consequente liberacéo das ILVs no meio extracelular € necessario o envolvimento
coordenado do citoesqueleto, motores moleculares, e maquinaria de fusdo do
endossomo, num processo controlado pela familia Rab de pequenas GTPases
(Ostrowski et al., 2010; Robbins e Morelli, 2014).

Os exossomos formados podem possuir conteudo variado, como proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucleicos. A variagdo no conteido dos exossomos
depende da célula de origem, estado de ativacdo celular — homeostasia ou estado

patologico — e até mesmo o local de liberacdo (Sreekumar et al., 2010; Deolindo et al.,
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2013). Também proteinas relacionadas as vias de formacdo e transporte de
ex0ssomos sao comumente encontradas (Andreu e Yanez-Mo, 2014; Zhang e Grizzle,
2014). Em virtude dessas caracteristicas, a composi¢cao dos exossomos pode servir
como marcador para doencas como cancer e doencas inflamatérias (Raposo e
Stoorvogel, 2013; Schorey e Harding, 2016).

As microvesiculas (MVs), por sua vez, compreendem EVs maiores, com
tamanho entre 50 nm a 1 um. As MVs sao formadas a partir de brotamentos da
membrana plasmatica num processo dependente de Ca2*. Comumente a formacao
de MVs esta associada a um estimulo que ocasiona aumento do Ca2* intracelular por
influxo extracelular ou mobilizacdo de calcio de fontes intracelulares. A maior
concentracdo de Ca2* intracelular promove a clivagem do citoesqueleto por acdo de
calpainas. Durante esse processo ocorre ativagdo da proteina scramblase,
promovendo a mudanca de fosfolipidios com carga negativa do folheto interno para o
folneto externo da membrana plasmatica, resultando em formacdo de MVs com
exposicao de fosfatidilserina (Fox et al., 1990; Deolindo et al., 2013; Turturici et al.,
2014). As MVs podem conter diferentes proporc¢des de fosfolipideos e lipideos ativos,
dependendo do estimulo e célula de origem, assim como RNAs, enzimas, proteinas
do citoplasma e até mesmo citocinas e receptores da célula de origem (Inal et al.,
2013; Abels e Breakefield, 2016).

Por fim, os corpos apopt6ticos sdo as maiores EV, variando entre 1 e 5 ym
de didmetro. Os corpos apoptoticos sdo formados durante a morte celular programada
e sinalizam para a fagocitose por macréfagos (Akers et al., 2013).

As EVs podem interagir com as células alvo de diversas formas. A interacéo
pode ocorrer de forma direta, resultando na fusdo da membrana da EV com a
membrana celular e consequente liberacdo do conteddo da vesicula na célula
receptora. Outro possivel mecanismo é via endocitose da EV pela célula com posterior
liberacdo do seu conteudo. Ou ainda essa interacdo pode envolver a ligacdo a
receptores de membrana ou a transferéncia de receptores da EV para a célula (Morel
et al., 2004; Turturici et al., 2014). A internalizacédo de EVs ja foi atribuida também a
processos de fagocitose, macropinocitose e internalizagdo mediada por clatrina
(Fitzner et al., 2011; Tian et al., 2014). Quando internalizadas, as EVs permanecem
segregadas dentro de endossomos e podem ter dois destinos: a fusdo com
lisossomos ou a fusdo com membrana do endossomo e liberagdo do conteudo das
EVs no citoplasma celular (Mathivanan et al., 2010). Além de interagir com células, foi

descrito que as EVs podem exercer efeitos sobre a matriz extracelular através da
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inclusdo de metaloproteinases, como MMP-2 e MMP-9 (Candela et al., 2010; Lozito e
Tuan, 2012).

1.5 VESICULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi

A literatura cientifica apresenta cada vez mais evidéncias da participacao
de EV em infeccdes parasitarias, atuando tanto na comunicacao parasito-parasito
como na comunicacao parasito-célula do hospedeiro (Barteneva et al., 2013; Marcilla
et al., 2014). Durante uma infec¢éo parasitaria, as EVs liberadas por diversos agentes
infecciosos podem agir de diferentes formas, podendo desempenhar uma sinalizacéao
a favor do parasito ou, de forma contraria, podendo favorecer a resposta do
hospedeiro a infec¢do. Ou seja, as EVs liberadas por um determinado parasito podem
carregar moléculas do patdgeno capazes de ativar mecanismos da resposta
imunoldgica e induzir defesa e imunidade do hospedeiro. Por outro lado, as EVs
derivadas de outro parasito, ou até mesmo de células do hospedeiro infectadas,
podem desencadear mecanismos favoraveis ao patégeno, promovendo sua
permanéncia e evasdo do sistema imunolégico (Cestari et al., 2012; Schorey e
Harding, 2016).

A liberacdo de EVs por T. cruzi foi demonstrada pela primeira vez no
trabalho de Da Silveira et al. (1979). Os autores mostraram a secrecao de EVs ricas
em glicoconjugados por epimastigotas de T. cruzi, tanto pelo corpo celular do parasito
guanto pela bolsa flagelar. Mais de uma década depois esse tipo de secrecéo foi
reportado em tripomastigotas derivados de cultivo celular (Ouaissi et al., 1990) sendo
descrito como um fendbmeno espontaneo dependentes de temperatura e tempo, e nédo
influenciado pela presenca de proteinas ou soro imune no meio de cultivo (Goncalves
et al., 1991).

Bayer-Santos et al. (2013) identificaram, através de técnicas de
microscopia eletrénica de transmissao, dois mecanismos diferentes para a formacao
das EVs em T. cruzi cepa DM28c. De acordo com os autores, a partir de brotamentos
da membrana plasmatica ocorre a formacdo de vesiculas grandes, enquanto
vesiculas menores se originam a partir da bolsa flagelar, tanto em formas
epimastigotas como em tripomastigotas metaciclicos (figura 1.3). As EVs também
podem se originar a partir dos reservossomos do T. cruzi, que possuem funcdes

exociticas como MVBs. Com isso, componentes presentes nos reservossomos do
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parasito podem ser encontrados também nos exossomos (Yoshida, 2006; Bayer-
Santos et al., 2013).

Figura 1.3: Origem de vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi. Imagens de microscopia
eletronica de transmissdo de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. O painel superior mostra
epimastigotas liberando vesiculas da membrana plasmatica (A-C) e MVB préximos a bolsa flagelar (D
e E), contendo pequenas vesiculas no seu interior (F e G). O painel inferior mostra tripomastigotas
metaciclicos liberando vesiculas a partir da membrana plasmatica (H-J) e MVBs proximos a bolsa
flagelar (K e L), contendo pequenas vesiculas dentro (M e N). Pontas de flechas indicam uma grande
vesicula vazia préximo a bolsa flagelar que pode ter sido resultante de exocitose de MVBs. Barra de
escala = 250 nm, exceto para imagem N (=100 nm). N= nlcleo, K= cinetoplasto, F= flagelo, Fp = bolsa
flagelar, MVB = corpos multivesiculares.
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FONTE: BAYER-SANTOS et al, Proteomic -Analysis of Trypanosoma cruzi Secretome:
Characterization of Two Populations of Extracellular Vesicles and Soluble Proteins. Journal of
proteome research. 12:883-897. 2013.

Mais recentemente, os estudos tém abrangido a relagédo entre o contetdo

das EVs secretadas por T. cruzi com a comunicacao inter-celular. Nesse sentido, a
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presenca de pequenos RNAs nas EVs de T. cruzi pode representar um mecanismo
relevante de modulacao tanto do ciclo de vida do parasito como da célula hospedeira
(Linhares-Lacerda et al., 2015). Os pequenos RNAs presentes em EVs de T. cruzi
variam de acordo com o estégio do ciclo que o parasito se encontra (Bayer-Santos et
al.,, 2014), sendo derivados tanto de RNAs transportadores como de RNAs
ribossomais do T. cruzi. Adicionalmente, a exposicao de células HeLa a EVs de T.
cruzi provoca mudanca no padrdo de expressdao génica dessas células,
principalmente de genes envolvidos com vias da resposta imunoldgica, citoesqueleto
e matrix extracelular (Garcia-Silva e Cabrera-Cabrera, 2014; Garcia-Silva et al., 2014).
Fernandez-Calero et al. (2015) mostraram ainda que as EVs de epimastigotas de T.
cruzi possuem pequenos RNAs especificos, com distribuicdo diferente da que é
encontrada no parasito, evidenciando um mecanismo especifico de processamento e
secrecdo de pequenos RNAs nas EVs de T. cruzi.

Andlises protedbmicas do conteudo das EVs de T. cruzi identificaram
centenas de proteinas diferentes. Dentre elas, proteinas envolvidas na interacao
parasito-hospedeiro, sinalizacdo, transporte, vias de O&xido-reducdo e vias de
metabolismo de carboidratos (Bayer-Santos et al., 2013). De fato, as EVs secretadas
por T. cruzi apresentam proteinas normalmente associadas a membrana do parasito
como proteina flagelar ligadora de calcio (FCaBP), glicoconjugados a-galactosil,
GP35/50 e glicoproteinas da superfamilia das gp85/transialidades (Trocoli Torrecilhas
et al., 2009; Bayer-Santos et al., 2013). Essas estruturas sao importantes para o
processo de adesdo do parasito a célula hospedeira, e talvez tenham funcdes
semelhantes na EVs (Yoshida, 2006). Também componentes com atividades de
fosfatases acidas e alcalinas, relacionados a adeséo e infec¢do do parasito, foram
encontrados em EVs de T. cruzi (Neves et al., 2014). Além do estagio do ciclo de vida
do parasito, a cepa do T. cruzi representa outro fator relevante para a composicao das
EVs. Nogueira et al. (2015) relataram a presenca de diferentes proteinas em EVs
obtidas das cepas Y, Colombiana, CL-14, e Yu Yu de T. cruzi, especialmente em
relacéo a glicoconjugados a-galactosil.

O estudo dos efeitos das EVs de T. cruzi em modelos murinos de infecgao
experimental ainda sdo escassos. O trabalho de Trocoli Torrecilhas et al. (2009)
avaliou os efeitos da inoculacdo de EVs secretadas por tripomastigotas de T. cruzi
cepa Y em camundongos BALB/c , seguido da infeccdo com o0 mesmo parasito. Como
resultado, a inoculag&o prévia de EVs a infec¢do diminuiu a sobrevida dos animais,

aumentou o parasitismo cardiaco e modulou a produgdo de citocinas, sendo
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encontrado maiores niveis de mRNAs de IL-4 e IL-10 no tecido cardiaco, indicando
efeitos imunoduladores das EVs de T. cruzi in vivo e consequente reducdo da
resisténcia do hospedeiro a infecgéo.

Proteinas presentes nas EVs liberadas pelo T. cruzi sdo capazes de
estimular a resposta imunoldgica de hospedeiros murinos, sem, no entanto, gerar uma
resposta protetora. De Pablos et al. (2016) descreveram que regides C-terminais das
proteinas MASPs (proteinas de superficie associadas a mucina) presentes em
subpopulacdes de EVs liberadas por T. cruzi sdo capazes de estimular uma rapida
resposta humoral em camundongos BALB/c, com producdo de IgM logo apés a
infeccdo sem, no entanto, uma eficiente mudanca de classe para a producéao de IgG.
Dessa forma, a presenca dessas regiées C-terminas das proteinas MASPs em EVs
de T. cruzi estdo associadas com a evasao do parasito a resposta imunoldgica do
hospedeiro.

Também EVs liberadas por células do hospedeiro infectadas por T. cruzi
desempenham fun¢Bes imunomoduladoras a favor do parasito. Cestari et al. (2012)
demonstraram que tripomastigotas metaciclicos infectam células sanguineas e
rapidamente induzem a liberagdo de EVs por essas células. As EVs liberadas séo
capazes de se ligar a superficie do parasito e atuam estabilizando e inativando o
complexo C3 convertase do sistema complemento. Além disso, mondcitos e linfécitos
infectados liberam EVs contendo TGF-f, que sinaliza a favor do parasito aumentando
a sua invasao celular. In vivo, a inoculacdo das EVs provenientes de células THP-1
(linhagem celular de mondcito humano) infectadas em camundongos BALB/c resultou
em aumento da parasitemia durante a fase aguda da infeccao.

Outro trabalho do mesmo grupo (Ramirez et al., 2017) mostrou que formas
tripomastigotas metaciclicos, tripomastigotas obtidas de cultura de células e
epimastigotas séo capazes de induzir a liberacédo de EVs por células THP-1. Contudo,
apenas as EVs liberadas por células THP-1 infectadas por tripomastigotas
metaciclicos ou tripomastigotas obtidas de cultura de células tém a capacidade de
aumentar a invasao celular de outras células THP-1 pelo T. cruzi. Ainda nesse trabalho
0S autores mostraram, com técnicas de microscopia, que as EVs liberadas por THP-
1 infectadas podem se fundir com a membrana de outras células THP-1. Além disso,
0 soro de pacientes chagasicos (formas cardiacas e indeterminadas) reconheceram
antigenos presentes nas EVs de THP-1 infectadas, sugerindo o uso dessas EVs como
biomarcadores para diagnostico no contexto da doenga de Chagas. Ainda no mesmo

ano, Wyllie e Ramirez (2017) mostraram que células THP-1 infectadas por T. cruzi
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cepa G (Tcl) e cepa Y (Tc Il) liberam vesiculas que protegem o parasito da lise pelo
sistema complemento e aumentam a sua infectividade em células de mamiferos de
forma cepa-dependente. Ou seja, a vesicula liberada pela THP-1 infectada por
determinada cepa n&o tem efeito protetor sobre outra cepa.

Numa outra abordagem experimental, Nogueira et al. (2015) avaliaram o
efeito da inoculacdo de EVs das cepas Y, Colombiana, CL-14, e YuYu de T. cruzi em
camundongos C57BL/6 na fase cronica da infeccdo. Em esplendcitos de animais
cronicamente infectados, as EVs das cepas Colombiana e Y induziram maior
producdo dos mediadores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-6 e IFN-y). Experimentos
seguintes utilizando EVs das cepas Colombiana e YuYu mostraram que linfocitos
TCD8* e TCD4* tém, além do aumento das citocinas pré-inflamatérias, maior
producao de IL-10, uma citocina envolvida com a regulacdo da resposta imunologica
do hospedeiro. Também os linfécitos B apresentaram perfil misto de citocinas (TNF-a
e IL-10) apds o tratamento com EVs das cepas Colombiana e YuYu, enquanto as
células dendriticas apresentaram maior producdo de TNF-a.

Esses trabalhos corroboram a hipotese de que as EVs tém papel relevante
na patogénese do T. cruzi, demonstrado pela diminuicdo da sobrevida e maior
parasitismo cardiaco. Embora alguns mecanismos desencadeados pelas vesiculas a
favor do parasito ja tenham sido descritos (inativacdo do complemento, modulacdo na
producado de citocinas, aumento da infeccédo de células por T. cruzi) é provavel que
mecanismos ainda desconhecidos estejam envolvidos. O estudo de outras vias
relacionadas a patogénese das EVs de T. cruzi representa um avanco tanto no
entendimento da biologia do parasito como da interagdo T. cruzi-célula hospedeira.

1.6 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS E RESPOSTA IMUNOLOGICA

Os &cidos graxos sdo os principais constituintes dos lipidios (6leos e
gorduras), e entre suas principais fungfes destacam-se o acumulo de energia e a
formacdo das membranas celulares, sendo também precursores de substancias
importantes, tais como hormonios e mediadores lipidicos da inflamacé&o (Turchini et
al., 2012). Portanto, os acidos graxos podem influenciar diversos aspectos celulares,
resultando em alteracdo no metabolismo, na producdo de horménios e nos padrbes
de mediadores inflamatorios produzidos. Através dessas acbes os acidos graxos
afetam desde funcdes fisiologicas até a resisténcia a doencas (Calder, 2015a). Em

virtude disso, a compreensdo dos mecanismos envolvidos com ingestdo de acidos
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graxos sobre doencas que acometem animais e humanos tem sido o alvo de diversos
estudos (Lands, 2014).

As primeiras evidéncias da relacdo entre a ingestdo de acidos graxos poli-
insaturados n-3 (PUFAs n-3, ou 6mega-3) e inflamagéo foram observadas nos estudos
epidemioldgicos desenvolvidos por Kromann e Green, em 1980. Avaliando um
periodo de 25 anos os pesquisadores mostraram que a populacdo de esquimos do
distrito de Upernavik, Groelandia, apresentavam baixa incidéncia de doencas auto-
imunes e inflamatérias, como psoriase, asma e diabetes tipo 1, assim como a
auséncia de esclerose multipla, quando comparada com a populacdo da Dinamarca.
A principal diferenca destacada nesse estudo € a alimentacdo muito caracteristica
dessa populacdo de esquiméds, com alta ingestdo de peixes ricos em PUFAs n-3
(Simopoulos, 2002).

A familia de PUFAs n-3 é composta de &cidos graxos de cadeia longa,
contendo de 18 a 22 carbonos. A designacdo de 6mega tem relagcdo com a posicao
da primeira dupla ligacdo, contando a partir do grupo metilico final da molécula de
acido graxo. Os &cidos graxos 6mega-3 apresentam a primeira dupla ligacao entre o
terceiro e o quarto atomo de carbono (Ratnayake e Galli, 2009).

Os principais PUFAs n-3 sao o acido a-linolénico (LA) (18:3 n3), o acido
eicosapentaendico (EPA) (20:5 n3) e o acido docosahexaendico (DHA) (22:6 n3). Os
PUFAs n-3 sdo considerados acidos graxos essenciais, uma vez que ndo podem ser
sintetizados pelo organismo. Por esta razdo os PUFAs n-3 devem ser obtidos a partir
de alimentos, podendo ser encontrados em peixes, como o salmao, atum, e outras
vidas marinhas, como algas, krill, além de certas plantas (CHILDS et al., 2008). O
reconhecimento das atividades anti-inflamatorias dos PUFAs n-3 deram inicio a
estudos de suplementacéo da dieta em modelos animais de inflamacéo cronica e
infeccdo, além de estudos delineados para elucidar os mecanismos de acdo dos
PUFAs 6mega-3.

Ensaios experimentais tém mostrado que os PUFAs n-3 possuem
poderosas atividades anti-inflamatorias e imunomoduladoras em uma gama de
doencas, tais como auto-imunes (Maalouly et al., 2016), doenca inflamatéria do
intestino (Hokari et al., 2013), artrite reumatoide (Woo et al., 2015) e infec¢des (Irons
et al.,, 2003; Lovo-Martins et al., 2017). Também ha testes clinicos em pacientes
humanos associando o uso de suplementos ricos em PUFAs n-3 com a evolucéo de
doencas inflamatorias (Rajaei et al., 2015) e infec¢des, como a sepse (Ferguson et

al., 2014). Estudos em pacientes com artrite reumatoide sdo os que apresentam
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melhores resultados, com varios testes mostrando reducdo dos sintomas, como
inchaco, dor e rigidez matinal (Miles e Calder, 2012). Contudo, a Agency for
Healthcare Research and Quality Reports dos Estados Unidos avaliou estudos em
humanos que relacionam a suplementacdo com PUFAs n-3 e artrite reumatoide e
concluiu que ainda ndo ha evidéncias suficientes dos beneficios clinicos da
suplementacdo com PUFA n-3 nesses pacientes, sendo necessarios mais testes
clinicos (Fritsche, 2006). Ja os estudos em pacientes com doenca inflamatoria do
intestino (doencga de Crohn e colite ulcerativa) e asma, apesar de promissores, ainda
séo inconclusivos (Calder, 2015a), sendo encontrados testes que reportam alguns
beneficios (Belluzzi et al., 1996) e outros ndo (Middleton et al., 2002).

Enquanto que os resultados da suplementacdo com PUFAs n-3 em
humanos sé@o contraditorios, os testes em modelos animais apresentam-se mais
expressivos e conclusivos. Numa analise bastante critica feita por Fritsche (2006),
importantes diferencas nos estudos com animais e humanos devem ser levadas em
consideracéo, podendo ser essa a razao da discrepancia observada nos resultados.
Primeiramente, a heterogeneidade genética pode interferir nos efeitos dos PUFAs n-
3, e essa variagdo genética é muito maior numa populacdo humana do que em
animais de laboratérios. Adicionalmente, enquanto em estudos com animais a
alimentacdo basal pode ser completamente controlada, em humanos esse controle
acaba sendo muito pequeno ou até mesmo inexistente. Além disso, a maioria dos
estudos em animais inicia a suplementacdo com PUFAs n-3 antes do
desenvolvimento da doenca (seja ela inflamatdria ou infecciosa), enquanto que em
humanos os testes sdo desenvolvidos em pacientes que ja tem a doenca estabelecida
(Fritsche, 2006).

A inflamacdo é o mecanismo patolégico por trds de muitas doencas
cronicas, e por isso os efeitos imunomoduladores dos PUFAs n-3 sdo considerados
potencialmente benéficos. No entanto, uma questdo importante a ser levantada é o
efeito dessas suplementacdes em doencas infecciosas, uma vez que a inflamacéo é
necessaria e importante na defesa do organismo (Anderson e Fritsche, 2002; Fenton
et al., 2013). Ainda s&o escassos 0s estudos relacionando a suplementagdo com
PUFAs n-3 e doencas infecciosas, principalmente doencas parasitarias.

A relagéo entre a suplementacdo com PUFAs n-3 e tripanossomiases foi
abordada pela primeira vez por Godfrey (1958). O trabalho reportou que a
suplementacdo de camundongos com 6leo de figado de bacalhau rico em PUFAs n-

3, associado a vitaminas A e D, suprimiu a infec¢do por Trypanosoma congolense e
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Trypanosoma vivax, mas nao teve efeitos na infeccéo por Typanosoma brucei e T.
cruzi.

No modelo experimental de leishmaniose cutanea, a suplementacdo com
Oleo de peixe néo teve efeito na resisténcia do animal, embora tenha sido associado
ao desenvolvimento de maior lesdo na pata em virtude da infecgao por Leishmania
amazonenses (Blok et al.,, 2002). Num outro trabalho do mesmo grupo a
suplementacdo com Oleo de peixe diminuiu a incidéncia de malaria cerebral em
camundongo infectados por Plasmodium berguei (Blok et al., 1992). Kumaratilake e
colaboradores (1992) mostraram que PUFAs n-3 e n-6 apresentam atividades anti-
malaria in vitro para Plasmodium falciparum e in vivo para Plasmodium berguei. De
acordo com Olive e colaboradores (1999) a suplementacdo com 6leo de peixe nao
interferiu com o a resposta inflamatéria intestinal causada pela infeccéo por Trichinella
spiralis. Contudo, Garcia e colaboradores (2003) mostraram que a suplementacéo de
animais com Oleo de peixe e infeccdo por Trichinella spiralis resulta em quantidades
menores de vermes adultos em relacdo aos que receberam dieta normal, além de
maior producédo de IL-4 e IFN-y por células do baco.

Em estudos com bactérias, foi mostrado que a suplementacéo com 6leo de
peixe reduz a mortalidade de animais expostos a Klebsiella pneumoniae (Blok et al.,
1992). Dados posteriores de Thors e colaboradores (2004) também mostraram que a
suplementacdo de camundongos com 6leo de peixe aumenta a sobrevida dos animais
infectados por Klebsilela pneumoniae no pulméo, mas ndo apresenta efeito sobre a
resisténcia a infeccdo por Streptococcus pneumoniae sorotipo 3. Em modelos
experimentais de infec¢ao por Listeria monocytogenes, a suplementag¢do com 6leo de
peixe foi associada com reducdo da resisténcia a infeccdo (lrons et al., 2003). Por
outro lado, a suplementacdo com fontes de DHA/EPA resultou em maior sobrevida
em camundongos infectados por Pseudomonas aeruginosa no pulméo, associada
com eliminacdo mais eficiente da bactéria pelo hospedeiro e menor lesdo pulmonar
(Caron et al., 2015).

S&o conhecidos alguns mecanismos da modulagdo da resposta
imunologica pelos PUFAs n-3, como a alteracdo da composicdo e funcdo das
membranas de células do sistema imunolégico, modificacdo no padrdo de
eicosanoides produzidos, mudancas no perfil de citocinas, regulacdo da expressado
génica e da proliferacéo de linfocitos T (Calder, 2015b).

A suplementacédo com 6leo de peixe aumenta a propor¢ao dos PUFAs n-3

EPA e DHA nos fosfolipideos das membranas de células inflamatorias, com
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consequente reducdo na quantidade do PUFA n-6 &cido araquidbnico (Calder et al.,
1994). Tanto em experimentos com animais como em humanos, a incorporagcao de
PUFAs n-3 na membrana das células ocorre de forma dependente de tempo (Yaqoob
et al., 2000; Faber et al., 2011) e de dose (Rees et al., 2006). Estas alteragbes na
composicdo dos acidos graxos da membrana modificam, posteriormente, a producéo
de eicosandides e a formacéo de rafts lipidicos.

Os eicosandides sdo mediadores lipidicos da inflamacédo que incluem
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX). O
substrato inicial para a sintese dos eicosandides sdo os lipidios presentes nos
fosfolipidios de membrana de células envolvidas com processos inflamatérios. Por ser
o acido graxo mais prevalente na membrana das células inflamatérias, o acido
araquidénico €, usualmente, o principal substrato para a sintese de eicosandides,
dando origem a prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos e lipoxinas
da série 4 (Calder, 2015b).

Quando inseridos na membrana plasmatica, os PUFAs n-3 inibem
competitivamente a formacao de eicosandides pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX)
e lipo-oxigenase (LOX) a partir do acido araquidénico, sendo produzidos, a partir dos
acidos graxos EPA e DHA, prostaglandinas e tromboxanos da série 3 e leucotrienos
e lipoxinas da série 5. Estes eicosandides produzidos a partir do EPA e DHA
apresentam menor atividade inflamatéria (Chapkin et al., 1991; Trebble et al., 2003).
Parte desse efeito se deve a diminuicdo do &cido araquidénico disponivel, mas
também se deve a uma acédo direta do EPA diminuindo a atividade e expresséo da
enzima COX-2, responsavel pela sintese de prostaglandinas apos um estimulo
inflamatério (Bagga et al., 2003).

Os PUFAs n-3 da membrana celular dao origem também as pré-resolvinas,
gue sdo mediadores lipidicos que atuam na resolucéo da inflamacao (Serhan, 2014).
S&o geradas resolvinas da série E a partir do EPA, resolvinas da série D a partir do
DHA e protectinas e maresinas a partir do DHA. A sintese dessas pro-resolvinas
envolve também a via das COX e LOX (Hong et al., 2003; Mas et al., 2012).

Uma vez que a produgcdo de citocinas € regulada por eicosandides
derivados do &cido araquidbnico, e os PUFAs n-3 afetam a producdo desses
eicosandides, espera-se que os PUFAs n-3 afetem a producéo de citocinas (Calder,
2012).

O NF-«xB & um importante fator de transcricdo nuclear envolvido na

regulacéo positiva de genes de citocinas inflamatérias, moléculas de adeséo e ciclo-
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oxigenase (Wan e Lenardo, 2010). Foi demonstrado que os PUFAs n-3 diminuem a
atividade desse fator de transcricdo nuclear, tanto por inibicdo da fosforilagdo da
subunidade kB (Novak et al., 2003; Zhao et al., 2004) ou através da alteracdo na
formacéo de rafts lipidicos, impedindo que proteinas sinalizadoras figuem proximas
ao receptor TLR-4, ndo ocorrendo a sua sinalizagao e consequente ativacdo do NF-
kB (Wong et al., 2009). Uma outra forma que os PUFAs n-3 influenciam a ativacéo do
NF-xB envolve o bloqueio fisico que o fator de transcricdo de receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma-gama (PPAR-y) exerce sobre o NF-xB (Vanden Berghe
et al., 2003). Ao contrario do NF-«xB, o fator de transcricdo PPAR-y esta relacionado
com respostas anti-inflamatoérias nas células (Szanto e Nagy, 2008).

Estudos em culturas de células mostraram que a suplementagdo com
PUFAs n-3 suprime a capacidade de mondcitos sintetizarem IL-1 e TNF-a; (Zhao et
al., 2004), como também a producéo de IL-6 e IL-8 por células do endotélio venoso
(De Caterina et al., 1994). Considerando que a IL-1 e o TNF-a sdo importantes
mediadores da inflamac&o, a reducdo nessas citocinas contribui para melhorar
sintomas inflamatorios de pacientes que fazem uso de suplementos com PUFAs n-3.
O consumo de PUFAs n-3 também estd associado com uma significante diminuicao
na producao in vivo de IL-12 e IFN-y (Fritsche et al., 1999; Puertollano et al., 2005).
Zhang e Fritsche (2004) mostraram que macréfagos tratados com DHA diminuem a
producdo de IL-12 de maneira independente do fator de transcricdo PPAR-y.

O TNF-a é uma citocina que aparece rapidamente apoés infecgbes ou
lesBes, tendo um papel fundamental no combate a patégenos invasores. Contudo, a
producdo excessiva de TNF-a estd relacionada com mortalidade e morbidade na
sepse, (Kaech et al., 2006), meningite (Armah et al., 2005) e malaria (Perlmann e
Troye-Blomberg, 2000). Embora grande parte dos estudos envolvendo a modulacéo
do TNF-a pelo tratamento com PUFAs n-3 indiguem um efeito supressivo do
tratamento sobre essa citocina, € importante considerar que a sensibilidade aos
efeitos supressivos dos PUFAs n-3 na producdo de TNF-a esta ligada ao nivel
inerente de produgdo de citocinas pelas células antes da suplementacdo e aos
polimorfismos encontrados no gene codificador do TNF-a (Grimble et al., 2002).

Dessa forma, alguns trabalhos relatam aumento de citocinas diante do
tratamento com PUFAs n-3. Blok et al. (2002) relataram aumento na producéao de TNF-
a por macréfagos estimulados in vitro com LPS. Takeda et al. (1995) mostraram que

a suplementacdo com oOleo de peixe em camundongos infectados por T. cruzi e
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consequentemente estimulados com LPS resulta num aumento nos niveis séricos de
TNF-a. O estudo Blok et al. (1992) mostrou que a suplementacdo com 6leo de peixe
na infeccdo experimental por Klebsiella pneumoniae e na infec¢cdo cerebral por
Plasmodium berghei leva ao aumento na producdo ex vivo de TNF-a e IL-1a por
macrofagos estimulados com LPS. Além desses, Puertollano et al. (2005) mostraram
gue o tratamento in vivo com 6leo de peixe aumentou 0s niveis plasmaticos de TNF-
o em camundongos infectados por Listeria monocytogenes nas primeiras 24h de
infeccdo, sendo menor nos tempos posteriores.

Como ja descrito, o NO constitui um importante mediador citotoxico de
células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e células tumorais.
Macrofagos tratados com DHA e estimulados com LPS apresentaram reducdo na
producdo de NO, assim como menor expressao da enzima iNOS, provavelmente por
interferéncia nas vias de sinalizacao intracelulares associadas com a regulacdo da
INOS (Ambrozova et al., 2010). Também Khair-EI-Din et al. (1996) ja demonstraram
que o DHA diminui a producé@o de NO por macrofagos estimulados in vitro com IFN-y
e LPS. De Lima et al. (2006) relataram que baixas doses de PUFAs n-6 e n-3 (entre
eles o DHA e o EPA) estimulam a producdo de NO em macrofagos estimulados com
LPS, enquanto que altas doses dos PUFAs diminuem a sintese do NO nessas células.

A relacao entre a suplementacéo oral com PUFAs n-3 e a infec¢ao por T.
cruzi, abordando producédo de citocinas, foi mostrada pela primeira vez por Takeda et
al. (1995). Nesse estudo 0s autores mostraram gque a administracdo oral de 6leo de
peixe induz altos niveis séricos de TNF-a. em camundongos infectados por T. cruzi.
Da mesma forma, os resultados publicados pelo nosso grupo em relagdo ao
desenvolvimento da infeccdo aguda por T. cruzi em camundongos suplementados
com Oleo de peixe também mostraram aumento da producdo de TNF-a por células
esplénicas (Lovo-Martins et al., 2017).

Assim sendo, a avaliacdo dos efeitos dos PUFAS n-3 sobre resposta
inflamatoria e a interacdo com vesiculas extracelulares secretadas por T. cruzi podem
indicar caminhos para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na relagéo
parasito-hospedeiro, assim como abrir novas perspectivas terapéuticas para a doenca

de Chagas.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas
em todo o mundo, principalmente popula¢gdes de baixa renda que vivem em climas
tropicais e subtropicais. Dentre elas, a Doenca de Chagas é considerada pela
Organizacdo Mundial da Saude como uma doenca tropical negligenciada (WHO,
2012) constituindo um problema significativo de saude publica. Por isso, pesquisas
que contribuam no entendimento da patogénese da doenga assim como de possiveis
compostos terapéuticos sdo importantes no cenario atual.

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs n-3), presentes principalmente
no Oleo de peixe, estdo associados com a modulacdo da inflamacéo e da resposta
imunolégica (Revisado por Calder 2018). Apesar dos beneficios cardiovasculares ja
estarem bem descritos, os efeitos dessa imunomodulacdo no curso de doencas
infecciosas ainda sao pouco conhecidos (Fritsche, 2007).

Uma vez que pesquisas desenvolvidas recentemente em nosso laboratorio
mostraram que a suplementacédo oral de camundongos com 6leo de peixe rico em
PUFAS n-3 atenua a infeccdo murina por T. cruzi, o estudo dos mecanismos
envolvidos nessa imunomodulacao torna-se de grande importancia, podendo, através
do desenvolvimento das pesquisas nessa area, futuramente considerar-se a
suplementacdo com PUFAs n-3 como terapia para tratamento da Doenca de Chagas
(Lovo-Martins et al., 2017).

Com a descoberta de que T. cruzi libera vesiculas contendo varias
moléculas que interferem na resposta imunolégica, modulando a infeccdo a favor do
parasito, e assim exercendo papel importante na patogénese da doenca de Chagas
(Goncalves et al., 1991; Trocoli Torrecilhas et al., 2009), novos estudos sdo essenciais
para determinar a funcéo destas vesiculas em diferentes situacdes bioldgicas, como
por exemplo, sob os efeitos dos PUFAs n-3. O estudo aqui apresentado contribui para
uma maior compreensao dos mecanismos envolvidos na patogenicidade induzida por
vesiculas extracelulares de T. cruzi, e ao mesmo tempo ratifica o efeito

imunomodulador dos PUFAs na infeccao por T. cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos imunopatolégicos de vesiculas extracelulares de
Trypanosoma cruzi, assim como a sua associacdo a acdo imunomoduladora dos

acidos graxos poli-insaturados na patogénese da doenca de Chagas experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter e purificar vesiculas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y);

b) Avaliar o curso da infecgdo por T. cruzi determinando a curva de parasitemia
e 0 parasitismo cardiaco nos animais infectados, submetidos ao tratamento
com 6leo de milho ou 6leo de peixe, associados a inoculacéo de EVs Y;

c) Caracterizar a resposta imunoldgica (producao de citocinas e de 6xido nitrico)
de células esplénicas obtidas de animais infectados ou ndo, submetidos ao
tratamento com 6leo de milho ou 6leo de peixe, associados a inoculacdo de
EVsY;

d) Avaliar os efeitos das EVs Y e de acidos graxos sobre a capacidade de invaséo
do T. cruzi em macréfagos diferenciados a partir das células da medula éssea
de camundongos C57BL/6, determinando a producdo de PGE2, 6xido nitrico,

citocinas e formacao de corpos lipidicos.
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4 CAPITULO I: Artigo publicado na revista Frontiers in immunology

“Extracellular vesicles shed by Trypanosoma cruzi potentiate infection and
elicit lipid body formation and PGEz production in murine macrophages”
(Vesiculas extracelulares liberadas por Trypanosoma cruzi potencializam a infeccao
e elicitam a formacé&o de corpos lipidicos e producédo de PGE2 em macréfagos

murinos)

Autores: Maria Isabel Lovo-Martins, Aparecida Donizette Malvezi, Nagela Ghabdan
Zanluqui, Bruno Fernando Cruz Lucchetti, Vera Lucia Hideko Tatakihara, Patricia
Alves Morking, Admilton Gongalves de Oliveira, Samuel Goldenberg, Pryscilla Fanini

Wowk and Phileno Pinge-Filho.

Neste capitulo, parte dos resultados da tese foram compilados em um
primeiro publicado na revista Frontiers in Immunology (fator de impacto 6.429, Qualis:
Al, area CB-1 em abril de 2018). Esse primeiro artigo descreve os efeitos da
inoculacdo de vesiculas extracelulares liberadas por formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi no desenvolvimento e imunopatologia da infeccdo experimental
por T. cruzi em camundongos C57BL/6. Avaliamos principalmente a resposta
imunologica dos animais dos diferentes grupos de tratamentos, focando na anélise do
perfil de citocinas e éxido nitrico produzidos no plasma, na responsividade das células
esplénicas e também analisando células e lavado do periténio, local da inoculagéo
tanto das vesiculas de T. cruzi como do proprio parasito. Adicionalmente,
descrevemos os efeitos das vesiculas extracelulares de T. cruzi em macréfagos,
células importantes da imunidade inata que participam ativamente da resposta
imunoldgica durante a infeccédo por T. cruzi, mas que podem ter seus mecanismos
tripanocidas subvertidos pelo parasito, permitindo sua infeccdo e replicacdo. Os
experimentos in vitro trouxeram novos conhecimentos acerca dos efeitos diretos das
vesiculas extracelulares de T. cruzi sobre macréfagos, onde mostramos que as
vesiculas extracelulares de T. cruzi elicitam a formacdo de corpos lipidicos e

promovem a producao de prostaglandina E2, mesmo na auséncia do parasito.
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During the onset of Trypanosoma cruzi infection, an effective immune response is
necessary to control parasite replication and ensure host survival. Macrophages have
a central role in innate immunity, acting as an important trypanocidal cell and triggering
the adaptive immune response through antigen presentation and cytokine production.
However, T. cruzi displays immune evasion mechanisms that allow infection and replica-
tion in macrophages, favoring its chronic persistence. One potential mechanism is the
release of T. cruzi strain Y extracellular vesicle (EV Y), which participate in intracellular
communication by carrying functional molecules that signal host cells and can modulate
the immune response. The present work aimed to evaluate immune modulation by EV
Y in C57BL/6 mice, a prototype resistant to infection by T. cruzi strain Y, and the effects
of direct EV Y stimulation of macrophages in vitro. EV Y inoculation in mice prior to
T cruzi infection resulted in increased parasitemia, elevated cardiac parasitism,
decreased plasma nitric oxide (NO), reduced NO production by spleen cells, and mod-
ulation of cytokine production, with a reduction in TNF-a in plasma and decreased
production of TNF-a and IL-6 by spleen cells from infected animals. /n vitro assays
using bone marrow-derived macrophages showed that stimulation with EV Y prior to
infection by T. cruzi increased the parasite internalization rate and release of infective
trypomastigotes by these cells. In this same scenario, EV Y induced lipid body forma-
tion and prostaglandin E; (PGE;) production by macrophages even in the absence of
T. cruzi. In infected macrophages, EV Y decreased production of PGE. and cytokines
TNF-a and IL-6 24 h after infection. These results suggest that EV Y modulates the
host response in favor of the parasite and indicates a role for lipid bodies and PGE: in
immune modulation exerted by EVs.

Keywords: extracellular vesicles, lipid bodies, macrophages, prostaglandin Ez, Trypanosoma cruzi
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INTRODUCTION

The protozoan Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas
disease, was discovered by Carlos Chagas more than 100 years
ago when its life cycle, vector, and pathogenesis in humans were
described (1). However, the elucidation of the mechanisms
involved in the parasite-host interaction and modulation of the
immune response remain incompletely understood. According
to the World Health Organization (2017), seven to eight mil-
lion people are infected with T. cruzi worldwide, and over than
10,000 deaths are recorded annually, mostly in Latin America,
an endemic area for Chagas disease (2). Recently, new cases have
been reported in North America, Asia, and Europe, mainly due
to the migration of infected individuals from endemic areas and
through non-vectorial transmissions, such as blood transfusion,
organ transplants, and congenital transmissions (3).

In vector-borne transmissions, metacyclic trypomastigotes are
released in the triatomine excreta when insects feed on mammalian
blood. These metacyclic trypomastigotes invade host cells where
they transform into replicative amastigotes. After intense replica-
tion, amastigotes differentiate into trypomastigotes, an event that
culminates with the disruption of the infected cell membrane and
release of a substantial number of blood trypomastigote forms
that spread the pathogen to other body sites, such as heart tissues
(4, 5). During early infection, the innate immune system initiates
a host defense that plays an important role in controlling parasite
replication and spread in host tissue, with the involvement of
cytokines IFN-y (6), TNF-a (7), and IL-12 (8) and immune cells
such as macrophages, natural killers, and dendritic cells (9, 10).
Later in the infection, adaptive immunity develops, potentiating
innate immunity. A strong and persistent polarized T helper 1
response is established against intracellular parasites (11), and
an anti-T. cruzi CD8 immune response is focused on parasitic
immunodominant epitopes. These T-cell responses are important
for controlling parasitemia, tissue parasitism, and polyclonal
B-cell activation with antibody production (12). However, due
to T. cruzi immune evasion mechanisms, this intense immune
response fails to clear parasitic infection, leading to its persistence
and development of the chronic phase of Chagas disease (13).

An important immune evasion mechanism in infectious dis-
eases is the cell-cell modulatory action promoted by the release
of heterogeneous extracellular vesicles (EVs). The following main
classes of EVs are categorized based on their intracellular origin:
the exosomes (50-150 nm diameter) formed inside multivesicu-
lar bodies and released upon fusion of these endosomal compart-
ments with the plasma membrane and plasma membrane-derived
EVs (50-1000 nm diameter) that are formed by direct budding
and constriction from the plasma membrane. These vesicles can
transport proteins from the membrane of the original cell, as
well as intracellular proteins and nucleic acids, including small
RNAs, which can modulate the target cell (14). Hence, EV's have
the potential to be used for immunotherapy, immunization,
and diagnosis. In fact, especally in T. cruzi, the following differ-
ent mechanisms for vesicle release have been described: larger
vesicles that bud from the plasma membrane and smaller vesicles
that bud within the flagellar pocket are released through exocyto-
sis of multivesicular bodies (15, 16).

T. Cruzi Extracellular Vesicles Modulate Macrophages

Recently, the role of EVs that are secreted by different parasites
during infection and disease progression have been the focus of
several investigations. In some cases, EV's displayed a protective
role (17-22). However, in other cases, injection of EV's resulted in
downregulation of the immune response followed by an increase
in parasitemia (23). Furthermore, when EVs from Trypanosoma
brucei were engulfed by mammalian erythrocytes, cell clearance
led to anemia (24).

Although it has been known since 1991 that shedding 1. cruzi
EVs contain several molecules that interfere with the immune
response (25), it was only in 2009 that Trocoli-Torrecilhas et al.
showed that inoculation of Balb/c mice, a classical Chagas
disease susceptibility model, with EVs from T. cruzi strain Y
7 days before infection led to early mortality and severe heart
damage (26). T. cruzi EVs carry proteins related to metabolism,
signaling, survival, and parasite virulence (15, 27). Moreover,
small RNA and proteins involved in the small RNA pathway were
detected inside EVs (28). Compared with the parasite intercel-
lular compartment, this small RNA has a distinctive profile (29)
and varies between parasite stages used to obtain EVs (30).
Indeed, T. cruzi EVs promote gene expression changes in host
cells, mainly modifying host cell cytoskeleton, extracellular
matrix, and immune responses pathways, which are essential
events in the T. cruzi-host cell interplay (31). Moreover, interac-
tion between T. cruzi EVs and lineage cells in vitro suggests that
the release of EVs from T. cruzi-infected host cells is important
for the modulation of host responses against the parasite (32, 33).
These phenomena are strain specific, meaning that EVs shed by
host cells infected by one strain do not have effects on the host
response to another strain (34).

In this work, we aimed to investigate the role of EVs from
T. cruzi strain Y in the innate immune compartment, peritoneal
macrophages, and spleen cells from C57BL/6 mice during T. cruzi
acute infection through the quantification of nitric oxide (NO),
cytokines, and macrophage immunophenotyping. In addition, we
developed in vitro experiments using macrophages to assess the
influence of EVs released by T. cruzi in the interaction between
T. cruzi and host cells, Understanding the mechanisms by which
EVs from the parasite act on host cells could eventually lead to the
design of new strategies to control Chagas disease.

MATERIALS AND METHODS

Animals

C57BL/6 mice (male, aged 6-8 weeks) were obtained from the
Instituto Carlos Chagas, Curitiba/Fiocruz-PR, Brazil, and main-
tained under standard conditions in the animal house of the
Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina. A commercial
rodent diet (Nuvilab-CR1, Quimtia-Nuvital, Colombo, Brazil)
and sterilized water were available ad libitum.

This study was carried out in accordance with the recommen-
dations of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
of the Brazilian National Council of Animal Experimentation.
The protocol was approved by the Committee on the Ethics
of Animal Experiments at Londrina State University (CEEA,
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process number 11/2015- 7045.2015.06). 'The use of Swiss mice
for the maintenance of the parasite strain was also approved for
the Committee on the Ethics of Animal Experiments at Londrina
State University (CEEA, process number 28.841.2016.41).

Parasite and Cells

Trypanosoma cruzi strain Y, belonging to the T. cruzi I (Tcl)
lineages (35), was maintained by weekly intraperitoneal inocula-
tions of blood trypomastigote forms into Swiss mice. Vero E6
cells (ATCC#1008) were maintained in Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640) medium supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), 2 mM vr-glutamine, 10 mM HEPES,
100 Ul/mL penicillin, and 100 pug/mL streptomycin (all reagents
from Gibco, Grand Island, NY, USA) at 37°C and under a 5%
CO; atmosphere.

Additionally, blood trypomastigotes obtained from infected
Swiss mice 10 days post-infection (dpi) were used for in vitro
infection of Vero E6 cell monolayers. Trypomastigote forms
derived from the cell-culture supernatant were used for parasite
expansion in Vero E6 and infection of bone marrow-derived
macrophages (BMDMs) and mice. Trypomastigote cultures were
also used for EV purification and for T. cruzi-antigen (TcAg)
preparation.

T. cruzi EVs (EV Y)

Extracellular vesicles purified by tissue culture-derived trypo-
mastigotes from T. cruzi strain Y were obtained as briefly described.
Trypomastigotes collected from the supernatants of infected Vero
E6 cells were washed three times in RPMI medium (2,600 X g,
10 min) and were incubated for 2 h at 37°C in RPMI (1 x 10%/mL)
without FBS for spontaneous EV release. Trypomastigotes were
removed by centrifugation (2,600 X g 10 min), and EV-containing
supernatants were filtered through a 0.45-pm sterile membrane.
EV purification was performed with total exosome isolation
from cell-culture media reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
according to the manufacturer’s instructions. The EV Y pellet was
suspended in phosphate-buffered saline (PBS).

The size, distribution, and concentration of EV Y were meas-
ured in a NanoSight LM10 instrument (Malvern Instruments
Ltd, Malvern, UK). The data obtained were analyzed using
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) software (version 3.1)
with default settings, according to the manufacturer’s protocol.
EV preparation was sampled twice to generate two independent
dilutions and reduce the number of particles in the field of view
below 200 detected tracks per image. From each sample, five
videos (30 s each) were analyzed. All samples were measured
using the same detection threshold (Figure SI in Supplementary
Material) (36).

Experimental Design of In Vivo

Experiments

C57BL/6 male mice were injected intraperitoneally with EV Y
obtained from 10° T. cruzi trypomastigotes. After 7 days, the
animals were infected intraperitoneally with 5 x 10° trypomas-
tigote forms. Mice that were inoculated with EV Y or PBS but
not infected and non-EV Y-treated mice infected with T. cruzi

were used as controls. Parasitemia was monitored by counting
the number of trypomastigotes in 5 pL of fresh blood collected
from the tail vein as previously described (37). At day 12 post-
infection (19 days after PBS or EV' Y inoculation), the animals were
anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
and sacrificed by cervical dislocation. The blood, heart, and
spleen were collected. The blood was centrifuged at 1,300 x g for
10 min at room temperature, and the plasma was aliquoted and
frozen for nitrite and cytokine measurement. The heart was fixed
in 10% buffered formalin for histological analysis. Spleen cells
were cultured with medium or total antigen of T. cruzi (TcAg)
as previously described (38), and the supernatants were stored
for the quantification of nitrite, cytokines, and prostaglandin E;
(PGE,) (Cayman, Ann Arbor, MI, USA). The 12th day after infec-
tion was chosen during this phase, NO production is elevated, the
cells of the acquired immune response are already activated, and
the host response begins to control parasitemia (39-41).

Histological Analysis of the Heart

Heart halves were fixed in buffered formalin, dehydrated, and
embedded in paraffin by a routine technique. Then, 5-um-thick
sections were stained with hematoxylin-eosin and analyzed by
light microscopy. Cardiac parasitism was evaluated by counting
the number of amastigote nests visualized at 1,000 magnification
in six sections of the heart per animal, as previously described (42).
The results are expressed as the mean of the number of amastigote
nests per section. The data for each group are the mean + SEM of
five animals per group in two independents experiments.

Peritoneal Lavage and Macrophages

To verify the in vivo effects of EV Y at the site of inoculation,
weextracted peritoneallavageand macrophagesfrommiceinthe
four groups described below. Uninfected mouse samples were
collected 7 days after PBSor EV Y (from 10° T. cruzi trypomas-
tigotes) inoculation. Infected groups were inoculated with PBS
or EV Y, and after 7 days, they were infected with 5 x 10° T.
cruzi. The peritoneal lavage and macrophages were collected
at 7 dpi. After anesthesia and cervical dislocation, 2 mL of cold
PBS was injected into the mouse peritoneum, the peritoneum
was massaged, and the fluid was collected. Peritoneal lavage
fluid was centrifuged and frozen for nitrite quantification.
Macrophage immunophenotyping was performed by flow
cytometry.

Peritoneal Macrophage

Immunophenotyping

Cells were stained with a panel of immunophenotyping antibodies
for 30 min at 4°C (anti-CD11b-FITC, anti-CD45-PE, anti-CD86-
PECy5, anti-MHC-I-PE, anti-MHC-II-PECy5, and anti-F4/80-
PE, all antibodies from BioLegend, Inc. CA, USA). Data were
collected using an Accuri C5 flow cytometer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) and analyzed by Flow]o software (Tree
Star, Ashland, OR, USA). Compensation and isotype controls
were also included. Gating strategies in SSC-A/SSC-H were used
to exclude the doublets, and gating in forward and side scatter-
ing (FSC/SSC) allows the separation of macrophages from other
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small cells. Only CD11b* cells (macrophages) were analyzed for
the frequencies of other surface markers.

Nitrite Quantification

The concentration of nitrite in spleen and macrophage cell-
culture supernatants was directly determined by the Griess assay
(43), which estimates total NO concentrations via nitrite analysis.
Plasma and peritoneal lavage nitrite levels were evaluated by the
cadmium Griess assay, as previously described (44).

Cytokine Measurement by Flow Cytometry
Cytokine concentrations in plasma and spleen-cell culture super-
natants were quantified by a Cytometric Bead Array (CBA)-Mouse
Inflammation Kit, according to the manufacturer’s instructions
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). TNF-«, IL-6,1L-12p70,
IFN-y, MCP-1, and IL-10 flow cytometry measurements were
performed on an Accuri C5 flow cytometer, and a total of 1,800
events were acquired for each sample. FCAP Array software was
used for data analysis.

Culture of Bone Marrow-Derived

Macrophages

The differentiation of BMDMs from C57BL/6 mice was performed
as previously described (45) using 1.929-cell-conditioned medium
as a source of granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
(46). Fresh bone marrow cells were collected from two femurs
and tibias in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco, Grand Island, NY, USA) and depleted of erythrocytes
with ammonium chloride. Cells were seeded in six-well tissue
culture plates (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
at 2-3 x 10° cells/mL and incubated at 37°C under a 5% CO:
atmosphere in DMEM supplemented with 25% FBS and 30% 1929
cell-conditioned medium. Four days after the cells were seeded,
3 mL of fresh supplemented DMEM was added per well, and the
cells were incubated for an additional 3 days. To harvest BMDMs,
we discarded the supernatants and detached adherent cells. The
cells were resuspended in supplemented DMEM that was used in
all in vitro assays (10% FBS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES,
100 UI/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin). The BMDM
concentration was determined, and the cells were seeded in tissue
culture plates for 4-12 h to ensure complete adherence.

Experimental Design With Bone Marrow-

Derived Macrophages

BMDM were seeded at a density of 2 X 10° cells/well in 24-well
plates with circular coverslips for a trypomastigote internaliza-
tion assay and lipid body assay (47); in 48-well plates for a try-
pomastigote release assay; and in 96-wells plates for NO, PGE,,
and cytokine quantification in the supernatants. After cells were
adhered to the plates, they were incubated for 24 h at 37°C under
a 5% CO. atmosphere with EV Y obtained from 107 T. cruzi
trypomastigotes for parasite internalization, lipid body, and
release assays. Next, the cultures were washed with PBS at 37°C
to remove available EV Y, and trypomastigote forms from the
T. cruzi Y strain were added to allow parasite-macrophage inter-
action as follows: 1 X 10° parasites/well during 14 h of infection

for the internalization and supernatant assays, 1 X 10° parasites/
well for 24 h for the lipid body assay, and 2 x 10" parasites/well
during 14 h of infection for the release assay. Non-internalized
trypomastigotes were removed by three washes with PBS at 37°C.
For the NO assay in supernatants, lipopolysaccharide (LPS from
Escherichia coli 026:B6) was used as a positive control (Sigma,
St. Louis, Missouri, EUA).

To investigate T. cruzi internalization, after 14 h of infection,
we fixed macrophages with 100% methanol and stained them
with Giemsa (Merck, Kenilworth, NJ, EUA). The coverslips were
then removed from the plate and mounted on glass slides with
Permount mounting medium (Fischer Chemical, Pittsburgh,
PA, USA). Quantification of the number of amastigotes per
macrophage was carried out using light microscopy where a total
of 1,500-2,500 cells were randomly counted in each group. The
internalization index was calculated by multiplying the percentage
of infected cells by the mean number of parasites per infected cell
(47, 48). The internalization of the control group, without EV Y, was
considered 100%, and all internalization indices were normalized.

To determine the number of macrophage-released parasites,
we collected the supernatants from 48-well plates daily and
individually and subjected them to centrifugation (2,600 x g,
5 min, RT). Trypomastigotes were counted in a Neubauer
chamber. The results are expressed as total number of T. cruzi
by sample (41, 49).

Osmium Tetroxide Staining for

Lipid Bodies

To evaluate if EV Y induces the formation of lipid bodies in
macrophages, we stained infected and uninfected cells with
osmium tetroxide as previously described (50), with some
modifications. Macrophages were fixed with formaldehyde
solution (formalin) 3.7%. Cells were then washed with distilled
water and stained with osmium tetroxide 1% in 0.1 M caco-
dylate buffer solution for 30 min. Then, the cells were washed
three times with distilled water and incubated with thiocar-
bohydrazide 0.25% for 3 min, a step that promotes reduction
of osmium and highly enhances lipid labeling. The thiocarbo-
hydrazide was removed, and osmium tetroxide 1% in 0.1 M
cacodylate buffer was reintroduced for 5 min. Finally, the cells
were washed three times with distilled water and mounted on
glass slides with Permount mounting medium. The cells were
analyzed by light microscopy, and the number of lipid bodies
per macrophage was counted in at least 1,000 macrophages in
each group. In this staining process, osmium tetroxide binds
to unsaturated lipids and is reduced to elemental osmium, an
easily visible and permanent black marker.

PGE: Quantification

Prostaglandin E, quantification in spleen and macrophage
cell-culture supernatants was performed by a Prostaglandin E,
Express ELISA Kit from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI,
USA). The test was performed according the instructions of the
manufacturer, and the samples from infected mice or infected
cells were diluted before analysis. The sensitivity of this assay was
15.6-2,000 pg/mL.
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Statistical Analysis

For column analysis, we used Student’s t-test to compare two
groups and one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s
post-test for more than three groups. To analyze grouped data,
we used two-way ANOVA with Tukey’s or Sidak’s post-test.
The values are presented as the mean + SEM. The results were
considered significant when P < 0.05. For statistical analysis, we
used the program Prism (version 6.0, GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).

RESULTS

NTA of EVs Isolated From T. cruzi
Strain Y

Extracellular vesicles spontaneously shed by tissue culture-derived
trypomastigote forms from strain Y were analyzed by NTA and
exhibited a profile compatible with that of previously described
EVs of T. cruzi (15,27, 51). In a representative analysis, EV Y had
a mean diameter size of 136.33 nm with a SD of 86.3 nm and a
mode of 94 (Figure S1 in Supplementary Material). Considering
the range of EV Y sizes obtained, these suspensions are likely a
mix of exosomes and plasma membrane-derived EVs. In this
work, we will refer to those heterogeneous samples as EVs.

T. cruzi EVs Increase Parasitemia and

Cardiac Parasitism in C57BL/6 Mice
Inoculation with PBS or EV'Y prior to infection (Figure 1A) did
not alter the parasitic load in blood in the beginning of the infec-
tion, specifically on 3 and 5 dpi. However, at 7 dpi, EV Y-inoculated
mice showed 2.5 times more parasites in blood than did control
PBS mice (Figure 1B, P < 0.0001). From 9 dpi, parasitemia
constantly decreased, and by 17 dpi, the parasites in the blood
appeared to be controlled in both PBS and EV Y-inoculated mice.
Cardiac parasitism was also evaluated in PBS or EV Y-inoculated
mice at 12 dpi. There were as many as two times more amastigote
nests in the hearts of mice that had received EV Y prior to infec-
tion than in those of mice that had received only PBS prior to
infection (Figure 1C, P < 0.05).

Inoculation of T. cruzi EVs Prior to
Infection Decreases the Levels of Plasma
NO and TNF-a and Production of NO and
Cytokines by Spleen Cells From Infected
Mice

Compared with control PBS inoculation in uninfected mice, EV
Y inoculation in uninfected mice did not change NO in plasma

C57BL/6 mice

Days post-infection

7 days Infection 7 dpi 2op
prior to infection day Peritoneal » plasma
lavage and * spleen
macrophages * heart
B Cc @
1.0x 108, XEX% - PBS 10+ —
- =
£ 8.0x105 EVY 285 g
= 23
§ 6.0x 105 § g 61
@ 4.0x1054 g o 44
®© T =
0 2.0x105 o g 2
ots—r—F—————— T 0-
0 357 91113151719212325 PBS EVY

FIGURE 1 | Previous inoculation of Trypanosoma cruzi extracellular vesicles (EVs) increases parasitemia and cardiac parasitism in C57BL/6 mice. C57BL/6 mice
were inoculated with EVs derived from T. cruzi Y (EV'Y) (i.p.). One week later, mice were infected with T. cruzi by the same route. (A) Experimental design for in vivo
assays [days post-infection (dpi)]. (B) Parasitemia was quantified on alternating days as trypomastigotes per milliliter of blood. (C) Cardiac tissues were examined by
hematoxylin and eosin staining on day 12 after T. cruzi infection. Parasitism was evaluated by counting the number of amastigote nests visualized at 1,000x
magnification in six sections of the heart per animal. The results were expressed as the mean of the number of amastigote nests per section. The results are
expressed as the mean + standard error from of five mice per group in an experiment representative of two similar experiments. “P < 0.05; ****P < 0.0001
significantly different. Two-way ANOVA with (B) Sidak’s post-test and (C) Student's t-test- GraphPad Prism.
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(Figure 2A). As expected, compared with PBS in the absence
of infection or EV Y inoculation, infection triggered a two-fold
increase in circulating NO at 12 dpi (Figure 2A, P < 0.01).
Although inoculation with EV Y had no effects on uninfected
mice, inoculation with EV'Y prior to infection downregulated the
secretion of NO in mice infected at 12 dpi to half the NO levels in
control mice (Figure 2A, P < 0.05).

Cytokine plasma levels (TNF-o, IFN-y, MCP-1, IL-12p70,
IL-10, and IL-6) in uninfected mice inoculated with PBS or EV
Y were lower than the limit of detection of the assay. In infected
mice, the levels of IL-12p70 and IL-10 were also below the detec-
tion threshold. However, despite the low levels of cytokines in
the plasma of uninfected mice, T. cruzi infection resulted in the
induction of high levels of cytokines TNF-a, IFN-y, MCP-1, and
IL-6 in plasma (Figures 2B-E). In addition, previous inocula-
tion with EV' Y in mice reduced the TNF-u level in plasma by
~50% compared with the level in PBS-inoculated infected mice
(Figure 2B, P < 0.05). However, EV Y inoculation prior to infec-
tion did not alter the levels of IFN-y, MCP-1, or IL-6 in the plasma
of infected mice at 12 dpi compared with those in the plasma of
PBS-inoculated infected mice (Figures 2C-E).

To assess the responsiveness of the immune cells from mice
in the different experimental groups, we harvested spleen cells
12 days after T. cruzi inoculation (19 days after EV Y or PBS
inoculation). Spleen cells from uninfected mice subjected to PBS
or EV Y inoculation produced low and similar levels of NO when
stimulated with TcAg (Figure 3A). Uninfected mouse spleen cells
stimulated with TcAg resulted in increased levels of cytokines

*% *

@ @
==l
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N
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o

o

PBS EVY
Uninfected

PBS EVY
T.cruzi Y

PBS EvY
T.cruziY
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T.cruziY
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T.cruziY
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FIGURE 2 | Incculation of Trypanosoma cruzi extracellular vesicles (EVs) prior
to infection decreases the plasmatic levels of nitric oxide and TNF-u in
infected mice. C57BL/6 mice were inoculated with EVs derived from T. cruzi
Y (EV'Y) or phosphate-buffered saline (PBS, i.p.). One week later, the mice
were infected with T. cruzi by the same route. Uninfected and PBS-inoculated
mice were used as controls. Plasma was collected on day 12 after 7. cruzi
infection. (A) Nitrite in infected and uninfected mice was quantified by the
cadmium Griess assay. Cytokines (B) TNF-a, (C) IFN-y, (D) MCP-1, and

(E) IL-6 were quantified by the Cytometric Bead Array. The results are
expressed as the mean + standard error from 5 to 9 mice per group in an
experiment representative of two similar experiments. *P < 0.05; **P < 0.01
significantly different. Two-way ANOVA with (A) Sidak's post-test and (B=E)
Student’s t-test—GraphPad Prism.

TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10, and IL-6 (Figures 3B-F). Spleen
cells from uninfected mice inoculated with EV Y that were
stimulated in vitro with TcAg showed at least two times lower
levels of TNF-o, IFN-y, IL-10, and IL-6 than did spleen cells from
uninfected PBS-inoculated mice that were stimulated in vitro
with TcAg (Figures 3B,C,E,F; P < 0.001, P < 0.01, P < 0.05, and
P < 0.01, respectively).

As expected, compared with spleen cells from uninfected
mice, spleen cells from T. cruzi-infected mice spontaneously
produced more NO and cytokines when cultured with medium
and even more when stimulated in vitro with TcAg (Figure 3).
The spontaneous and TcAg-stimulated NO production by spleen
cells isolated from infected mice inoculated with EV Y before
infection was significantly lower than that by spleen cells from
PBS-inoculated mice (Figure 3G, P < 0.05 and P < 0.01). In
the same way, compared with spleen cells from PBS-inoculated
mice that were stimulated in vitro with TcAg, spleen cells iso-
lated from infected mice inoculated with EV Y before infection
produced approximately half the levels of pro-inflammatory
cytokines TNF-« and IL-6 when stimulated in vitro with TcAg
(Figures 3H,L, P < 0.01 and P < 0.0001, respectively). However,
EV Y inoculation in vivo was not always associated with a
decrease in ex vivo production of cytokines. Even in the TcAg-
stimulated spleen cells, inoculation with EV Y prior to infection
did not alter the production of the pro-inflammatory cytokines
IEN-y (Figure 3I) and MCP-1 (Figures 3D,]). Notably, EV
Y inoculation did not alter the production of the regulatory
cytokine IL-10 (Figure 3K).

Previous Inoculation of T. cruzi
Extracellular Vesicles Decreases
Production of Nitrite in the Peritoneal
Lavage and Alters the Expression of
Surface Activation Molecules in
Macrophages Harvested From T. cruzi-
Infected Mouse Peritoneum

The inoculation of PBS or EV Y in vivo and infection with T.
cruzi were always performed by the intraperitoneal route. Hence,
we decided to analyze the peritoneal environment through the
quantification of NO in the peritoneal lavage and through phe-
notypical analyses of the macrophages present in the peritoneum
of uninfected mice at 7 days after PBS or EV' Y inoculation and in
that of infected mice at 7 dpi (14 days after EV Y or PBS inocu-
lation). In the uninfected groups, the NO levels were the same
between PBS- or EV Y-inoculated mice (Figure 4). Compared
with uninfected mice, PBS-inoculated mice showed a two-fold
increase in NO production in the peritoneal lavage after T. cruzi
infection. These increased levels of NO were not observed in mice
that had received EV Y prior to infection (Figure 4).

The flow cytometry analysis of peritoneal macrophages is
represented in Figure 5A. For this analysis, doublets were
excluded, and peritoneal macrophages were identified according
to size and complexity. From this gate, only CD11b* cells were
analyzed. Although most cells in the selected gate showed surface
expression of the markers CD11b* and CD45%, confirming the
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FIGURE 3 | Inoculation of Trypanosoma cruzi extracellular vesicles (EVs) prior to infection decreases production of nitric oxide and cytokines by spleen cells from
infected mice. C57BL/6 mice were inoculated with EVs derived from T. cruzi Y (EV'Y) (i.p.). One week later, the mice were infected with T. cruzi (Y strain) by the same
route. Infected, uninfected, and PBS-inoculated mice were used as controls. Spleens were harvested 12 days after T. cruzi infection (19 days after EV'Y or PBS
inoculation). The cells were cultured with medium or T. cruzi antigen (TcAg) for 48 h. (A,G) Nitrite in the supernatants of cultured spleen cells from uninfected mice
(left column) and cultured spleen cells from infected mice (right column) were quantified by the Griess assay. Cytokines (B,H) TNF-a, (C,l) IFN-y, (D,J) MCP-1, (E,K)
IL-10, and (F,L) IL-6 in the supernatants of cultured spleen cells from uninfected and infected mice, respectively, were quantified by the Cytometric Bead Array.

The results are expressed as the mean + standard error from four mice per group in an experiment representative of two similar experiments. *P < 0.05; **P < 0.01;
***P < 0.001; **** P < 0.0001 significantly different (two-way ANOVA with Tukey's post-test)—GraphPad Prism.
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FIGURE 4 | Previous inoculation of Trypanosoma cruzi extracellular vesicles
(EVs) decreases production of nitric oxide in the peritoneal lavage of

T. cruzi-infected mice. C57BL/6 mice wers inoculated with EVs derived from
T cruzi Y (EVY) (i.p.). One week later, the mice were infected with T. cruzi
(Tc) by the same route or were inoculated with EV'Y alone. Uninfected and
PBS- or EV Y-inoculated mice were used as controls. On day 7 after T. cruzi
infection and on day 7 after EV'Y inoculation in uninfected animals, the
peritoneum was washed, and nitrite was quantified in these fluids by the
cadmium Griess assay. The results are expressed as the mean + standard
error from 4 to 9 mice per group in an experiment representative of two
similar experiments. *P < 0.05 significantly different (one-way ANOVA with
Tukey's post-test)—GraphPad Prism.

selection of the macrophage population (Figure 5B), the median
fluorescence intensity (MIF) of CD11b after infection decreased
by 50% in the PBS- and EV-inoculated groups (Figure 5C,
P < 0.01). The percentage of cells expressing the co-stimulatory
receptor CD86 was not significantly different between the
groups (Figure 5D), but the cells from PBS-inoculated and
infected mice showed more CD86 in macrophages than did
cells from uninfected mice. Surprisingly, compared with the
macrophages from uninfected groups, the macrophages from
the group that had received EV Y before infection did not show
increased CD86 (Figure 5E).

As expected, all cells exhibited the major histocompatibility
complex class I (MHC-I) protein (Figure 5F), and infection
increased MHC-I in macrophages by approximately sevenfold
(Figure 5G, P < 0.0001).

The percentage of macrophages positive for MHC-II mole-
cules was similar between the uninfected groups (PBS- and EV
Y-inoculated). The infection triggered an increase in macrophages
presenting MHC-II in mice inoculated with PBS before infection
(P < 0.0001). Despite the increase in MHC-II in macrophages
from EV Y-inoculated infected mice, this increase was 34% lower
than that observed in macrophages from the PBS-inoculated and
infected mice (Figure 5H, P < 0.05). When the levels of MHC-II
were analyzed by MIE, macrophages from mice inoculated
with EV Y and from mice that were uninfected showed higher
MHC-II expression than did all the other mice, even infected
mice (Figure 5I).

Concerning the analysis of F4/80 protein, the percentage of
macrophages that tested positive for this protein was reduced
by 50% in the PBS-inoculated and infected group. The infection
did not induce a reduction in F4-80 expression in mice that had
received EV Y before the infection (Figure 5], P < 0.05). The
uninfected group showed higher F4/80 expression levels than
did the following three groups: EV Y-inoculated and uninfected,
PBS-inoculated and infected, and EV Y-inoculated and infected
groups (Figure 5K, P < 0.001).
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Macrophage Stimulation With T. cruzi EVY
Increases T. cruzi Infection and
Trypomastigote Release From Infected

Cells but Decreases Nitrite Production

In the in vitro assays, BMDMs were incubated with EV Y
for 24 h, and after removal of EV Y, the cells were infected
with trypomastigotes (Figure 6A). This previous contact of
the macrophages with EV Y promoted a significant increase
(82%) in the number of internalized amastigotes, as assessed
by the internalization index (Figure 6B, P < 0.01). The mean
number of amastigotes in 250 macrophages showed that mac-
rophages previously stimulated with EV Y were more infected
and presented a higher number of internalized amastigotes
(Figures 6C,D).

To verify the infection efficiency rate, we measured the release
of trypomastigotes daily in the supernatant of infected mac-
rophage cultures. The macrophages that had contact with EV Y
before infection released three times more trypomastigotes than
did the macrophages cultured only with medium, especially on
the eighth day after the infection (Figure 6E, P < 0.0001).

To evaluate the modulation of NO production by EV Y
in vitro, as BMDM were not activated by in vivo events such as
chemotaxis gradients or cytokines, we stimulated BMDMs with
LPS.LPS s a classical activator of macrophages by TLR4 stimula-
tion; in response to LPS, macrophages produce NO, among other
things (positive control) (45). Macrophages were incubated with
EV Y for 24 h, and after removal of EV Y, cells were stimulated
with LPS for another 24 h. Incubation with EV Y alone did
not induce NO production by macrophages. By contrast, LPS
induced high levels of NO release by macrophages (P < 0.0001).
However, compared with macrophages stimulated with LPS
alone, macrophages incubated with EV Y and then stimulated
with LPS produced half of the level of NO (Figure 6F, P < 0.001).

EV Y Stimulation Induces Macrophage
Lipid Body Formation and PGE:
Production and Reduces Pro-

Inflammatory Cytokine Production

To verify the influence of EV Y in lipid body formation in mac-
rophages, we incubated BMDMs with EV Y for 24 h, and after
removal of EV'Y, the cells were infected with trypomastigotes for
another 24 h. Non-stimulated or EV Y-stimulated cells were ana-
lyzed. Osmium tetroxide staining was used to detect lipid bodies,
which resemble black marks in the cytoplasm (Figure 7B). The
infection increased the formation of lipid bodies in macrophages
by fourfold, and previous incubation with EV'Y did not alter these
lipid body levels. Interestingly, incubation of macrophages with
EV Y alone was sufficient to induce lipid bodies in macrophages
(Figure 7A, P < 0.01).

Additionally, we assessed PGE, production by macrophages
exposed to EV Y. In addition to lipid body formation, EV
Y-stimulated macrophages showed higher PGE, production
than did non-stimulated macrophages (Figure 7C, P < 0.01).
Previous contact with EV Y markedly reduced PGE: produc-
tion in uninfected cells compared with that in infected cells
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FIGURE 5 | Previous inoculation of Trypanosoma cruzi extracellular vesicles (EVs) alters the expression and frequency of surface activation molecules in macrophages
harvested from infected-mouse peritoneum. C57BL/6 mice were inoculated with extracellular vesicles derived from T. cruzi Y (EV'Y) (i.p.). One week later, the mice were
infected with T. cruzi by the same route or were inoculated with EV'Y only. Infected, uninfected, and PBS-inoculated mice were used as controls. On day 7 after T. cruzi
infection and on day 7 after EV Y inoculation in uninfected animals, peritoneum cells were harvested and analyzed by flow cytometry. (A) Gate strategy definition,

(B,C) and the cells positive for the molecule CD11b were immunophenotyped for the frequency (%) and expression levels (median intensity of fluorescence (MIF)) of
surface molecules (D,E) CD86, (F,G) MHC-I, (H,l) MHC-I/MHC-II, and (J,K) F4/80. The results are expressed as the mean + standard error from 4 to 7 mice per group
in an experiment representative of two similar experiments. *P < 0.05; **P < 0.01 significantly different (one-way ANOVA with Tukey'’s post-test)—Graph Pad Prism.

cultured with medium (P < 0.001). EV Y also decreased TNF-«
(P < 0.01) and IL-6 (P < 0.001) production in infected mac-
rophages (Figure 7C).

To assess the in vivo effect of EV Y on PGE, production, we
harvested spleen cells from mice in the different experimental
groups 12 days after T. cruzi inoculation (19 days after EV Y or
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(D) Representative pictures of macrophages stained with Giemsa at 1000x magnification of infected cells in both groups (control and EV'Y). Arrows indicate the
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PBS inoculation) and cultured them in vitro with medium or by T. cruzi been recognized; however, the mechanisms by which
stimulated them with TcAg for 8 h. Spleen cells from uninfected =~ EV Y exert their pathological effects are incompletely understood
and infected mice stimulated with TcAg produced more PGE,  (53). Elucidating the underlying mechanism of the pathogenic
than did non-stimulated cells (Figures 7D,E, P < 0.05). In con-  effects of EVs shed by T. cruzi is pertinent to better understand
trast to macrophages exposed to EV Y in vitro, macrophages and  the parasite-host relationship.

spleen cells inoculated with EV Y in vivo did not exhibit altered In 2009, a study reported that inoculation with EV's shed by
PGE, production in these animals at this time point in either ~ T. cruzi prior to infection in susceptible BALB/c mice increased
uninfected or infected mice (Figures 7D,E). cardiac parasitism and accelerated mortality rates, without a sig-

nificant increase in blood parasitemia (26). Herein, we explored
DISCUSSION the role of EV Y in experimental acute murine infection using

resistant C57BL/6 mice and the Y strain of T. cruzi. Animal inocu-
The pathogenesis of Chagas disease is complex and involves  lation with EV Y before infection with trypomastigote forms
many interactive pathways between hosts and parasites (52). In  led to a transient but substantial increase in the blood parasitic
this context, only in the last decade has the role of EVs released  load at the beginning of the infection (7 dpi). A few days later,
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significantly different (one-way ANOVA with Tukey's post-test)—GraphPad Prism.

at 12 dpi, when the blood parasitic load was similar between the
control and the EV Y-inoculated groups, amastigote parasitism in
cardiac tissue was higher in mice that had received EV'Y prior to
infection. However, inoculation with EV Y before infection did
not lead to mortality among the animals.

The role of EV Y in intercellular communication between host
cells and T. cruzi has been considered in recent years (54). Bayer-
Santos et al. showed that EVs released by T. cruzi are endocytosed
by cells and reach the cytoplasm where they can eventually release
their content (15). In another study, Neves et al. demonstrated that
EVs shed by T. cruzi Y strain act in macrophages by increasing the

adherence of the parasite, while EVs released by T. cruzi CL-Brener
strain enhance macrophage infection by this strain through acid
phosphatase activities (55). Garcia-Silva et al. showed that EV
cargo promotes the life-cycle transition of epimastigotes into
trypomastigotes and can be transferred between parasites and
susceptible mammalian cells, increasing their infection suscep-
tibility (28). The effects of EVs shed by parasites in infections
are not exclusive to T. cruzi. In fact, in murine infections with
Leishmania major and Leishmania donovani, preinoculation with
EVs from these parasites resulted in increased edema and parasit-
ism in the hind legs of mice (23). In vitro, the communication
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between parasites and macrophages through parasite EVs was
also described in Leishmania by Silverman et al, who showed
that parasite EVs induced production of IL-8 but not TNF-a by
macrophages, which led to immunosuppression in the host and
prepared cells for Leishmania infection (56).

During the acute phase of infection, the recognition of T. cruzi
by Toll-like receptors on macrophages (57) triggers production
of TNF-uo and IL-12, which in turn activates other cells, such as
natural killers and lymphocytes, to produce IFN-y (58). Hence,
IFN-y activates macrophages and controls intracellular parasite
growth through the production of NO by the enzyme inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and reactive oxygen molecules
(6, 59, 60). NO has a trypanocidal effect (39) as it reacts with
superoxide (O;7) to produce the very toxic molecule peroxyni-
trite (ONOO~), which leads to oxidation of thiol groups and
nitrosylation of parasitic amino acids and proteins (61, 62). NO
also modulates the effector immune response by regulating/
enhancing inflammation during T. eruzi infection (60).

Although infection with T. cruzi triggered NO production
assessed in plasma, mice that were inoculated with EV Y prior
to T. cruzi challenge did not show a corresponding increase in
the plasmatic levels of the trypanocidal molecule NO. In the
peritoneum, the location of EV Y and T. ¢ruzi inoculation, the
levels of NO in mice that had received EV Y prior to infection
were also lower than those in control mice and were similar to
the levels in uninfected mice. The same phenomenon occurred
in vitro when spleen cells from mice that had received EV Y
in vivo before infection were stimulated with TcAg. Taken
together, these data show that intraperitoneal inoculation with
EV Y was able to alter the responsiveness of immune cells both
locally and systemically. Inoculation of EV'Y without subsequent
infection did not stimulate NO production in plasma, peritoneal
lavage or spleen-cell supernatants. These results suggest that
EV Y stimulation had no direct trypanocidal activity in host
macrophages, but it modulates these cells, creating a favorable
environment for the parasite with lower NO production, which
probably contributes to the higher parasitemia observed in mice
treated with EV Y before infection.

The lower production of NO in infected mice induced by
previous contact with EV Y partially corroborates the results of
Torrecilhas et al. (26). They described the low activity of iNOS
in the heart tissue of infected BALB/c mice primed with T. cruzi
vesicles, but there was no significant difference in NO levels in the
supernatants of spleen-cell cultures between vesicle-treated and
control animals. In a chronic study developed by Nogueira etal.,
spleen cells from infected mice at 180 dpi were cultured in vitro
with vesicles from different T. cruzi strains and responded with
increased production of NO (51). However, a major difference
between these studies should be mentioned and has to be taken
into consideration; in the acute infection model shown here and
by Torrecilhas et al., EV'Y was administered in vivo before infec-
tion (26), whereas in the chronic model, the vesicles were added
in vitro to the spleen cells of chronically infected animals (51).

Although inoculation was always performed in the peritoneal
cavity, our study provided further evidence for the systemic effect
of EV Y in infected mice; modulation of the innate immune
response was demonstrated by the low plasmatic levels of TNF-a

T. Cruzi Extracellular Vesicles Modulate Macrophages

and by low production of TNF-a and IL-6 by spleen cells stimu-
lated in vitro with TcAg. During the first weeks of infection, the
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-6 are required for
activation of inflammatory cells and for a subsequent efficient
Thl immune response against the parasite (7, 40, 63). Low pro-
duction of these cytokines induced by previous contact with EV
Y probably favored the infection. Additionally, inoculation with
EV'Y did not change production of the regulatory cytokine IL-10
by spleen cells from infected mice stimulated in vitro with TcAg.
The high concentration of IL-10 during the acute phase is associ-
ated with failed control of infection (64), and as shown here, EV
Y altered the balance between the pro-inflammatory/regulatory
cytokines toward an immunoregulatory profile. Consistent with
these results, Torrecilhas et al. showed increased expression of
IL-10 and IL-4 mRNA in heart tissue from BALB/c mice treated
with T. cruzi vesicles before infection and showed low produc-
tion of TNF-a by macrophages stimulated in vitro with T. cruzi
vesicles (26).

EV'Y inoculation without infection did not stimulate the pro-
duction of NO, but spleen cells from uninfected mice inoculated
with EV Y and stimulated in vitro with TcAg produced lower
levels of TNF-o, IFN-y, IL-10, and IL-6 than did spleens cells
from control mice. Although these cells never had contact with
the parasite, they responded to the TcAg stimulus by producing
cytokines, albeit at a lower level than the infected animals. Even
in these non-primed cells, EV Y exercised immunomodulatory
effects by decreasing the production of cytokines after stimulus.

The phenotypic analysis of peritoneal macrophages showed
a high percentage of cells positive for CD11b and CD45, con-
firming that the peritoneal population analyzed was composed
of macrophages. CD11b belongs to the integrin p2 family and
plays an important role in the migration of macrophages (65),
while CD45, a protein tyrosine phosphatase expressed on all cells
of hematopoietic origin, is associated with the adhesion process
(66). The reduction in the amount of these superficial molecules
observed in both the EV Y and control groups may be related to
the internalization mechanisms of these molecules in activated
macrophages (67).

Macrophages present antigens to lymphocytes through pep-
tides associated with MHC-I (endogenous antigens) and MHC-II
(exogeneous antigens) molecules (68). Additionally, co-stimula-
tory molecules, such as CD86 (or B-7), are necessary for efficient
activation of lymphocytes by macrophages (69). EV Y inoculation
before infection did not alter the percentage and expression of
MHC-Tin peritoneal macrophages. However, compared with PBS
inoculation before infection, EV Y inoculation before infection
resulted in a lower percentage of macrophages that were positive
for MHC-II. Extrapolating these data, the results indicate that
previous contact with EV Y might interfere with the presenta-
tion of phagocytized antigens by macrophages to lymphocytes.
Reinforcing this interpretation, peritoneal macrophages from
mice that received EV Y before infection showed less CD86 than
did macrophages from mice that received PBS before infection.
Interestingly, although EV Y inoculation without infection did
not change the percentage of MHC-II positive cells, the expres-
sion or the amount of MHC-II in these cells was slightly higher
than that in all the other cells, as assessed by the MIE.
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The F4/80 molecule, frequently used as a marker for mouse
macrophages, has been characterized as a member of the epider-
mal growth factor (EGF)-transmembrane 7 (TM7) family, and
there is evidence for its role in the induction of immunological
tolerance (70). The induction of tolerance instead of an inflamma-
tory environment could be beneficial to the parasite. The percent-
age of macrophages positive for F4/80 decreased in PBS-infected
mice but not in mice that had received EV Y before infection.
This downregulation of F4/80 in macrophages indicates how
EV Y could be modulating the immune response toward a less
inflammatory environment. Surprisingly, the amount of F4/80
was lower in macrophages inoculated with EV Y without infec-
tion than in macrophages inoculated with PBS without infection.

Considering the in vivo immunomodulatory effects exerted by
EV Y described here, we investigated the specific role of EV Y
using in vitro assays with BMDMSs. Macrophages that had contact
with EV Y before infection exhibited enhanced internalization of
T. cruzi trypomastigotes. In the initial steps of infection, in
addition to the adherence and invasion process, T. cruzi needs to
evade the trypanocidal response of macrophages to replicate and
continue its life cycle (13). In addition to a higher internalization
rate, EV Y enhanced the release of parasites by macrophages.
Moreover, corroborating our in vivo findings, the effect of EV Y in
decreasing macrophage responsivity was confirmed by the reduc-
tion in NO production in macrophage cultures activated with
LPS, a classic TLR4 agonist and inducer of NO production (45).

In 2003, Melo et al. demonstrated for the first time that
T. cruzi infection triggers the formation of lipid bodies in mac-
rophages (71), and this event is directly related to PGE, synthesis
by macrophages (71, 72). They also showed that the enzyme
cyclooxygenase-2 (COX-2) is co-localized with lipid bodies in
infected macrophages, further strengthening these structures as
substrates that are necessary for PGE; synthesis (72). As expected,
in our assays, infection with T. cruzi induced lipid body forma-
tion in macrophages. However, the contact of macrophages with
EV Y without infection also induced lipid bodies in those cells
but did not cause additional lipid body formation in infected
macrophages. In fact, D’Avila et al. demonstrated that uninfected
macrophages from the infected group also showed higher lipid
body formation than did macrophages from the control group;
the authors described this observation as bystander amplification
(72). These results provide new insights to explain this phenom-
enon where EVs shed by T. cruzi induce lipid body formation in
uninfected macrophages.

Additionally, EV Y alone induced production of PGE, by mac-
rophages. PGE; production by activated macrophages occurs at
the beginning of T. cruzi infection by the COX enzyme and plays
a crucial role during the development of the infection (73-75).
In macrophages, high concentrations of PGE, diminished the
production of pro-inflammatory cytokines and reduced antigen
presentation and production of free radicals in these cells (76, 77).
In this way, PGE: is associated with the immunosuppression
observed in infected mice with reduced lymphocyte proliferation
and TNF-a production (73, 78). Moreover, uptake of apoptotic
cells by macrophages during 7. cruzi infection potentiates release
of PGE, and TGF-p by these cells, consequently decreasing
production of NO, allowing intracellular parasite survival and

growth (79). Furthermore, pharmacological inhibition of COX-2
using aspirin in peritoneal macrophages of BALB/c mice dimin-
ished T. cruzi internalization with consequent increases in IL-1f,
NO and lipoxin production (80). Hence, increased production
of PGE; in macrophages that had contact with EV Y supports
reduced production of pro-inflammatory cytokines (TNF-o)
and NO that occurred in plasma and spleen-cell supernatants
(TNF-a and IL-6) from mice inoculated with EV Y before infec-
tion. However, the release of PGE, by infected macrophages after
24 h was significantly lower in cells that had contact with EV 'Y
prior to infection than in cells without contact prior to infection.
Although the EV Y induced lower levels of PGE; produced by
infected macrophages, the pro-inflammatory status of these cells
was already downregulated, as shown by the abrupt reduction in
release of the cytokines TNF-a and IL-6. Therefore, the immune
modulation exerted by PGE; that was induced by EV Y seems
to be important specifically in the beginning of infection. In
support of this hypothesis, in vitro production of PGE; by spleen
cells harvested from mice at 12 dpi did not change between
animals inoculated with PBS or EV Y prior to infection, while
the pro-inflammatory cytokines were downregulated in the same
cells from animals inoculated with EV Y. Moreover, Moraes et al.
showed that during the first 48 h of T. cruzi infection in H9¢2
cells, COX-2 expression and activity are modulated by the para-
site, leading to the control of the pro-inflammatory environment
in infected cells (81). Considering that EVs shed by T. cruzi alter
the genic expression of host cells (28), we hypothesize that EV'Y
could be modulating the expression and activity of COX-2.

In conclusion, our results indicate that EV Y exerts effects
on host cells before infection, making the environment more
favorable to T. cruzi in the first moments of infection. We showed
that EVs released by T. cruzi modulate the immune response
in vivo and demonstrated that this modulation occurs in vitro by
direct effects on macrophages. These effects induce formation of
lipid bodies and production of PGE; and create a more favorable
environment for parasite infection, with a reduction in inflamma-
tory cytokines and the trypanocidal molecule NO. These results
support the role of T. cruzi EVs in the complex pathogenesis of
the acute phase of Chagas disease and provide new insights for a
better understanding of the parasite-host relationship.
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Figura suplementar 1

Supplementary Figure 1. Nanoparticle tracking analysis of the extracellular vesicles
isolated from T. cruzi Y. Concentration (particles/mL) and size distribution (nm) for
extracellular vesicles spontaneously shed by tissue culture-derived trypomastigote forms of T.
cruzi Y (EVs Y) measured in a NanoSight LM10 instrument (Malvern Instruments Ltd). The
data are representative of 3 independent experiments.
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4.2 CONCLUSAO DO CAPITULO |

A comunicagdo entre o T. cruzi e as células do hospedeiro via vesiculas
extracelulares tém sido objeto de vérios estudos atualmente, cujos resultados
apontam para mecanismos que favorecem a persisténcia do parasito no organismo.

Colaborando ainda mais para esse entendimento, mostramos a modulagao
da resposta imunolégica pelas vesiculas extracelulares de tripomastigotas de T. cruzi
Y (EVs Y) em camundongos C57BL/6 durante a fase aguda da infec¢cdo. Descrevemos
a diminuicdo do 6xido nitrico (NO) no plasma, assim como da citocina pro-inflamatoria
TNF-a em animais que tiveram contato com as EVs Y antes da infeccdo. Mostramos
que as células do baco dos animais que recebem EVs Y antes da infec¢cdo sdo menos
responsivas ao estimulo com antigeno de T. cruzi in vitro, com menor producao de
NO e das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6. No periténio, local da inoculagéo
das EVs Y e também do parasito, as EVs Y modularam o perfil dos macréfagos
presentes na cavidade abdominal assim como os niveis de NO produzidos localmente.
Considerando que as EVs Y, apesar de terem sido inoculadas no peritdnio,
modularam até mesmo as células esplénicas, entendemos que o efeito das EVs Y nao
€ apenas local, mas afeta a resposta imunolégica de forma sistémica.

Em ensaios in vitro utilizando macréfagos derivados de medula 6ssea
mostramos os efeitos diretos das EVs Y sobre essa importante célula da imunidade
inata, que além de atividade tripanocida ainda tém a capacidade de apresentar
antigenos para linfécitos, disparando a imunidade adaptativa. Macréfagos que tiveram
contato com as EVs Y antes da infeccdo apresentaram maior internalizacdo de
amastigotas. Os ensaios de liberacdo de tripomastigotas pelos macr6fagos mostrou
que, além da maior internalizacdo, os parasitos internalizados nos macrofagos
tratados com EVs Y foram capazes de continuar seu ciclo de vida, multiplicando,
diferenciando novamente em tripomastigotas e rompendo a célula para dar
continuidade a infecgéo.

Esses efeitos observados podem ser explicados, ainda que parcialmente,
pelo aumento de corpos lipidicos induzidos pelas EVs Y em macrofagos nao
infectados, assim como pela producdo de PGE: por essas células. Apesar do
tratamento com as EVs Y ter induzido uma produgdo menor de PGE:2 pelos
macrofagos apoés a infeccédo, o perfil inflamatério dessas células ja estava reduzido,

uma vez que elas apresentaram menor produgao de TNF-a e IL-6.
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Dessa forma, esses resultados suportam e fornecem novas evidéncias do
papel das EVs liberadas por T. cruzi na patogénese da fase aguda da Doenca de
Chagas, contribuindo com novos conhecimentos para uma melhor compreensao

dessa complexa relacéo parasito-hospedeiro.
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5 CAPITULO Il — Efeitos dos acidos graxos poli-insaturados n-3 na patogénese
das vesiculas extracelulares liberadas por Trypanosoma cruzi durante a

infeccdo experimental murina

A relacao entre os efeitos protetores do consumo/incorporacéo dos 4cidos
graxos poli-insaturados n-3 (PUFAs n-3) com as acdes patogénicas das vesiculas
extracelulares do T. cruzi Y (EVs Y) em modelos de infeccéo in vivo e in vitro também
foi objeto de investigacdo desta tese.

Considerando que a ingestao de 6leo de peixe rico em PUFAs n-3 modula
mecanismos envolvidos com a resposta imunolégica, o estudo dos efeitos dessa
suplementacdo com a resposta do organismo as doencas infecciosas tem despertado
importantes questionamentos. NOSSO grupo mostrou recentemente que a
suplementacdo de camundongos C57BL/6 com Oleo de peixe rico em PUFAs n-3
atenua a fase aguda da infeccdo por T. cruzi (Lovo-Martins et al., 2017). Os animais
suplementados com 6leo de peixe ndo desenvolveram trombocitopenia e leucopenia
caracteristicos de fase aguda, apresentaram menor parasitismo cardiaco além de
maior producéo de TNF-a (Anexo II).

Nos resultados adiante mostrados, os animais suplementados com 6leo de
peixe rico em PUFAs n-3 e tratados com EVs Y ndo apresentaram reducdo na
concentracdo de NO tanto no plasma quanto em cultura de esplendcitos.
Adicionalmente, para melhor entender o papel de cada acido graxo na modulacéo dos
efeitos das EVs Y, experimentos in vitro com macréfagos derivados da medula 6ssea
foram desenvolvidos utilizando o tratamento com acidos graxos purificados
conjugados a soro albumina bovino.

Os resultados a seguir estdo apresentados na tese seguindo o formato
tradicional de materiais e métodos; resultados e discussdo; e concluséo.

Posteriormente os resultados serdo compilados para publicacdo em revista cientifica.
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5.1 MATERIAIS E METODOS REFERENTES AOS RESULTADOS DO CAPITULO Il

5.1.1 MEIOS DE CULTIVO CELULAR, SOLUGOES E REAGENTES

e Acidos graxos purificados: os acidos graxos acido araquidénico (AA), acido
Linoleico (LA), acido oleico (AO), acido docosahexaendico (DHA) e &acido
eicosapentaendico (EPA) utilizados para o tratamento dos macréfagos foram
adquiridos da Cayman Chemical (MI, EUA). Os acidos graxos foram
preparados conjugados com BSA na concentracdo de 1000 uM no dia da sua
utilizacgéo.

e CuSOaspara ativacado dos granulos de cadmio: 5 mM de CuSOs dissolvidos
em tampao glicina-NaOH 45 % (pH do tampéao glicina 9,7 ajustado com NaOH).

e Meio DMEM: Meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) em
po, (gsp para 1 L) acrescentado de 2 mM de glutamina, 10 mM de tampao
biolégico HEPES, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL estreptomicina e 10%
de soro bovino fetal (SBF) inativado, pH 7,2. (todos os reagentes GIBCO, Gran
Island, Y).

e Meio RMPI-1640: RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) em po, (gsp
para 1 L) acrescentado de 2 mM de glutamina, 10 mM de tampé&o bioldgico
HEPES, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL estreptomicina e 5% de soro
bovino fetal (SBF) inativado, pH 7,2. (todos os reagentes GIBCO, Gran Island,
Y).

e Oleo de milho: 6leo rico em PUFAs n-6, mas pobre em PUFAs n-3 (Sigma
Chem. Co. C8627).

e Oleo de peixe: 6leo rico em PUFAs n-3 obtido do peixe “menhaden” (Sigma
Chem. Co. F8020).

e Reagente de Griess: 0,1% N-1 Naftil-etilenediamina e 1% de sulfanilamida em
5% de H3POa.

e Reagentes desproteinizantes para quantificacdo de NO no plasma: ZnSOg4
75 mM; NaOH 55 Mm,;

Solucéo para coloracdo Giemsa: 4 gotas de Giemsa por mL de tampdao para
coloracdo (NewProv produtos para laboratorio LTDA).

e Soro albumina bovino (BSA): Para o preparo da solucdo de BSA utilizada

para conjugar os acidos graxos foi utilizado 396 mg de BSA fracao V (Sigma, #
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A-8806), livre de &cidos graxos e endotoxinas, em 12 mL de DMEM. Essa
solucéo foi misturada gentilmente e permaneceu em banho 37°C por 30
minutos (com agitacdo a cada 10 minutos), sendo posteriormente filtrada em
membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 pum. A solucdo de BSA foi
armazenada na geladeira e usada dentro de, no maximo, 1 més.

e Tampéo de lise de hemécias: 8,90% NH4Cl, 0,34% EDTA, 0,80% NaHCOs.

e Tampao glicina-NaOH para quantificacdo de NO no plasma: 15% de glicina,
pH 9,7 ajustado com NaOH.

e Tampao para coloracdo com Giemsa: 0,044% Na2HPO4 e 0,056% KH2POa.

e Tampao salina-fosfato (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM NazHPO4
e 1,5 mM KH2POa.

5.1.2 APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais desse projeto foram realizados de
acordo com as diretrizes do Codigo Brasileiro para o Uso de Animais de Laboratorio.
O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA-111/2015 registrado sob o processo
namero 7045.2015.06) (Anexo ).

A manutencédo da cepa Y de T. cruzi in vivo através de repigues peridédicos
em camundongos Swiss esta respaldada pela aprovacdo do Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina, registrado sob o processo
namero 28.841.2016.41.

5.1.3 MANUTENGCAO DA CEPA Y DE Trypanosoma cruzi

A cepa Y do T. cruzi foi mantida in vivo através de repiques realizados a
cada 10 dias com inoculacéo de 2 x 10° formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi,
diluidas em PBS, por via intraperitoneal em camundongos Swiss.

Para a manutencgdo in vitro da cepa Y foram utilizadas células Vero-E6
infectadas. As células Vero-E6 utilizadas para a manutencao in vitro do T. cruzi Y
(ATCC CRL-1586; American Type Culture Collection, Rockville, MD) foram cultivadas
em meio RPMI-1640 completo, contendo 5% de SBF, mantidas a 37°C em estufa com

5% de CO:2 e atmosfera Umida.
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Para iniciar o ciclo celular de replicacdo do T. cruzi e consequente
liberacdo de tripomastigotas em cultivo de células in vitro, formas tripomastigotas
sanguineas de T. cruzi foram obtidas a partir da coleta de sangue de camundongos
Swiss e utilizadas para infectar monocamadas de células Vero-E6 em garrafa de
cultivo de 25 cm?. Ap6s 8 horas de interagdo as células foram lavadas com PBS a
37°C para remocao dos parasitos ndo internalizados. Decorrido cerca de 10 dias apos
a infeccdo das células, as formas tripomastigotas presentes em grande quantidade no
sobrenadante do cultivo celular e foram utilizados para infecgéo de novas culturas de
células Vero-E6, agora em garrafas de cultivo celular de 75 cm? (expansdo dos
tripomastigotas derivados de cultura de células). Estas formas tripomastigotas
derivadas de cultivo celular foram utilizadas para obtencéo de vesiculas extracelulares

do parasito assim como para as infec¢des de camundongos C57BL/6.

5.1.4 ANIMAIS C57BL/6

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 machos
de 8 a 12 semanas de idade provenientes do biotério do Instituto Carlos Chagas,
Fiocruz Parana, e por endocruzamentos realizados na Universidade Estadual de
Londrina a partir de matrizes provenientes do CEMIB da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos até o término dos experimentos
em gaiolas coletivas, comportando até 6 animais cada. A alimentagc&o dos animais foi
realizada com dieta comercial (Nuvilab-CR1, Quimtia Nuvital, Colombo, Brasil) e 4gua

esterilizada “ad libitum”.

5.1.5 OBTENGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y

O sobrenadante de células Vero-E6 contendo tripomastigotas foi recolhido
e centrifugado em baixa rotacdo para remocéo das células Vero-E6 eventualmente
presentes nesse sobrenadante (1000 x g, 5 minutos, 25°C). Posteriormente, 0s
tripomastigotas presentes no sobrenadante foram lavados 3 vezes com meio RPMI
nao suplementado (2600 x g, 10 minutos, 25°C) e a concentracéo foi determinada em
camara de Neubauer. Os parasitos foram ressuspendidos na concentracdo de 1 x 108
parasitos por mL de RPMI-1640 sem SBF e incubado por 2 horas a 37°C, periodo no
qual ocorreu a liberagcéo de vesiculas extracelulares do parasito no meio de cultivo.

Decorrido o periodo de incubagédo, essa solugéo foi centrifugada para remocéo dos
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parasitos (2600 x g, 10 minutos, 25°C) e o sobrenadante rico em vesiculas
extracelulares de T. cruzi cepa Y foi filtrado em membrana com poros 0,45 um para
remocao de grandes particulas, como corpos apoptoéticos, grumos de vesiculas ou
fragmentos do parasito. Esse protocolo foi delineado com base no trabalho de Trocoli
Torrecilhas et al. (2009). As vesiculas extracelulares de T. cruzi Y foram denominadas
no presente trabalho como EVs Y (do inglés Extracelular vesicles T. cruzi Y).

Para a purificacdo das EVs Y foi utilizado o Kit comercial de extracao Total
Exosome Isolation Form Culture Cell (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). Ao
volume de sobrenadante rico em EVs Y obtido apos a filtragdo foi adicionado o
reagente do Kit, de acordo com as instrucbes do fabricante. Essa solucao foi
homogeneizada e armazenada overnight a 4°C (cerca de 16 horas), sendo
centrifugada em seguida a 10000 x g por 1 hora, 4°C. O sobrenadante foi
delicadamente aspirado e descartado. As EVs Y sedimentadas foram ressupendidas
em DPBS estéril, mantendo a proporcdo de 100 uL de DPBS para cada 1 x 108
parasitos utilizados inicialmente. O principio do método se baseia na ligacdo de
moléculas de agua na solucdo, forcando componentes menos sollveis, como as
vesiculas, para fora da solucdo, permitindo que elas sedimentem apd6s uma
centrifugacdo com baixa velocidade e curta duracdo em comparacdo com a
ultracentrifugacéo necessaria sem o uso do reagente. As EVs Y foram mantidas a 4°C
até a sua utilizacdo, ndo sendo armazenadas por mais de 2 meses.

As EVs Y obtidas foram utilizadas em ensaios in vivo e in vitro. Para o
calculo da concentracdo das EVs Y utilizadas nos experimentos foi considerado
sempre o numero inicial de parasitos utilizados para fazer a obtencédo das EVs Y e 0
volume final que essas EVs Y foram ressuspendidas. Dessa forma, os tratamentos
sempre foram realizados considerando inéculo de EVs Y derivadas de 1x10° parasitos

para os ensaios in vivo e EVs Y derivadas de 1x107 parasitos para 0s ensaios in vitro.

5.1.6 ANALISE DAS VESICULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y POR

NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS (MONITORAMENTO DE MOVIMENTO)

As suspensdes contendo EVs Y foram analisadas quanto ao tamanho e
concentracéo através do equipamento Nano Sight LM10 (NanoSight Ltd., Amesbury,
United Kingdom). As amostras foram diluidas em PBS e aplicadas em um sistema de

injecdo automatica a 25°C e velocidade de infuséo 50.
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O sistema do equipamento Nano Sight consiste num laser de 532 nm que
emite um feixe finamente focado na amostra (uma suspenséao de particulas diluidas)
através de um prisma de vidro. O feixe refrata em um angulo baixo ao entrar na
amostra, resultando em um fino feixe de luz que ilumina as particulas da amostra, que
por sua vez sao visualizadas por um microscépio 6ptico de luz convencional acoplado
a uma camera de video que capta a dispersao de luz de todas as particulas no campo
de visdo. Videos de 60 segundos séo feitos, com 30 quadros por segundo, e O
movimento das particulas € analisado pelo NTA software (Nanosight Ltd.). O NTA
software identifica e acompanha cada particula em cada quadro adquirido no video, e
0 movimento browniano € acompanhado e mensurado. A velocidade do movimento
das particulas € usado para calcular o tamanho da particula através da equacédo de

duas dimensodes de Stokes-Einstein (Dragovic et al., 2011).

5.1.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL in Vivo

O protocolo adotado para avaliar os efeitos da inoculacdo de EVs Y na
infeccéo in vivo foi delineado com base no trabalho de Trocoli Torrecilhas et al. (2009),
com a diferengca que optamos por avaliar esses efeitos em animais C57BL/6, um
modelo de resisténcia a essa cepa de T. cruzi.

Para avaliar a relacdo dos efeitos das EVs Y na infec¢édo por T. cruzi com
a suplementacao oral in vivo com 6leos ricos em diferentes acidos graxos utilizamos
Oleo de peixe, rico em PUFAs n-3, e 6leo de milho, rico em PUFAs n-6, mas pobre em
PUFAs n-3.

Iniciando 14 dias antes da infeccdo por T. cruzi, camundongos C57BL/6
foram suplementados diariamente e no mesmo horario por gavagem com 6leo de
milho ou Oleo de peixe. Todos os tratamentos foram administrados na dose de 0,6%
volume/massa (mL por 100g de massa corporal). Durante todo o periodo os
camundongos tiveram ragéo e agua “ad libitum’.

Apés 7 dias do inicio da suplementacao oral os animais receberam por via
intraperitoneal EVs Y referentes a 1x10° tripomastigotas (ou apenas PBS como
controle). Decorridos 7 dias do inoculo de EVs Y, 14 dias ap0s do inicio da
suplementacao por via oral com 0Oleo de peixe ou 6leo de milho, os animais foram
infectados com 5 x 103 T. cruzi Y obtidos do sobrenadante de cultura de células Vero-
E6. Durante a infeccao foi avaliada a parasitemia e sobrevida (até o 25° dia apés a

infeccdo) ou os animais foram anestesiados (100 mg/kg de Ketamina e 10 mg/kg
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Xilasina) e sacrificados no 12° dia ap0s a infec¢éo para a coleta de sangue por puncao
cardiaca e remocao do baco. O plasma foi aliquotado e armazenado a -80°C para
posterior quantificacdo de NO. A suplementacdo foi mantida diariamente até a

eutanasia dos animais (Figura 5.1).

Figura 5.1: Desenho experimental da associacdo de suplementacdo oral com 6leo de
milho ou 6leo de peixe e inoculacdo de vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi
Y nainfec¢do por T. cruzi in vivo. A suplementacao oral por gavagem com 6leo de milho e
6leo de peixe iniciou-se 14 dias antes da infeccdo e seguiu diariamente até o final do
experimento (grupos controle ndo receberam suplementagédo por via oral). Apds 7 dias, o
grupo controle e cada grupo de animais suplementados foram divididos em dois: um recebeu
o inéculo de vesiculas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y) por via intraperitoneal e o outro
recebeu PBS também pela via intraperitoneal. Decorridos 7 dias da inoculacdo das EVs Y os
animais foram infectados com 5000 tripomastigotas de T. cruzi Y. A quantificacdo dos
parasitemia iniciou-se no terceiro dia apés a infecgédo, e foi realizada em dias alternados, até
que nao fossem mais encontrados parasitos no sangue. Em outros grupos experimentais foi
feita a anestesia e eutanasia no 12° dia ap0s a infec¢do para a coleta de sangue e baco.

Inicio da Final da
parasitemia Parasitemia
Dia 3 Dia 25
_ Iocontmlend —pesd- - - - ---f-------p---- - -]
Dcontoend- - ------------1----- ATE e N S S S S S —
| ----- =" _.-poieoeell— pes - -
b GleoMilhg - - - - - - - oo
| ______ \‘\x).mwm_H vl --4----}-------fp-----------
Poeopeixedl- - ------------}F----- <.~ hoeominod-—pevdt- - -----fF-------p-----------1
hOeopeie— EVY L
A
Dia -14 Dia-7 ip. Dia 0 Dia 12
Inicio da Divisao dos grupos Infeccao Coleta do
suplementagao para tratamento com 5000 sangue,
oral por gavagem intraperitoneal com tripomastigotas bago
PBS ouEVY de T. cruzi Y

(i.p.)

Para as infeccbes dos camundongos C57BL/6 foram utilizados T. cruzi Y
obtidos da primeira passagem em células Vero-E6 infectadas com parasitos do
sangue de camundongos Swiss, amenizando dessa forma a perda de viruléncia da
cepa causada por varias passagens em cultura de células. Sobrenadante das células
Vero-E6 contendo tripomastigotas foram recolhidos e centrifugados a 1000 g por 5
minutos para remoc¢do de células. A solucdo contendo os tripomastigotas passou por
duas etapas de lavagens com 30 mL de PBS (centrifuga¢des a 2600 g por 20 minutos,
temperatura ambiente). Apos a Ultima lavagem o0s tripomastigotas foram
ressuspendidos em PBS e a concentracdo determinada utilizando camara de
Neubauer. Os animais foram infectados por via intraperitoneal com 5 x 103

tripomastigotas de T. cruzi Cepa Y.
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5.1.8 PARASITEMIA

A parasitemia sanguinea foi determinada de acordo com Brener (1962). A
técnica consiste na observacédo direta de 50 campos em microscopio 6ptico no
aumento de 400x (modelo Olympus CH30LF100 — Olympus Optical CO., LTD) em 5
puL de sangue heparinizado colhido da veia da cauda do camundongo em dias
alternados, a partir do terceiro dia apds a infec¢ao por T. cruzi. Os resultados foram

expressos como o numero de parasitos/mL de sangue (Araujo-Jorge, 2000).

5.1.9 PREPARO DO ANTIGENO DE Trypanosoma cruzi (TCAG)

Tripomastigotas obtidas do sobrenadante de células Vero-E6 foram
recolhidas e centrifugadas em baixa rotacdo (1000 x g, 5 minutos, 25°C) para remogao
de eventuais células Vero-E6 presentes nesse sobrenadante. Em seguida o0s
tripomastigotas foram centrifugados em alta rotacdo (2600 x g, 10 minutos, 25°C) e
ressuspendidos em volume pequeno (mantendo sempre a concentragdo entre 108 -
10° por mL). Os tripomastigotas foram entéo submetidos a 10 ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido seguido de descongelamento em banho 37°C. Aliquotas de TcAg
foram armazenadas em -20°C até a sua utilizacdo. A quantidade de TcAg utilizada
para estimular células in vitro seguiu a propor¢ao de 1:1 (1 parasito da solucao inicial
utilizada para preparar o TcAg para cada célula em cultura) (Curotto De Lafaille et al.,
1990).

5.1.10 OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS DO BACO

No 12° dia apdés a infeccdo os camundongos dos diferentes grupos
experimentais foram anestesiados (100 mg/kg de Ketamina e 10 mg/kg Xilasina) e
sacrificados. O baco de cada animal foi imediatamente removido, colocado em 10 mL
de RPMI-1640 sem SBF e macerado para liberacao das células do 6rgdo no meio de
cultura. A suspenséo contendo as células foi centrifugada (1000 x g, 5 minutos, 4°C)
e as heméacias foram lisadas com 1mL de tamp&o de lise por bago durante 5 minutos,
no gelo. A lise foi interrompida acrescentando 10 mL de RPMI-1640 sem SBF. As
células foram novamente centrifugadas (1000 x g, 5 minutos, 4°C) e ressuspendidas

em RPMI-1640 com 5% de SBF. Uma aliquota de cada amostra foi diluida em azul de
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tripan 0,1% e a concentracdo celular das células viaveis foi determinada em camara
de Neubauer.

As células foram semeadas em placas de 48 pocos na densidade de 5 x
10° células por pogco em 500 uL de RMPI-1640 contendo 5% de SBF. As células
receberam estimulos in vitro com TcAg na propor¢cdo de 1 parasito para cada
esplendcito em cultivo (1:1) e foram mantidas em estufa de CO2, 37°C, atmosfera
umida. Por ser uma cultura com células mistas, podendo ser aderentes como
macréfagos e ndo aderentes como linfécitos e células dendriticas, apds 48 horas as
placas de cultivo de esplendcitos foram centrifugadas (1100 x g, 5 minutos, 4°C) e 0

sobrenadante foi aliquotado e armazenado para posterior quantificacdo de NO.

5.1.11 QUANTIFICACAO DE OXIDO NITRICO NO PLASMA E SOBRENADANTE DE CULTURA DE

CELULAS

O oxido nitrico (NO) € uma molécula muito instavel que rapidamente se
quebra dando origem aos compostos estaveis nitrato e nitrito. Portanto, a
concentracdo de NO nas amostras de plasma e sobrenadante de cultura de células
pode ser estimada pelos niveis de nitrito (Navarro-Gonzalvez et al., 1998).

Para a quantificacao do nitrito no plasma foi utilizado o método de descrito
por Navarro-Gonzalvez et al. (1998) e adaptado por Panis et al. (2011) para utilizacao
em amostras bioldgicas de camundongos. Para aumentar a sensibilidade da técnica,
o tratamento de amostras biolégicas com cadmio foi utilizado para converter todo o
nitrato presente na amostra em nitrito, e assim promover melhor acuracia do método
original de deteccao de nitrito como estimativa da producao total de NO.

Inicialmente foi realizada desproteinizacdo de 60 uL de cada amostra de
plasma pela adicdo de 50 pL de 75 mM ZnSOa4 (agitados 30 segundos no vortex e
centrifugado a 6500 x g por 2 minutos) seguido da adicdo de 70 puL de 55 mM NaOH
(agitados 30 segundos no vortex e centrifugado a 6500 x g por 5 minutos), em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi recuperado e as proteinas sedimentadas
foram descartadas. Um volume de 150 pL por amostra foi diluido em 50 pL de tampé&o
glicina 45% para estabilizar o pH da reagcdo. Em seguida granulos de cadmio (Fluka,
Poland) estocados em solucdo de 100 mM H2SO4 foram lavados com agua destilada
e colocados em contato com CuSO45 mM por 5 minutos para ativagdo do cadmio.
Posteriormente, 400 mg de granulos de cadmio foram colocados em cada amostra,

gue permaneceu em agitacao por 10 minutos.
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Decorrido esse tempo, realizou-se a quantificacdo do nitrito pelo método de
Griess convencional: 50 uL de cada amostra foi colocado em duplicata em pocos de
uma placa de 96 pocos para microtitulacdo e o reagente de Griess foi adicionado em
igual volume. A quantificagdo do nitrito presente nas amostras de sobrenadante de
cultura de esplendcitos e macréfagos foi realizada diretamente pelo método de Griess
convencional, que consiste na adicdo de 50 pL do reagente de Griess a 50 pL de
sobrenadante de cultura.

Uma curva padréao em diluicao seriada foi realizada a partir de uma solucao
de NaNOs 250 puM para verificar a linearidade da reagédo e calcular um fator de
conversdo de valores de absorbancia em concentracdo (equacdo da reta). A
absorbancia dos testes foi quantificada em 548 nm em espectrofotbmetro para
microplacas Synergy Microplate Reader com andlise por software BioTek Gen5 Data
Analysis Software (BioTek instruments, Winooski, Vermont, EUA).

5.1.12 SOBRENADANTE DE CELULAS L929

As células L929 (ATCC CCL-1: NCTC clone 929) secretam no seu
sobrenadante o fator estimulador de col6nia macréfago M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor), o que permite a utilizacdo desse sobrenadante condicionado como
estimulo para diferenciacdo das células da medula 6ssea em macrofagos (Englen et
al., 1995).

Células L929 foram semeadas em garrafas de cultivo celular de 175 cm?na
densidade de 35 x 10° em 116 mL de meio de cultura DMEM contendo 10% de SBF.
Apés 14 dias em cultivo em estufa com 5% de CO2, 37°C e atmosfera Umida, sem
troca de meio durante o periodo, o sobrenadante foi recolhido, centrifugado (1000 x
g, 5 minutos, 4°C) e filtrado em membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 um
para remocao de debris celulares. O sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80°C

até o momento do uso.

5.1.13 OBTENCAO DE CELULAS DA MEDULA E DIFERENCIACAO PARA MACROFAGOS

Macroéfagos foram obtidos a partir da diferenciacdo de células da medula
Ossea do fémur e tibia de camundongos C57BL/6 de 6 a 12 semanas de acordo com
a metodologia descrita por Marim et al. (2010). Apos a anestesia (100 mg/kg de

Ketamina e 10 mg/kg Xilasina) e eutanasia do animal por deslocamento cervical o
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camundongo foi banhado com alcool 70% e 0s 0ssos das patas traseiras foram
retirados utilizando tesoura e pinga. Em seguida os tecidos (como musculos e nervos)
foram removidos utilizando uma pinca e bisturi, assim como a fibula, e os ossos (fémur
e tibia) foram colocados em 5 mL de DMEM sem SBF. Os ossos foram entédo
mergulhados em alcool 70% por 1 minuto e lavados em DMEM sem SBF. Em seguida
as epifises dos ossos foram cortadas com um bisturi e uma seringa com agulha
contendo DMEM foi introduzida numa das extremidades do 0sso. A pressao exercida
pelo fluxo de meio de cultura dentro do osso removeu as células em um tubo
posicionado abaixo do 0sso. As células foram gentilmente agitadas com o auxilio de
uma micropipeta de 1000 pL para desmanchar os grumos celulares. A lise de
hemacias foi realizada na sequéncia com adicdo de 1mL de tampé&o de lise durante 5
minutos, no gelo. A lise foi interrompida acrescentando 10 mL de DMEM sem SBF. As
células foram centrifugadas (1000 x g, 5 minutos, 4°C) e ressuspendidas em DMEM
com 5% de SBF.

As células obtidas da medula 6ssea de um camundongo foram cultivadas
em 3 placas de 6 pogos em meio DMEM suplementado com 10% de SBF inativado (6
mL/poco) contendo também 30% de sobrenadante de células L-929 (sobrenadante
rico em fator estimulador de col6nia de macréfagos M-CSF) e mais 16% de SBF. Apés
cinco dias foi adicionado mais 3 mL de DMEM contendo 10% SBF por poco e 30% de
sobrenadante de células L-929. Decorridos 7 dias do inicio do cultivo celular as células
estavam diferenciadas em macrofagos. A desaderéncia dos macrofagos foi realizada
com tripsina 0,25% (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MD, USA) diluida 10 x, sendo as
células imediatamente lavadas com DMEM 10% (1000 x g, 5 minutos, 4°C). Uma
aliqguota das células foi dissolvida em azul de tripan e as células viaveis foram

quantificadas em camara de Neubauer para montagem das placas experimentais.

5.1.14 IMUNOFENOTIPAGEM DE MACROFAGOS

Logo apos a obtencéo dos macréfagos a partir da diferenciacao de células
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 a confirmacao fenotipica dessas células
foi realizada por citometria de fluxo, sendo utilizado para isso 5 x 10° células por
marcacao.

Foram utilizados anticorpos anti-CD11b (FITC), anti-F4/80 (PE), anti-CD45
(PE), anti-CD86 (PECy5), anti-MHC classe | (PE) e anti-MHC classe 1l (PECy5),

isotopicos FITC, PE e PECYy5 (todos eBioscience, CA, USA), além do anti-CD206 (PE)
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(BioLegend, Inc. CA, USA) (1:50). As células foram incubadas com tampéo de
bloqueio para citometria por 30 minutos, apos esse periodo as células foram
centrifugadas e os anticorpos foram adicionados seguindo 0s seguintes grupos de
marcagado: marcacao A (anti-CD11b, anti-F4/80), marcacao B (anti-CD11b, anti-
CD206, anti-CD86) e marcacdo C (anti-CD11b, anti-MHC-I, anti-MHC-II) por 30
minutos em tampao de bloqueio.

Adicionalmente, foi realizado o delineamento do gate nas células nédo
marcadas (figura 5.2 A), seguido da marcagdo para ligacdo inespecifica com
anticorpos isotipicos (figura 5.2 B), e grupos de positividade Unica para cada
fluoréforo, single color (SC) apenas para FITC (figura 5.2 C), apenas para PE (figura
5.2 D), ou apenas PE-Cy5 (figura 5.2 E) que foram utilizados para a compensacao do
equipamento. Decorrido o periodo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS,
ressuspendidas também em PBS e foi realizada a leitura de 30 mil eventos em

citbmetro de fluxo. A analise foi realizada com o Software C6 BD Accuri.

5.1.15 TRATAMENTO in Vitro DOS MACROFAGOS COM ACIDOS GRAXOS E VESICULAS

EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y

Para o estudo dos efeitos in vitro das EVs Y em macrofagos, células recém
diferenciadas e ja aderidas nos pocos foram expostas a EVs Y (provenientes de 1 x
107 tripomastigotas) durante 24 h. Em seguida as células foram lavadas com PBS
37°C para remocao das EVs Y e imediatamente infectadas com T. cruzi Y durante 14
horas.

Para relacionar os efeitos das EVs Y em células expostas a 50 uM de
diferentes acidos graxos poli-insaturados (PUFAsS) ou mono-insaturado (MUFA),
macrofagos aderidos foram expostos aos PUFASs n-6 acido araquidbnico (AA) e acido
Linoleico (LA); ao MUFA n-9 &cido oleico (OA) e aos PUFAs n-3 &acido
docosahexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA) por 24 h ou ao veiculo BSA
(soro albumina bovino). Decorrido esse periodo as células foram lavadas com PBS
37°C para remocéo dos acidos graxos e adicionou-se EVs Y (provenientes de 1 x 107
tripomastigotas) por mais 24 h. Apos essa incubacéo, as células foram lavadas com
PBS 37°C para remocao das EVs Y e imediatamente infectadas com T. cruzi Y obtidos
do sobrenadante de cultura de células Vero E-6.
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Figura 5.2: Controles de marcagdo para a imunofenotipagem de macroéfagos.
Macrofagos obtidos a partir da medula éssea de camundongos C57BL/6 foram marcados para
determinagéo de gate e compensacao do equipamento. (A) Marcacao de gate em células néo
marcadas; (B) controles utilizando anticorpos isotipicos FITC, PE e PE-Cy5 de marcagéo
inespecifica; controles positivos para marcacgéo (single color - SC) de (C) FITC-FL-1, (D) PE-
FL-2, ou (E) PE-Cy5-FL-3. Em seguida, foi realizada a leitura de 30 mil eventos em citdbmetro
de fluxo e analise utilizando o Software C6 BD Accuri.
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Todos os acidos graxos utilizados para o tratamento dos macréfagos foram
conjugados com BSA fracéo V, livre de acidos graxos e endotoxinas. Os acidos graxos
foram preparados conjugados com BSA na concentracdo de 1000 uM no dia da sua
utilizacdo. A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes diretamente nos pogos
para atingir a concentragédo de 50 pM utilizada nos experimentos. O uso do BSA como
veiculo de &cidos graxos permite introduzir esses acidos graxos num contexto mais

préximo do fisioldgico, onde podem estar complexados com albumina (Fritsche, 2007).

5.1.16 ENSAIO DE INTERNALIZAGAO DE Trypanosoma cruzi EM MACROFAGOS

O ensaio de invasdo de T. cruzi em macréfagos foi delineado a partir da
metodologia descrita por Yoshida et al. (1989). Macrofagos obtidos a partir da
diferenciacéo de células da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram semeados
na densidade de 2 x 10° células por pogo em placas de 24 pocos contendo laminulas
de 15 mm de vidro previamente esterilizadas. Decorrido 4 horas de cultivo e aderéncia
na laminula as células foram submetidas aos diferentes tratamentos com acidos
graxos ja citados anteriormente. Os macréfagos foram infectados com formas
tripomastigotas de T. cruzi Y de cultura por 14 h (MOI 5), em meio DMEM com 0,5%
de SBF. Vale ressaltar que durante esse periodo o protozoario € capaz de internalizar
na célula, mas ainda ndo houve tempo para sua replicacao (Dvorak e Hyde, 1973).
Decorrido o tempo de infec¢cdo, os pogos foram lavados com PBS a 37°C para a
retirada dos parasitos nédo internalizados, as células fixadas com metanol por 10
minutos e coradas com a solucédo para coloracdo de Giemsa por 30 minutos.

As laminulas foram retiradas das placas e montadas em lamina de vidro
com Permount (Fischer Scientific, NJ, EUA). O indice de internalizacéo foi calculado
pela multiplicacdo da porcentagem de células infectadas pela média do numero de
parasitos das células infectadas (Barrias et al., 2010). A quantificacdo foi realizada
utilizando microscopia de luz (modelo Olympus CH30LF100 — Olympus Optical CO.,
LTD) onde 500 células foram analisadas por laminula de forma duplo-cego.

5.1.17 ENSAIO DE SAIDA DE Trypanosoma cruzi DE MACROFAGOS

Macrofagos obtidos a partir da diferenciacdo de células da medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 foram semeados na densidade de 2 x 10° células por poco

em placas de 48 poc¢os. Apds os tratamentos in vitro com EVs Y e/ou acidos graxos
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as ceélulas foram infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi Y de cultura por
14 h, na proporcao de 0,1 parasito para cada célula. O uso de baixa multiplicidade de
infeccdo é necessario para o desenvolvimento de uma infec¢cdo sincronizada nos
macréfagos, com liberagcdo continua e crescente de parasitos no sobrenadante.

Posteriormente os pocgos foram lavados 3 vezes com PBS 37°C para a
retirada dos parasitos nédo internalizados, e em seguida, foi adicionado meio DMEM.
Diariamente o sobrenadante de cultura de cada poco foi coletado isoladamente,
centrifugado (2600 x g, 5 minutos, 25°C), desprezado o sobrenadante realizado a
contagem de T. cruzi em camara de Neubauer sem diluicdo prévia. A quantidade de
parasitos contados na Neubauer (x 10*/mL) foi ajustada ao volume de sobrenadante
utilizado, sendo, portanto, os resultados expressos em numeros absolutos de T. cruzi
por amostra. Diariamente foi acrescentado meio DMEM aos pog¢os. A partir da
infeccdo das células esse procedimento foi realizado por 9 dias (Silva et al., 1995;
Aliberti et al., 1999).

5.1.18 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico GraphPad versédo 6.01 (San Diego, CA). Os resultados foram expressos
como média + erro padrao. A diferenca em dados agrupados foi analisada com o teste
Two-way ANOVA seguido do pés-teste de comparacdes multiplas de Tukey/Sidak. A
diferenca entre dois grupos foi analisada com teste T-student ndo pareado. Ja as
analises entre mais de dois grupos nao agrupados foram realizadas com o teste One-
way ANOVA seguido do poés-teste de comparacdes multiplas de Tukey/Bonferroni.

Considerado como estatisticamente diferente quando P < 0,05.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO - CAPITULO Il

5.2.1 PERFIL DAS VESICULAS EXTRACELULARES SECRETADAS POR Trypanosoma cruzi Y

O estudo das vesiculas extracelulares em suas diversas aplicacdes trouxe
junto a necessidade de um método de analise e quantificacdo dessas particulas. No
sistema Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) o equipamento visualiza a dispersao de
luz das vesiculas utilizando um microscoépio de luz. Um video é gravado e o programa
NTA software utiliza o movimento browniano das vesiculas individualmente para
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calcular o diametro via equacéo de Stokes-Einstein, assim como a concentracéo das
particulas em suspensao (Dragovic et al., 2011).

As vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi cepa Y foram purificadas
utilizando a metodologia de kit Total Exosome isolation. Para verificar a eficiéncia
dessa metodologia foram selecionadas trés suspensdes de EVs Y obtidas em
diferentes dias para analise quanto a concentracdo e tamanho através do
Monitoramento de Movimento (Nanopatrticle Tracking Analysis — NTA). As suspensdes
de EVs Y analisadas apresentaram o mesmo perfil de tamanho e concentracéo de
particulas entre si, com uma populagéo de vesiculas heterogéneas e polidispersas,

com moda variando entre 92 nm até 103 nm (tabela 5.1).

Tabela 5.1 Caracterizagdo das vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi de
acordo com tamanho e concentragdo. Vesiculas extracelulares secretadas por formas
tripomastigotas de T. cruzi Y foram purificadas utilizando o kit comercial Total Exossome
Isolation. Utilizando Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) as medidas correspondentes ao
didmetro (em nm) das EVs Y e a concentragdo presente nas diferentes suspensdes foram
analisadas.

Amostra Média das EVs Y Moda das EVs Y Desvio padrao  Particulas / mL

1 139 nm 103 nm 96 nm 14,56 x 108

2 143 nm 87 nm 90 nm 13,38 x 108

3 127 nm 92 nm 73 nm 12,93 x 108
Média 136,33 nm 94 nm 86,3 nm 12,93 nm

O diametro médio encontrado das EVs Y nas trés amostras apresentou
variacdo compativel com o tamanho descrito na literatura. Nogueira e colaboradores
(2015) analisaram por NTA vesiculas extracelulares de quatro cepas de T. cruzi (Y,
Colombiana, CL-14 e YuYu), encontrando tamanhos similares para as vesiculas
extracelulares dessas quatro cepas, com diametro médio de 150 nm. O trabalho de
Bayer-Santos et al. (2013) apresentou pela primeira vez a técnica de purificacdo de
vesiculas de T. cruzi por protocolo de fracionamento, conseguindo separar e obter
vesiculas maiores e menores. As vesiculas derivadas de epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi cepa Dm28c foram analisadas no NTA
confirmando a obtenc&o de vesiculas menores, com moda de aproximadamente 50
nm, e vesiculas maiores, com moda de 111 para vesiculas liberadas por epimastigotas
e moda de 136 nm para vesiculas liberadas por tripomastigotas. Utilizando a mesma
técnica de fracionamento por centrifugacéo, os resultados apresentados no trabalho

de Clemente et al. (2016) referentes a analise de vesiculas secretadas por
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tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi cepa CL e cepa G mostram que esses
parasitos liberam principalmente dois tamanhos de vesiculas entre 50 e 250 nm: as
maiores com diametro em torno de 100 nm e as menores com aproximadamente 50
nm. A disperséo no tamanho das EVs Y utilizadas nesse trabalho, entre 50 nm e 250
nm, confirma a denominagdo adotada para essas particulas como “Vesiculas

Extracelulares”.

5.2.2 A SUPLEMENTAGAO ORAL COM OLEO DE PEIXE OU OLEO DE MILHO IMPEDE O AUMENTO
DA PARASITEMIA INDUZIDO PELO TRATAMENTO COM VESICULAS EXTRACELULARES DE

Trypanosoma cruzi Y

Recentemente nosso grupo de pesquisa publicou os resultados do estudo
envolvendo a suplementacdo oral com 6leo de peixe rico em acidos graxos poli-
insaturados n-3 (PUFAs n-3), ou 6mega-3, e a infeccdo experimental por T. cruzi Y
em camundongos C57BL/6 (Lovo-Martins et al., 2017). Neste trabalho, mostramos
gue apesar dos animais suplementados com Oleo de peixe apresentarem parasitemia
mais alta durante a fase aguda da infeccdo, esses mesmos animais apresentam
reducdo do parasitismo cardiaco, reducdo das alteragbes hematoldgicas
caracteristicas de fase aguda e modulacdo da resposta imunoldgica a favor do
hospedeiro (Anexo II).

Levando em consideracdo os efeitos patogénicos que as EVs Y
desencadeiam nos animais infectados por T. cruzi Y e, por outro lado, a melhora
observada na suplementacdo com Oleo de peixe durante a infeccao, decidimos
estudar os efeitos das EVs Y em animais suplementados com 6leo de peixe ou 6leo
de milho. Assim como o 6leo de peixe, o0 6leo de milho fornece calorias ao animal,
mas consiste em uma fonte pobre em PUFAs n-3, porém rico em PUFAs n-6, sendo
um bom controle experimental para os efeitos especificos dos PUFAs n-3.

Camundongos C57BL/6 comecgaram a ser suplementados por via oral com
6leo de milho (CO, corn oil) ou dleo de peixe (FO, fish oil) 14 dias antes da infeccéo
(0,6% volume/peso). No sétimo dia de suplementacao, os animais de cada tratamento
foram divididos em dois grupos: um que recebeu vesiculas extracelulares de T. cruzi
(EVs Y) por via intraperitoneal e outro grupo que recebeu PBS, também por via
intraperitoneal, como controle. Decorridos 7 dias da inoculagdo de EVs Y (e 14 dias
de suplementacgéo) os animais foram infectados por 5 x 102 tripomastigotas obtidos no

sobrenadante de cultura de células Vero-E6 por via intraperitoneal. A suplementacéo
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diaria com CO ou FO continuou sendo administrada durante todo o experimento,
enguanto a parasitemia foi avaliada (Figura 5.1).

Corroborando com os resultados ja publicados (Lovo-Matrtins et al., 2017),
a suplementacao oral com 6leo de peixe (Fish oil - FO) iniciada antes da infeccao
provocou aumento dos parasitos circulantes no sangue no sétimo e nono dia apos a
infeccdo (day post infection - dpi), em comparacao com 0s grupos tratados com 6leo
de milho (Corn oil - CO) e controle nédo suplementado (5.3 A). Apds o 7° dpi, 0s niveis
de parasitos circulantes no sangue se igualaram, ndao sendo mais encontrados
parasitos a partir do 25° dpi. Nao houve diferengca na parasitemia entre os animais
suplementados com CO e o controle ndo suplementado (Figura 5.3 A). Os animais
gue receberam apenas tratamento prévio com EVs Y (controle + EVs Y) apresentaram
maior parasitemia (Figura 5.3 B e 5.3 C).

No grupo suplementado por via oral com 6leo de milho e que receberam
EVs Y previamente a infeccdo (CO + EVs Y), a parasitemia se manteve igual a
observada nos animais suplementados com 6leo de milho e que néo receberam EVs
Y (CO) (Figura 5.3 B). Da mesma forma, nos animais suplementados por via oral com
Oleo de peixe e que receberam EVs Y sete dias antes da infeccédo (FO + EVs Y), a
parasitemia se manteve igual a observada nos animais suplementados com 0Oleo de
peixe e que nao receberam vesiculas (FO) (Figura 5.3 C). Apesar da suplementacao
com Oleo de peixe causar aumento da parasitemia no sétimo dia em relacdo ao
controle ndo suplementado e ao grupo 6leo de milho (Figura 5.3 A), a inoculacéo de
EVs Y previamente a infec¢do ndo causou adicional aumento nos parasitos circulantes
no sangue desses animais, na verdade a parasitemia do grupo FO + EVs Y foi menor
do que a parasitemia dos animais tratados apenas com EVs Y (Figura 5.3 C).

O aumento da parasitemia no 7° dpi em decorréncia do contato do
camundongo com EVs Y antes da infeccdo esta associado a modulacédo da resposta
imunologica do hospedeiro a favor do parasito, conforme mostrado no artigo do
capitulo anterior. Isso indica que os mecanismos envolvidos com o0 aumento da
parasitemia induzido por EVs Y provavelmente sao diferentes daqueles envolvidos no
aumento da parasitemia induzido pela suplementacdo com FO, uma vez que nosso
grupo jA mostrou que a suplementacdo com FO esta associada a modulacdo do
sistema imune a favor do hospedeiro, enquanto nos resultados aqui mostrados as EVs
Y favorecem o parasito. Ou seja, nos dois grupos de suplementacéo a ingestao dos
Oleos ricos em PUFAs n-3 (FO) e PUFAs n-6 (CO) parece ter interferido nos efeitos

que as EVs Y exercem in vivo, uma vez que a inoculacdo de EVs Y concomitante a
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suplementacao e previamente a infeccdo ndo mudou a curva de parasitemia desses
animais em comparacao com aquela que os grupos apenas suplementados com CO

ou FO apresentam.

Figura 5.3: Efeito da inoculacdo de vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi Y
sobre a parasitemia de camundongos C57BL/6 suplementados por via oral com 6leo de
milho ou 6leo de peixe. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com 6leo
de milho (CO) ou 6leo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por
via oral (controle). Sete dias apés o inicio da suplementacdo os camundongos receberam PBS
ou vesiculas extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. Decorridos mais sete
dias os animais foram infectados por 5000 tripomastigotas de T. cruzi Y. A) camundongos
controles, CO e FO B) camundongos suplementados com CO e tratados com EVs Y ou PBS
i.p. C) camundongos suplementados com FO e tratados com EVs Y ou PBS i.p.. Os valores
da parasitemia sdo médias * erro padrao de cinco animais por grupo, de dois experimentos
independentes. ** P < 0,01; ** P < 0,001; **** P < 0,0001 estatisticamente diferente (Two-way
ANOVA, Pés-teste Tukey) — Graph Pad Prism.
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Apenas trés trabalhos relacionando a suplementagdo com 6leo de peixe e
infeccdo por T. cruzi estdo disponiveis atualmente. O primeiro, publicado em 1958 por
Godfrey trouxe a relacdo entre a suplementacdo de camundongos com 6leo de
bacalhau e a infec¢des por diferentes tripanosomatideos. Com o T. cruzi, o autor
mostrou que a suplementagédo com 6leo de bacalhau ndo diminuiu a parasitemia dos
animais infectados. Apesar de n&o discutido no trabalho, a curva de parasitemia

apresentada permite supor que o Oleo de bacalhau aumentou a parasitemia nos
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animais, em uma livre interpretacdo dos resultados. Anos depois, a suplementacao
com FO na infeccdo por T. cruzi em camundongos foi abordada por Takeda e
colaboradores (1995), contudo, apesar dos niveis mais altos de TNF-a no plasma
desses animais, os autores nao encontraram diferencas no desenvolvimento da
infecgdo. Por outro lado, utilizando um delineamento experimental diferente do
adotado por Takeda (1995), com maior inOGculo de parasitos e sem utilizar LPS como
estimulo, nosso grupo mostrou que a suplementacdo com FO beneficia o hospedeiro
murino na infec¢ao por T. cruzi (Lovo-Martins et al., 2017).

Os estudos da suplementacéo com 6leo de peixe na resisténcia a infec¢des
por diferentes patdgenos tém apresentado resultados divergentes na literatura
cientifica. Além disso, poucos sdo os estudos envolvendo doencas parasitarias.
(Anderson e Fritsche, 2002). Infec¢cbes bacterianas e sepse sdo mais estudados,
principalmente pelo fato da modulagéo da inflamagdo exacerbada associada ao
controle da replicacdo bacteriana ser um ponto chave no controle da sepse (Irons et
al., 2003; Ferguson et al., 2014; Tsutsumi et al., 2015).

5.2.3 OLEO DE PEIXE IMPEDE A MODULACAO DO OXIDO NiTRICO VIA VESICULAS

EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi

Como discutido anteriormente, o 6xido nitrico (NO) tem papel importante
na resisténcia de camundongos a infeccédo por T. cruzi (Vespa et al., 1994). Além do
potencial tripanocida que essa espécie reativa possui em macrofagos, ela ainda
exerce efeitos regulatérios sobre outras células do sistema imunolégico, modulando a
resposta inflamatéria e a producdo de citocinas que ocorre durante a infeccéo
(Gutierrez et al., 2009).

O o6xido nitrico (NO) plasmatico foi analisado nos animais dos diferentes
grupos de tratamento no 12° dpi. Apenas o tratamento dos animais com EVs Y, na
auséncia de infecgéo, n&o alterou os niveis de nitrito no plasma em comparagdo com
0s animais controles que nao haviam recebido EVs Y. A associacéo da inoculacéo de
EVs Y com a suplementacdo com CO ou FO nos animais ndo infectados também néo
resultou em mudancas no nitrito plasmético desses animais (Figura 5.4 A).

Os animais infectados apresentaram grande concentracao de nitrito no 12°
dpi, enquanto os animais que receberam tratamento com EVs Y previamente a
infecc@o apresentaram niveis menores de nitrito no plasma (figura 5.4 B). No entanto,

a suplementacéo tanto com CO ou FO, associada ou néo ao tratamento com EVs'Y,
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manteve os niveis de nitrito intermediarios nesses animais, de forma que nado sao
estatisticamente diferentes nem do controle infectado que néo recebeu EVs Y como

do animal controle que recebeu EVs Y e foi infectado (figura 5.4 B).

Figura 5.4: Vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi Y ndo alteram a producéao
de 6xido nitrico no plasma de camundongos suplementados com 6leo de milho ou éleo
de peixe. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com 6leo de milho (CO)
ou Oleo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por via oral
(controle). Sete dias apés o inicio da suplementagdo os camundongos receberam PBS ou
vesiculas extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. Decorridos mais sete dias
0s animais foram infectados por 5000 tripomastigotas de T. cruzi. O plasma foi coletado no
12° dia apéds a infeccdo. O nitrito foi mensurado pela técnica de Cadmio seguido pela reacao
de Griess, como estimativa da produc¢éo de 6xido nitrico (NO) no plasma de animais (A) ndo
infectados e (B) infectados. Os resultados expressam as médias + erro padrdo de cinco
animais por grupo, de dois experimentos independentes. * P < 0,05; estatisticamente diferente
(One-way ANOVA, pés-teste Tukey) — Graph Pad Prism.
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Considerando que as EVs Y parecem exercer efeitos moduladores sobre
as células do hospedeiro, foi realizado o cultivo in vitro das células do baco com o
objetivo de avaliar a capacidade das células responsaveis pela resposta imunologica
do animal suplementado com FO ou CO responderem ao estimulo com antigeno de
T. cruzi (TcAg). Os animais no 12° dpi ja passaram pela fase de reconhecimento do
T. cruzi pelo sistema imune inato, apresentacdo de antigenos e ativacdo da imunidade
adaptativa nos orgéaos linfoides, como o baco. A estimulacdo das células dos animais
infectados com TcAg permite estimular uma resposta correspondente ao status de
ativacdo também apresentado in vivo. O baco dos camundongos dos diferentes
grupos de tratamento foi removido no 12° dpi para cultivo dos esplendcitos in vitro. O
nitrito foi quantificado no sobrenadante dessas culturas apos 48 horas de cultivo em

meio de cultura ou com estimulo com TcAg.
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Nos animais ndo infectados a suplementagdo com CO ou FO (Figura 5.5-
Al) associada a inoculacédo de EVs Y (Figura 5.5-A2) nao alterou a resposta dos
esplendcitos in vitro quanto a producao de NO, mesmo quando estimulados com TcAg
(Figura 5.5-A3 e A4). Nos animais infectados, apenas a suplementagédo com CO ou
FO também néo alterou a capacidade de producéo in vitro de NO pelos esplendcitos
(Figura 5.5-B1), nem mesmo quando os animais haviam sido tratados com EVs Y
antes da infeccéo (Figura 5.5-B2).

Nos animais infectados, as células provenientes dos animais
suplementados com FO produziram mais NO em resposta ao estimulo com TcAg do
gue as células dos animais controles e suplementados com CO (Figura 5.5-B3). Nos
animais apenas tratados com EVs Y antes da infec¢cdo (sem suplementacdo com
0leos) a producdo de NO foi menor quando essas células foram estimuladas com
TcAg (Figura 5.5-B3 comparada com 5.5-B4, P < 0,01). Nos animais suplementados
com CO, a producdo de NO, tanto no cultivo sem estimulo (Figura 5.5-B3) como
quando estimulados com TcAg (Figura 5.5-B4) foi semelhante ao controle sem
suplementacao. Ja nos animais suplementados com FO, o estimulo das células do
baco desses animais com TcAg resultou em grande producdo de NO (Figura 5.5-B4).
Embora o tratamento com EVs Y tenha resultado em diminuicdo da capacidade de
producdo de NO nos animais controles sem suplementacao, os animais tratados com
EVs Y e que estavam sendo suplementados com FO apresentaram grande producéo
de NO em resposta ao estimulo com TcAg (Figura 5.5-B4). Portanto, a ingestédo do
FO rico em PUFAs n-3 esta impedindo os efeitos moduladores das EVs Y sobre a
resposta desses animais a infeccdo. De maneira mais discreta, mas ainda
representativa, os animais tratados com EVs Y e que estavam sendo suplementados
com CO também produziram mais NO que o controle quando estimulados com TcAg
(Figura 5.5-B4, P < 0,05), e menos do que os suplementados com FO (Figura 5.5-B4,
P < 0,0001).

Como discutido anteriormente, o oOxido nitrico (NO) produzido nos
macrofagos constitui um importante mecanismos tripanocida nessas células, sozinho
ou quando combinado com o superéxido, dando origem ao peroxinitrito. Isso é
confirmado em modelos murinos onde o bloqueio in vivo da enzima NO sintase
induzivel promove o0 aumento da parasitemia e mortalidade em animais infectados.
Adicionalmente, o uso de farmacos doadores de NO é capaz de matar parasitos in
vitro em culturas axénicas, sugerindo dessa forma que o NO possui diretamente

funcéo tripanocida (Vespa et al., 1994). O reconhecimento dos tripomastigotas por
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macréfagos, juntamente com outros estimulos, ativa a enzima Oxido nitrico sintase
induzivel (INOS), disparando grande producdo da espécie reativa NO com

consequente eliminacéo do parasito (Gutierrez et al., 2009).

Figura 5.5: A suplementacdo com 6leo de peixe impede que vesiculas extracelulares de
Trypanosoma cruzi Y diminuam a capacidade dos esplendcitos produzirem o6xido
nitrico. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com 6leo de milho (CO) ou
Oleo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por via oral (controle).
Sete dias ap6s o inicio da suplementacdo os camundongos receberam PBS ou vesiculas
extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. O bago foi removido no 12° dia apés
a infeccdo e os esplendcitos dos camundongos (A) nao-infectados e (B) infectados foram
cultivados com ou sem antigeno de T. cruzi (TcAg). O nitrito foi mensurado pela técnica de
Griess, como estimativa da producdo de 6xido nitrico (NO). Os resultados expressam as
médias + erro padréo de cinco animais por grupo, de trés experimentos independentes. * P <
0,05; * P < 0,01; **** P < 0,0001 estatisticamente diferente (Two-way ANOVA, pos-teste
Tukey) — Graph Pad Prism.
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O FO utilizado nesse trabalho é rico em PUFAs n-3, tais como o acido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), que possuem grande potencial

de modulacéo da resposta imunoldégica e inflamacéo. A associacdo da suplementagéo

79



com FO e infeccéo experimental por T. cruzi publicada pelo nosso grupo recentemente
mostrou que a suplementacdo com FO aumenta a producdo de TNF-a por
esplendcitos de animais no inicio da infeccdo (7° dpi). Também Takeda e
colaboradores (1995) mostraram que a suplementacdo com FO induz niveis mais
altos de TNF-a no plasma de camundongos infectados por T. cruzi.

Embora o macréfago tenha mecanismos que permitem o reconhecimento
do T. cruzi, para que essa célula consiga responder de forma mais eficiente é
necessario que ele seja ativado via citocinas. Dentro desse contexto, o IFN-y e 0 TNF-
o, desempenham papel fundamental na ativacdo de macréfagos, potencializando a
resposta e tornando essas células mais eficientes na eliminacdo do parasito.
(Gazzinelli et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995).

Nos resultados aqui apresentados, os niveis de NO no plasma dos
camundongos no 12° dia apds a infec¢do ndo foram modificados pela suplementacao
com FO ou CO. As EVs Y foram capazes de reduzir o NO apenas no plasma dos
camundongos sem suplementacao e tratado com EVs Y e infectados.

Também os esplendcitos dos camundongos que receberam EVs Y
previamente a infec¢do produziram menos NO quando estimulados com antigeno de
T. cruzi, em comparacdo com o controle que nao recebeu EVs Y. Ja nas células
obtidas de animais suplementados com FO o estimulo com antigeno de T. cruzi fez
com que essas células produzissem NO em concentragdes mais altas que o0s
controles sem tratamento e CO. O tratamento com EVs Y in vivo nos animais
suplementados com FO nao interferiu com a resposta dessas células ao estimulo in
vitro com antigeno de T. cruzi. Na verdade, essas células produziram NO em
concentracbes semelhantes a produzida pelos esplenécitos estimulados com
antigeno de T. cruzi dos animais suplementados com FO e que ndo haviam recebido
EVs Y in vivo.

A ativacdo e maior producdo de NO pelos esplendcitos dos animais
tratados com FO, mesmo com a inoculacdo de EVs Y previamente a infeccédo, mostra
gue mais do que efeitos anti-inflamatérios os PUFAs n-3 possuem efeitos
imunomoduladores. Isso porque as células continuam responsivas a antigenos do
parasito quanto a producao de NO, o que é importante para a resposta do hospedeiro
a infeccao.

Além dos efeitos tripanocidas, o 6xido nitrico também desempenha um
papel regulador/supressor na resposta de linfécitos a infeccdo por T. cruzi. Foi

observado supressao da resposta proliferativa de linfocitos expostos ao NO produzido
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por macréfagos do baco de camundongos infectados ativados por IFN-y e TNF,
supressdo que decorre também da diminuicdo de IL-2 (Abrahamsohn e Coffman,
1995). A liberagdo de PGE:2 por células aderentes/macrofagos do baco foi outro
mecanismo descrito como supressor da resposta de células T (Pinge-Filho et al.,
1999) e da producgédo de TNF-a (juntamente com o NO) na infec¢cado por T. cruzi
(Borges et al., 1998).

A suplementacdo com FO aumenta a proporcdo dos PUFAs n-3 acido
eicosapentaenodico e docosahexaendico nos fosfolipideos das membranas de células
inflamatoérias, com consequente reducdo na quantidade do PUFAs n-6 acido
araquidénico. Dentre os varios mecanismos ja descritos de imunomodulacdo por
PUFAs n-3, a mudanca na classe de mediadores lipidicos produzidos a partir desses
acidos graxos representa um dos principais mecanismos responsaveis pelo controle
da inflamagé&o (Calder, 2015b). Os PUFAs n-3 inibem competitivamente a formacao
de eicosandides pelas enzimas ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase a partir do acido
araquidénico, sendo produzidos, a partir dos PUFAs n-3, prostaglandinas e
tromboxanos da série 3 e leucotrienos da série 5, que por sua vez apresentam menor
atividade inflamatéria em relacdo a prostaglandinas da série 2 sintetizadas a partir do
acido araquidénico. Ou seja, a suplementacdo com FO estd associada com menor
producgéo de prostaglandina E2 (Calder et al., 1994; Peterson et al., 1998).

Células do baco de camundongos suplementados com FO obtidos no 7°
dpi produzem metade da concentracdo de PGE2 em resposta a infecgéo por T. cruzi
em comparac¢do com células obtidas de animais suplementados com 6leo de milho ou
controle ndo suplementado. Mesmo apds a estimulacao dessas células com TcAg, 0s
niveis de PGE2 nas células obtidas de animais suplementados com FO e infectados
ainda é metade em compara¢ao com os grupos controles. Além disso, como discutido
anteriormente, no 7° dpi as células dos animais suplementados com FO também
produzem mais TNF-a em resposta a infecgado (Lovo-Martins et al., 2017).

Os resultados do artigo mostrados no capitulo anterior descrevem a
formacado de corpos lipidicos em macrofagos tratados com EV, mesmo na auséncia
de T. cruzi. Melo et al. (2003) mostraram que na infec¢do por T cruzi esses corpos
lipidicos constituem fonte de substrato para a geracdo de PGE2. Em alta concentracao
a PGE: esta associada a imunossupressdo observada no inicio da resposta ao
parasito (Pinge-Filho et al., 1999). Diante dessas informacgdes, hipotetizamos que a
capacidade reduzida das células produzirem PGE2 em decorréncia da suplementacéo

com FO pode ser o fator minimizador os efeitos das EVs Y, mantendo eficiente a
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producéo de NO pelos fagocitos e assim tornando o ambiente celular menos favoravel

para o parasito.

5.2.4 INTERNALIZAGAO E CONSEQUENTE LIBERAGAO DE Trypanosoma cruzi EM
MACROFAGOS EXPOSTOS A DIFERENTES ACIDOS GRAXOS E VESICULAS EXTRACELULARES DE

T. CRUZI

O estudo dos macrofagos € de grande interesse na imunologia e na relacédo
parasito-hospedeiro. Linhagens celulares imortalizadas de macrofagos, como
J774A.1, RAW264.7 e P388D1 apresentam a vantagem de terem uma rapida
proliferacdo, contudo a pressdo positiva imposta pelas constantes passagens
celulares em cultivo resulta em perda de genes que ndo sdo importantes para a
replicacdo celular, mas essenciais para as fun¢bes imunoldgicas dos macréfagos.
Assim como os camundongos sao um bom modelo de estudo da resposta imunoldgica
in vivo, os macréfagos desses animais constituem um bom modelo celular para a
investigacdo dessa importante célula do sistema imunoldgico. A partir das células
tronco da medula 6ssea de apenas um camundongo macréfagos podem ser obtidos
em grande quantidade e sem apresentarem nenhum tipo de ativacdo decorrente de
sinais migratorios ou estimulatérios no animal. Esses aspectos tém favorecido o uso
de macréfagos derivados de células da medula em estudos imunolégicos (Marim et
al., 2010).

Os macrofagos utilizados nos ensaios in vitro foram obtidos a partir da
diferenciacédo de células da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (Englen et al.,
1995; Marim et al., 2010). Apoés sete dias de diferenciacéo as células foram marcadas
com anticorpos contra moléculas de membrana caracteristicas de macréfagos para
verificacdo da eficiéncia do protocolo adotado. Utilizamos anticorpos anti-CD11b, anti-
F4-80, anti-MHC-I, anti-MHC-II, anti-CD206, anti-CD80 e anti-CD86. As células
obtidas apresentaram duas popula¢des com tamanhos diferentes (figura 5.6 B) e por
isso foram analisadas separadamente quanto aos marcadores de superficie de
macrofagos. A porcentagem de células positivas para os marcadores analisados foi
semelhante nos dois gates (P4 e P3) delimitados conforme mostrado na figura 5.6 B,
com quase 100% das células apresentando os marcadores CD11b e F4/80. Quanto
aos marcadores que indicam o grau de ativacdo do macréfago, houve maior
expressdo da molécula apresentadora de antigeno MHC-II e da molécula co-

estimulatoria CD86 em relacdo a menor expressao do receptor de manose CD206.
82



Figura 5.6: Estratégia de gate e imunofenotipagem de macréfagos derivados de medula
O0ssea de camundongos C57BL/6. Macrofagos obtidos a partir de diferenciacao de células
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram submetidos a marcacdo de moléculas
superficie, seguido da analise por citometria de fluxo (células diferenciadas a partir da medula
Ossea de 1 animal, n = 1). (A) Grafico de tamanho-altura (FSC-H) por tamanho-area (FSC-A)
para selecdo de células ndo-agrupadas no gate P2 (B) Grafico de tamanho (FSC) por
granulosidade (SSC) no gate P2 e sele¢éo de duas populagdes com tamanhos diferentes (P3
e P4) com a marcacdo de gate nas células ndo marcadas. Marcacdo para diferentes
moléculas de superficie: CD11b; F4/80; MHC-I; MHC-II; CD206; CD86 dentro da populacéo
do gate (C) P4 e (D) P3, ambos em P2. Representacdo grafica da porcentagem de células
positivas para os marcadores no (E) gate P4 e no (F) gate P3.
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Os marcadores CD11b e F4/80 estdo presentes em quase 100% das
células obtidas. A molécula CD11b faz parte da familia das integrinas, e participa da
migracdo e adesdo celular dos macrofagos. JA o F4/80 é considerado o marcador
mais especifico para identificagdo de macrofagos maduros (Kim et al., 2015), e esta
envolvido com o desenvolvimento de tolerancia imunolégica (Van Den Berg e Kraal,
2005). Dessa forma, essas moléculas sdo marcadores caracteristicos de macréfagos,
confirmando que o protocolo utilizado foi eficiente para a obtencéo dessas células.

Apesar do 6leo de peixe ter caracteristicas bem diferentes do éleo de milho
- 0 primeiro é rico em PUFAs n-3 e o0 segundo tem predominantemente PUFAS n-6 e
9, com auséncia de PUFAs n-3 — ambos os 0leos constituem uma mistura de acidos
graxos. Com o objetivo de entender a relacédo dos acidos graxos individualmente e a
sua relacdo com os efeitos patogénicos das EVs Y foram selecionados cinco acidos
graxos purificados para estudo in vitro em macrofagos: PUFAs n-6 &cido araquidénico
(AA) e acido linoleico (LA); o MUFA n-9 acido oleico (OA) e os PUFAs n-3 acido
docosahexaendico (DHA) e eicosapentaendico (EPA). Considerando que o BSA
constitui o veiculo para tratamento com os 4cidos graxos, o grupo tratado com BSA
foi utilizado como controle 100% para as comparacdes, tanto no cultivo com meio
como no tratamento com EVs Y.

Os macrofagos tratados com o veiculo BSA apresentaram menos parasitos
internalizados quando em comparacao com as células cultivadas apenas em meio de
cultura (Figura 5.7 A). Em relacdo aos macrofagos tratados com acidos graxos AA,
LA, AO, EPA e DHA e cultivados com meio de cultura, todos os acidos graxos
ocasionaram maior internalizacdo de amastigotas em relacéo ao controle BSA + meio
(Figura 5.7 A). Mesmo a internalizacdo sendo menor nas células tratadas com BSA
em relacdo aos macrofagos ndo tratados, o BSA ndo impediu que as EVs Y
aumentassem a internalizacdo de amastigotas nos macréfagos (Figura 5.7 B),
confirmando resultados mostrados no capitulo anterior.

Ja no tratamento das células com os acidos graxos individualmente,
seguido da exposicao as EVs Y, as células tratadas com AA + EVs Y apresentaram
mais amastigotas internalizadas em comparacéo as células tratadas com BSA + EVs
Y. Por outro lado, os macrofagos tratados com EPA + EVs Y mostraram reducdo na
internalizacdo de amastigotas também em comparacdo com as células tratadas com
BSA + EVs Y. Nos tratamentos com LA, AO e DHA seguido da exposicédo as EVs Y,

nao houve diferengca em comparagao com o grupo BSA + EVs Y (Figura 5.7 B).
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Figura 5.7: indice de internalizagdo de amastigotas em macrofagos tratados com
diferentes acidos graxos e expostos as vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi
Y. Macro6fagos derivados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram tratados durante
24 horas com acidos graxos (50 uM) e, em seguida, foram expostos durante mais 24 horas a
vesiculas extracelulares de T. cruzi (EVs Y). As EVs Y foram removidas e as células foram
infectadas durante 14 horas com tripomastigotas de T. cruzi Y (MOI 5). ApGs a remocao dos
parasitos néo internalizados as laminas foram coradas com Giemsa e analisadas por
microscopia de luz. A porcentagem de internalizacéo foi calculada considerando o numero de
amastigotas internalizadas por macrofago, considerando o grupo BSA + meio como 100%.
(A) Porcentagem de internalizagdo nos macré6fagos tratados com os acidos graxos + meio
(controle meio e controle BSA, soro albumina bovino; AA, acido araquiddnico, LA, acido
linoleico, OA, acido oleico; EPA, acido eicosapentaendico; DHA, 4cido docosahexaendico) e
(B) em macroéfagos tratados com &cidos graxos + EVs Y. Os resultados expressam a
porcentagem média * erro padrdo, com dois experimentos independentes. ** P< 0,01; *** P<
0,001; **** P < 0,0001 diferentes do controle BSA + meio (A) e BSA + EVs Y (B) (One-way
ANOVA com poés-teste Bonferroni) — Graph Pad Prism.
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Apesar da internalizacdo ser uma etapa essencial da infecgéo por T. cruzi,
para que ela seja efetiva o parasito precisa evadir dos mecanismos tripanocidas do
macrofago, replicar e romper a membrana celular, dando continuidade ao seu ciclo.
Para avaliar a eficiéncia da infeccéo por T. cruzi nos macrofagos tratados com acidos
graxos e expostos as EVs Y previamente a infeccdo, a liberacdo de parasitos no
sobrenadante dos macréfagos dos diferentes grupos de tratamento foi quantificada
diariamente (Figura 5.8) (Silva et al., 1995; Aliberti et al., 1999).

Nesse experimento, as células foram expostas aos acidos graxos por 24h
para incorporacéo pelos macrofagos. Apos a remocao dos acidos graxos as ceélulas
foram expostas as EVs Y por mais 24h, ou seja, as EVs Y entraram em contato com
0os macréfagos que ja haviam incorporado os acidos graxos. As EVs foram entéo
removidas e as células foram colocadas em contato com T. cruzi por 14h. Apés a

remocéao dos parasitos néo internalizados o meio de cultura foi trocado diariamente e,

85



para assegurar que os acidos graxos continuassem presentes nas células, o meio de
cultura adicionado apos a infeccdo sempre continha 50 uM do respectivo acido graxo.

Nos macrofagos expostos as EVs Y, a liberagcdo de tripomastigotas no
sobrenadante de cultura foi maior em relagao ao controle BSA (Figura 5.8 F). Portanto,
as EVs Y aumentaram ndo s6 a internalizacdo, mas também a replicacdo e
consequente liberagcédo do T. cruzi foi maior nesse grupo.

Analisando a liberacao de parasitos pelas células tratadas somente com os
acidos graxos (Figura 5.8, painel superior), os tratamentos com LA ou OA resultaram
em maior liberacdo quando comparado ao controle BSA (Figura 5.8 B e C). Ja os
tratamentos com AA, EPA e DHA reduziram drasticamente a liberacéo de T. cruzi no
sobrenadante dos macrofagos durante todo o periodo analisado (Figura 5.8 A, D e E).
Apesar dessa diferenga marcante na liberagao de parasitos entre os tratamentos com
0s acidos graxos, a internalizacéo do T. cruzi ndo foi diferente entre os grupos, o que
demonstra que a incorporacao de LA ou OA aos macréfagos favorece a replicacao do
parasito, enquanto a incorporacao de AA, EPA e DHA néo interfere na internalizacéao,
mas prejudica acentuadamente a replicagéo do T. cruzi.

Adicionalmente, quando os macréfagos foram tratados com LA ou OA
seguido da exposicdo as EVs Y, houve acentuado aumento da liberacdo de
tripomastigotas no sobrenadante dessas células em comparacdo com a liberacéo
induzida pelo tratamento BSA + EVs Y (Figura 5.8 H e I). Também nesses grupos a
internalizacdo de T. cruzi ndo foi diferente do controle. Ou seja, além dos &cidos
graxos LA e OA sozinhos aumentarem a liberacdo de parasitos, a associacao deles
com as EVs Y potencializou ainda mais a replicacéo e liberacdo do parasito.

Assim como aconteceu nos macréfagos tratados apenas com AA, EPA e
DHA, a associacdo deles com as EVs Y néo alterou a liberacéo de parasitos. Nesses
grupos os parasitos foram liberados até mesmo em quantidades muito menores do
gue as que foram observadas no controle BSA sem EVs Y (Figuras 5.8 G, J e K). O
interessante € que, em comparagao ao grupo BSA + EVs Y, no tratamento com AA +
EVs Y a internalizacdo foi maior, enquanto que no tratamento com EPA + EVS Y a
internalizacao foi menor. O AA é um PUFA n-6 presente no 6leo de milho e é utilizado
como substrato para a sintese de eicosanodides com grande potencial inflamatério. Ja
0 EPA e o DHA sédo PUFAs n-3 presentes no 6leo de peixe, e estdo sao utilizados
para a sintese de eicosandides com menor potencial inflamatério (Calder, 2015b;

Lovo-Martins et al., 2017). Provavelmente os mecanismos envolvidos com a redugao
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da replicacdo do parasito observado nesses acidos graxos sao diferentes, o que

demanda mais estudos para elucidar essa questao.

Figura 5.8 Modulagcdo de acidos graxos e vesiculas extracelulares de Trypanosoma
cruzi Y naliberacao de parasitos no sobrenadante de macréfagos. Macréfagos derivados
da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram tratados durante 24 horas com &cidos
graxos (50 uM) e, em seguida, foram expostos durante mais 24 horas a vesiculas
extracelulares de T. cruzi (EVs Y). As EVs Y foram removidas e as células foram infectadas
durante 14 horas com tripomastigotas de T. cruzi Y (0,1 parasitos por macréfago). A liberacdo
de tripomastigotas no sobrenadante foi monitorada diariamente. (BSA, soro albumina bovino;
AA, acido araquidénico, LA, &cido linoleico, OA, &cido oleico; EPA, acido eicosapentaendico;
DHA, &cido docosahexaendico). Os resultados expressam a média + erro padrdo de um
experimento. *** P < 0,0001 (Two-way ANOVA, pés-teste Sidak) — Graph Pad Prism.
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Durante o processo de internalizacdo do T. cruzi na célula hospedeira
diversas vias podem estar envolvidas, todas elas iniciando com a adeséo do parasito
a célula e desencadeando sinaliza¢des intracelulares que culminam com a entrada do
protozoario (revisado por Barrias et al. 2013). J&4 € bem descrito que durante a
suplementacao da dieta com PUFAs n-3 esses acidos graxos sdo incorporados nos
macrofagos, assim como em outras células, alterando sua estrutura, funcdo e até
mesmo fluidez da membrana plasmatica (Peterson et al., 1998; Bonilla et al., 2010).

A literatura cientifica ainda ndo possui nenhum estudo sobre a interferéncia
da incorporacdo dos PUFAs n-3 na membrana das células com as vias de
internalizacdo do T. cruzi. Experimentos utilizando bloqueadores das vias de T. cruzi
em associacdo ao tratamento com acidos graxos podem representar uma melhor
perspectiva para o entendimento dos fendmenos aqui observados.

Estéo descritos mecanismos de modulagéo in vitro por &cidos graxos em
células infectadas por Micobacterium tuberculosis e pelo virus oncogénico
Papilomavirus Humano (HPV). Em modelo de estudo com M. tuberculosis foi visto que
a incorporacao de EPA e DHA pela célula modifica a composicdo das membranas
endossomais, alterando a organizagdo da actina em fagossomos contendo o M.
tuberculosis e assim prejudicando a formacéo do fagolisossomo em macréfagos de
linhagem J774. Em contrapartida, a incorporacdo do PUFAs n-6 acido araquidénico
potencializa a maturacdo do fagossomo e a eliminagdo do M. tuberculosis nesses
macréfago J774 (Sturgill-Koszycki et al., 1994; Anes et al., 2003; Bonilla et al., 2010).

Em um estudo também in vitro foi demonstrado que o tratamento com o
PUFA n-3 DHA de células infectadas pelo virus HPV ativa o sistema celular de
degradacdao ubiquitina/proteassoma, levando a degradacéo das proteinas virais E6/E7
e inducéo de apoptose nas células infectadas. Esse aumento na atividade do sistema
ubiquitina/proteassomo via DHA estd associado com a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio pelas mitocondrias. Os autores concluem, nesse caso, que o DHA
possui um mecanismo Unico anticancer para a quimioprotecdo e tratamento de

tumores associados ao HPV (Jing et al., 2014).

5.3 CoNcLUSAO - CaAPiTULO Il

Os nossos resultados in vivo mostraram que a suplementacao dos animais
com CO e FO foi capaz de interferir com os efeitos patogénicos das EVs Y, aqui

demonstrados pelo aumento da parasitemia e reducdo da producdo de NO por
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esplendcitos. Discutimos que, provavelmente via corpos lipidicos, as EVs Y de T cruzi
criam um ambiente favoravel a producdo de PGE: durante a infeccdo, levando a
supressdo da resposta imunologica ao parasito durante a fase aguda da infeccao.
Ainda nesse raciocinio, sabendo que a suplementacdo com FO promove reducao de
PGE:2, acreditamos que esse pode ser um dos mecanismos pelo qual as EVs Y nao
alteram a infeccdo nos animais suplementados com FO (EVs Y ndo aumentam a
parasitemia nos animais FO) tdo pouco interferem com a resposta das células desses
animais (EVs Y nao diminuem a producao de NO pelos esplendcitos dos animais FO).

Os experimentos in vitro utilizando &cidos graxos purificados podem
fornecer subsidios para o entendimento da relacédo entre os PUFAs e 0s mecanismos
de infeccdo por T. cruzi. De fato, o tratamento de macrofagos com diferentes acidos
graxos altera o perfil de infeccdo do T. cruzi nos macréfagos. Para entender melhor
esses resultados, o bloqueio de etapas relacionadas com vias de internalizagéo
utilizadas pelo T. cruzi (por exemplo através do bloqueio do aumento de célcio
intracelular, ativacdo de PI3K ou de adenilato ciclase) pode ajudar a esclarecer os
mecanismos em que as EVs Y atuam para aumentar a internalizagéo de T. cruzi nos
macréfagos. Apesar do tratamento com EVs Y aumentar a internalizacédo de T. cruzi
nos macrofagos, mostramos que o tratamento com &cidos graxos nao alterou a
internalizacao de T. cruzi nessas células. No entanto, a posterior liberacao de formas
tripomastigotas foi modulada pelos acidos graxos, sendo liberadas mais formas
tripomastigotas nos tratamentos com OA e LA e caindo acentuadamente a liberagdo
dos parasitos nos tratamentos com AA, EPA ou DHA.

Portanto, os experimentos in vitro demonstraram que os tipos de &cidos
graxos incorporados aos macrofagos alteram diretamente o curso da infeccdo por T.
cruzi. Considerando que certos tipos de acidos graxos sdo mais presentes no 6leo de
milho (acido araquidénico, linoleico e oleico) ou mais presentes no 6leo de peixe (acido
eicosapentaenoico e docosahexaendico) (Lovo-Martins et al., 2017) esses dados
podem colaborar com o entendimento das diferencas observadas in vivo entre a

suplementacao oral com 6leo de milho ou 6leo de peixe, na infeccéo por T. cruzi.
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6. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

O objetivo da presente tese foi investigar os efeitos imunopatolégicos das
vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi (EVs Y), assim como a sua associacao
com a acao imunomoduladora dos acidos graxos poli-insaturados na patogénese da
doenca de Chagas experimental. Inicialmente, avaliamos os efeitos das EVs Y
seguindo um protocolo experimental onde primeiro 0os animais ou os macréfagos
tiveram contato com as EV Y para depois a infeccao ser efetuada. Ja num segundo
momento, decidimos por um delineamento experimental que permitisse primeiro a
incorporagao e modulacdo do ambiente pelos PUFAS, seguido do contato do animal
ou das células com as EVs Y para enfim a infec¢do ser realizada.

No desenvolvimento deste trabalho, durante o estudo da associacao entre
0S mecanismos patogénicos desempenhados pelas EVs Y e a suplementacdo com
PUFAs n-3, observamos que os resultados encontrados especificamente em relagcéo
aos efeitos imunomoduladores das EVs Y ainda n&o estavam descritos na literatura
cientifica. Diante disso, optamos por dividir os resultados em duas partes. A primeira
descreve os efeitos das EVs Y na modulagdo da resposta imunolégica in vivo e in
vitro, enquanto a segunda aborda a relacdo entre a patogenicidade das EVs Y com os
efeitos protetores dos PUFAS n-3.

Atualmente, a suplementacao oral diaria com PUFAs n-3 é recomendada
pela Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao de Aterosclerose, atualizada em
2017 pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (2 a 4 g ao dia), como um complemento
importante na prevencdo da aterosclerose e pelos seus beneficios cardioprotetores
(Faludi et al., 2017). No mesmo sentido, a suplementacdo com PUFAs n-3 é
recomendada pelo Colégio Americano de Cardiologia e Associacdo Americana do
Coracdo como um importante adjuvante no tratamento de insuficiéncia cardiaca
(Yancy et al., 2013).

Apesar da reconhecida relevancia da suplementacdo com PUFAS n-3 no
tratamento suplementar de doencgas cardiovasculares, e considerando os importantes
comprometimentos cardiacos que podem acontecer durante a fase cronica do doenca
de Chagas, somente em 2013 foi lancado o primeiro delineamento para o estudo
clinico da suplementacdo com PUFAS n-3 (EPA + DHA) em pacientes com
cardiomiopatia chagasica crénica (Silva et al., 2013). Embora os beneficios da
suplementacdo com PUFAs n-3 na resisténcia a doencas infecciosas ainda ser muito

discutido (Anderson e Fritsche, 2002), mostramos recentemente que a suplementacéo
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oral com PUFAs n-3 esta associada a uma melhor resposta imunolégica do
hospedeiro durante infecdo aguda por T. cruzi, assim como uma atenuacao das
alteracdes clinicas caracteristicas da fase aguda da infeccdo (Lovo-Martins et al.,
2017). De forma complementar ao trabalho j& publicado, os resultados dessa tese
contribuem para o entendimento dos mecanismos pelos quais os PUFAs n-3
favorecem o hospedeiro, com foco especificamente na patogenicidade exercida pelas
EVsY.

Os resultados do teste clinico lancado em 2013 foram publicados por Silva
et al. (2017), abordando os efeitos dos PUFAs n-3 sobre perfil lipidico e marcadores
inflamatorios dos pacientes com cardiomiopatia chagasica cronica. Apos 8 semanas
de suplementacdo diaria com PUFAs n-3 os pacientes apresentaram reducdo dos
triglicérides séricos e tiveram a reducédo da citocina IL-10 atenuada, em relagdo aos
pacientes que receberam éleo de milho (utilizado como placebo). Apesar da grande
adesdao dos pacientes ao tratamento, os autores discutem que o tempo relativamente
curto do estudo ndo permitiu 0 acompanhamento da evolugao clinica dos pacientes,
assim como os resultados podem néo ter sido tdo expressivos pela falta de um grupo
controle saudavel e pela dificuldade de monitorar a atividade fisica de cada paciente,
0 que pode interferir sobre a interpretacéo dos resultados.

Apesar da importancia dos testes clinicos em pacientes, os resultados de
experimentos em modelos animais e em culturas de células, como os desenvolvidos
nessa tese, permitem uma complementacdo e melhor compreensédo dos efeitos e
mecanismos de acdo da suplementacdo com PUFAs n-3, fornecendo subsidios
cientificos para justificar e tornar mais seguro os protocolos de aplicacdo clinica.
Através dos testes experimentais é possivel separar cada evento analisado
(tratamento com PUFASs, tratamento com EVs Y e infec¢ao), sempre acompanhados
dos controles, permitindo avaliar e discutir os mecanismos envolvidos em cada etapa.
Contudo, sabemos gue no curso da infeccéo natural esses eventos se sobrepdem, ou
seja, 0 paciente nao entra em contato com as EVs Y para depois ser infectado, nem
inicia a suplementacdo com 0leo de peixe estrategicamente antes de uma infeccao.
Reconhecendo essas limitacdes, ainda assim acreditamos que o trabalho fornece
importantes subsidios para o entendimento dessa relacao.

Analisando os resultados dos ensaios que relacionam os efeitos das EVs
Y nos animais tratados com PUFAs n-3, vemos que as modulacbes da resposta
imunoldgica exercida pelas EVs Y a favor do parasito ndo acontecem quando 0s

animais sao tratados com Oleo de peixe, assim como a infeccdo ndo progride em
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macrofagos tratados in vitro com acido araquidénico (AA, PUFA n-6), acido
docosahexaenoico (DHA, PUFA n-3) ou acido eicosapentaendico (EPA, PUFA n-3).

Nesse contexto, torna-se imprescindivel a analise da producéo de citocinas
e mediadores lipidicos nos animais tratados com PUFAs n-3 e desafiados com EVs Y
antes da infeccdo. J& in vitro, ensaios utilizando bloqueadores de diferentes vias de
internalizacdo do T. cruzi poderdo indicar quais mecanismos estédo evolvidos com a
internalizacdo e infeccdo do T. cruzi nas células do hospedeiro suplementadas com
PUFAs n-3 e submetidas aos efeitos das EVs Y.

A ingestéo diaria de PUFAs n-3 diminui a quantidade de acido araquiddnico
(AA) nos fosfolipidios de membrana das células envolvidas com a inflamacao, com
consequente aumento da incorporacdo de DHA e EPA. Dessa forma, diminuindo os
eicosanodides produzidos a partir do AA a principio pelo simples fato de menores
quantidade de AA estarem disponiveis como substrato para as enzimas ciclo-
oxigenase (COX) e lipo-oxigenase (LOX), mas também pela diminui¢do da ativacao
das enzimas COX e LOX (Yaqoob et al., 2000; Calder, 2015b).

Uma vez que os acidos graxos EPA e DHA séo incorporados a membrana
plasmética, ao serem metabolizados pela enzima COX d&o origem a prostaglandinas
(PG) e tromboxanos (TX) da série 3, e quando metabolizados pela enzima LOX dao
origem a leucotrienos (LT) da série 5. Esses mediadores inflamatdrios possuem menor
potencial inflamatério em relacdo aos eicosandides produzidos a partir do &cido
araquiddnico, como prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série
4 (Chapkin et al., 1991; Bagga et al., 2003; Calder, 2013).

Durante a infeccédo por T. cruzi, a producéo de eicosandides representa um
importante ponto na regulacdo entre resposta imunoldgica do hospedeiro e a
eficiéncia da infecg¢éo. A infec¢do aguda por T. cruzi em modelos murinos caracteriza-
se por lesBes cardiacas acompanhadas de altos niveis de PGE: (Abdalla et al., 2008).
Tanto a PGE2, como o seu receptor EP-2, estdo envolvidos com a inflamacéo e
infiltrado inflamatdério cardiaco durante a infeccdo aguda por T. cruzi (Guerrero et al.,
2015), assim como os leucotrienos (Pavanelli et al., 2010), que sdo importantes para
a producéo local de NO e controle do parasitismo cardiaco (Panis et al., 2011).
Adicionalmente, os niveis de PGE:2 (Celentano et al., 1995), PGF2q, TBX2 e 6-0x0-
PGF1a plasmaticos estdo aumentados em modelos murinos de infeccdo aguda
(Cardoni e Antunez, 2004). Além dos efeitos cardiacos, as prostaglandinas estao

associadas a imunossupressao dos animais infectados, com reducgéo da proliferacéo
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dos linfocitos, dos niveis de TNF-a e das fungdes microbicidas dos macrofagos (Pinge-
Filho et al., 1999; Michelin et al., 2005).

Em ensaios in vitro ja foi mostrado que a fagocitose de fragmentos celulares
apoptoéticos por macrofagos durante a infeccéo por T. cruzi potencializa a liberagéo de
PGE2 e TGF-B por essas células, consequentemente diminuindo o NO e permitindo
gue o parasito sobreviva e replique na célula hospedeira (Freire-De-Lima et al., 2000).
Também a inibicdo farmacologica da enzima COX com aspirina em macrofagos
diminui a internalizacdo de tripomastigotas nessas células, com aumento da
interleucina-1B (IL1-B), de oOxido nitrico e de lipoxinas (Malvezi et al.,, 2014).
Adicionalmente, a PGE:2 desencadeia vias de sinalizagdo capazes de
instantaneamente inibirem a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Sokolowska et al.,
2015). Isso pode ser relevante no contexto de infec¢cédo por T. cruzi, uma vez que a
ativacdo do complexo inflamassoma NLPR3 e caspase-1 € importante para o controle
do parasito na fase aguda da infec¢do, com ativacdo da capacidade tripanocida de
macrofagos e producdo de NO (Goncalves et al., 2013).

Contudo, apesar da presenca da PGE:2 ser importante para o parasito no
inicio da infeccéo, o bloqueio farmacolégico in vivo das enzimas COX durante a fase
aguda da infeccdo por T. cruzi acarreta niveis mais altos de parasitemia e menor
sobrevida dos animais (Sterin-Borda et al., 1996; Mukherjee et al., 2013), assim como
maior parasitismo cardiaco (Hideko Tatakihara et al., 2008). No entanto, o bloqueio
da COX com aspirina jA na fase crbnica (60 dias apds a infec¢cdo) ndo ocasiona
aumento da parasitemia ou mortalidade, mas estad associado a melhora da fracéao
ejetora cardiaca (Mukherjee et al., 2013).

Confirmando a importadncia da sintese de mediadores lipidicos da
inflamacdo na infecgdo por T. cruzi esta o fato do proprio parasito sintetizar
prostaglandinas e tromboxanos (Machado et al., 2011). Estagios infectivos do T. cruzi
apresentam a enzima fosfolipase A-1 (Belaunzaran et al., 2007), importante para
liberacdo de acidos graxos (como o AA) das membranas e para o inicio da sintese
dos eicosanoides. A partir do AA, o T. cruzi sintetiza preferencialmente TXA2, além de
pequenas quantidades de PGE2q (Ashton et al., 2007). Durante a infec¢cdo aguda, o
TXA2 produzido pelo parasito atua no endotélio vascular criando um fendtipo
inflamatorio, com aumento da expressao de moléculas de adeséo, além de participar
diretamente do controle da parasitemia e sobrevida do hospedeiro. A auséncia do
receptor para TXAz em células do hospedeiro infectadas resulta em grande

parasitismo celular, em comparagéo com células que possuem o receptor. Isso indica
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que o T. cruzi possui um mecanismo auto regulador da sua proliferacdo, via TXA2
(Ashton et al., 2007). A acao tanto do TXA2 produzido pelo parasito, como da PGE2
produzida pelo hospedeiro, criam um ambiente de imunomodulacdo que favorece a
sobrevida do hospedeiro, fator indispensavel para a sobrevida também do parasito e
manutencdo da fase cronica da infecgdo (Sterin-Borda et al., 1996; Ashton et al.,
2007).

No trabalho publicado recentemente, ja citado acima, a suplementacdo com
Oleo de peixe diminuiu a producédo de PGE2 em camundongos infectados por T. cruzi
(Lovo-Martins et al., 2017). Além disso, como exposto anteriormente, esta descrito na
literatura que a suplementacdo com PUFAs n-3 promove a producdo de TX da série
3, em detrimento da producao de TX da série 2, um mediador lipidico descrito como
importante para a regulacéo e continuidade da infec¢cdo por T. cruzi (Ashton et al.,
2007). A utilizacdo de PUFAs n-3 para modular a producdo dos eicosandides
apresenta importantes diferencas quando comparado a utilizacdo de inibidores
farmacoldgicos das isoformas da COX. Enquanto o bloqueio farmacolégico resulta em
diminuicdo acentuada na produgcdo dos eicosanoides, os PUFAs n-3 atuam
promovendo uma mudanca na classe dos eicosanodides produzidos, sem, no entanto,
abolir completamente aqueles produzidos a partir do AA. Além disso, a partir dos
PUFAs n-3 DHA e EPA sdo produzidos resolvinas, maresinas e protectinas,
mediadores lipidicos que atuam na resolucéo da inflamagé&o, controlando o excesso
de lesédo tecidual decorrente da ativacao exacerbada da resposta imunologica (Calder,
2015b).

Portanto, a elucidacdo dos mecanismos envolvidos com os efeitos
protetores da suplementacao alimentar com PUFAs n-3 sobre a infeccéo por T. cruzi,
assim como a confirmacdo das hip6teses aqui levantas, constituem importantes
aspectos a serem investigados. Considerando os resultados apresentados nessa
tese, assim como todos os pontos levantados da literatura cientifica, fica cada vez
mais coerente afirmar que a modulacéo exercida pela suplementacédo com PUFASs n-
3 de fato favorece o hospedeiro e pode representar uma perspectiva para o tratamento

suplementar de pacientes acometidos pela doenca de Chagas.
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7. CONCLUSAO FINAL

O presente estudo mostrou novos mecanismos pelos quais as EVs Y
exercem efeitos imunomoduladores no hospedeiro murino infectado por T. cruzi,
diminuindo a responsividade das células do sistema imunoldgico, induzindo a
formacao de corpos lipidicos em macrofagos assim como a producédo de PGE: e,
como resultado dessa modulacéo, favorecendo o parasito durante a infeccdo de
hospedeiros mamiferos. Além disso, mostramos pela primeira vez que a
suplementacdo dos animais com acidos graxos interfere com os efeitos
imunopatoldgicos induzidos pelas EVs Y, favorecendo a resposta do hospedeiro a
infeccdo. Os estudos in vitro utilizando macréfagos e &cidos graxos purificados
indicam diferentes efeitos para cada acido graxo: enquanto o acido linoleico e acido
oleico potencializam a infeccdo e até mesmo os efeitos das EVs Y, os acidos
araquidbnico, eicosapentaendico e docosahexaendico quase que anularam a
replicacdo do parasito, mesmo apés o tratamento com EVs Y. Dessa forma, estes
resultados contribuem para uma melhor compreensao da complexa relacao parasito-
hospedeiro que ocorre na doenca de Chagas, assim como fornecem novos subsidios
para o entendimento da regulacdo da infeccdo pelo consumo de diferentes &cidos

graxos.
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ANEXO |- Carta de aprovacdo da Comissédo de ética no uso de animais
Carta de aprovacéo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) —

Universidade Estadual de Londrina.
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ANEXO II- Artigo publicado em 2017 na revista Nutrition Research.
Artigo publicado em 2017 pelo nosso grupo de pesquisa na revista Nutrition
Research que aborda a suplementacdo com 0leo de peixe na infeccdo murina por

Trypanosoma cruzi.

Available online at www.sciencedirect.com
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Article history: Long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LC n-3 PUFA) are known to modulate a variety of
Received 5 October 2016 immune cell functions. On occasion, this has led to diminished host resistance to certain viral and
Revised 16 March 2017 bacterial infections. Little is known about the impact of n-3 PUFA on host resistance to parasitic
Accepted 11 April 2017 infection, however, based on results from a small study conducted more than two decades ago, we
hypothesized that providing mice LC n-3 PUFA will diminish host resistance to Trypanosoma cruzi,
Keywords: the parasitic pathogen responsible for Chagas disease. To investigate this, C57BL/6 mice were
Omega-3 fatty acids supplemented by gavage (0.6% v/w) with phosphate-buffered saline, com oil (CO), or menhaden
Mice fish oil (FO, a fat source rich in LC n-3 PUFA) for 15 days prior to T cruzi (Y strain) challenge and
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Infection greater peak of blood parasitemia at 7 days postinfection (dpi), whereas subsequent cardiac
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circulating and cardiac nitric oxide at 7 and 12 dpi, respectively. FO supplementation altered ex vivo
prostaglandin E, and cytokine and chemokine production by splenocytes isolated from uninfected
and infected mice. Overall, our results suggest that oral administration of LC n-3 PUFA from FO can
have beneficial effects on the host in the early course of a T cruzi infection.
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1. Introduction

Chagas disease (CD) is caused by the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi and represents an important health problem
with current estimates of its worldwide prevalence exceeding 5
million people, with the majority of cases occurring in Latin
America [1]. At present, the vast majority of T cruzi-infected
individuals fail to receive adequate treatment during the acute
phase and become chronically infected. A majority of those
chronically infected will remain asymptomatic, yet 20%-30%
will develop Chagas cardiomyopathy or gastrointestinal Chagas
or both. During the past few decades, greater travel and
migration of individuals from T cruzi-endemic to nonendemic
countries have significantly increased the number of confirmed
cases of CD in the United States, Canada, Europe, Japan, and
Australia [2]. More than a century after its first description by
Carlos Chagas, many questions about the pathophysiology of
CD remain unanswered [3].

Acute T cruzi infection in humans [4] and mice results
in a microscopically detectable parasitemia, anemia,
hepatosplenomegaly, and atypical lymphocytosis [5,6]. Al-
though the vast majority of acute infections are not detected,
the timely administration of trypanocidal drugs is generally
effective at ameliorating these symptoms [7]. Mortality in acute
T cruzi infection is uncommon, but when it occurs, it is
associated with a sharp decline in circulating platelets and
leukocytes as well as bone marrow hypoplasia [7,8]. Survival
during the acute infection depends on a robust innate immune
response, particularly from macrophages that have been
activated by cytokines, such as interferon-gamma (IFNy) and
tumor necrosis factor alpha (TNFz) [8-10]. Eventually, pathogen-
specific T-cell-mediated immunity develops and is responsible
for keeping parasite replication in check, resulting in a chronic,
low-grade parasitemia. Anything that compromises host im-
munity (eg, aging, HIV infection, chemotherapy, antirejection
treatment following organ transplantation) can promote a
reemergence of this latent infection with subsequent morbidity.

Nutrition, in general, and dietary fats more specifically are
known to have an impact on the functioning of the immune
system [11-13]. Evidence indicates that consumption of fish oil
(FO), rich in long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LC
n-3 PUFA), affects selective aspects of innate and cellular
immunity [14,15]. In some circumstances, FO feeding has led
to impairment in host resistance to certain infectious agents
[16,17]. Much of the research in this area has focused on
bacterial and viral agents, with less attention paid to parasitic
diseases. To our knowledge, only a single study, reported more
than 2 decades ago, has investigated the impact of oral
administration LC n-3 PUFA on host survival of mice following
an experimental T cruzi infection [18]. In this experiment, the
authors administered eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3), one
of the predominate LC n-3 PUFA in FO, to mice prior to and
following T cruzi challenge to healthy mice. EPA administration
did not affect tissue parasitemia on either the 15th or 30th day
postinfection (dpi), but EPA-supplemented mice suffered 3-fold
higher mortality than mice not receiving this treatment. The
authors did note that both weight loss and circulating TNF«
activity following a lipopolysaccharide challenge correlated
with the higher mortality reported in the EPA-supplemented
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mice. This outcome is consistent with what is known about the
activity of LC n-3 PUFA on host inflammatory responses, in
general, and macrophage activation, more specifically. Based
on this single study as well as the present understanding of LC
n-3 PUFA modulation of immune functions, we hypothesized
that daily consumption of FO, containing multiple LC n-3 PUFA,
prior to and during a T cruzi challenge would adversely impact
(ie, elevate) morbidity and mortality. To test this hypothesis, we
used a well-characterized mouse model to investigate the
effects of LC n-3 PUFA supplementation on key in vivo
hematological and immunological responses to an acute T
cruzi infection [8,19-21].

2. Methods and materials
2.1. Animals

C57BL/6 male and female mice were obtained from CEMIB/
UNICAMP (Campinas, Sao Paulo, Brazil). Swiss male mice
were obtained from the breeding colonies at the animal
facility of the Center for Biological Sciences, Londrina State
University (Londrina, Parand, Brazil). All mice used in these
experiments were 7 to 12 weeks in age. All mice were
maintained under standard housing conditions in an animal
facility in the Department of Pathological Sciences, Center for
Biological Sciences, Londrina State University. Sterilized
water and a commercial rodent diet (Nuvilab-CR1; Nuvital,
Campo Mourao, Brazil) which provided 3.49 kcal/g [14.611 kJ]
(25en% from protein, 12en% from fat, and 63en% from
carbohydrates) were available ad libitum. The manufacturer
was unwilling to provide us with a list of ingredients used to
produce this commercial rodent diet but did provide the
following proximate analyses information (g/kg): protein, 220;
fat, 40; carbohydrate, 660; and fiber, 70. All additional nutrient
information the manufacturer provided for these rodent diets
is provided here (in order of decreasing concentration):
calcium, 10-14 g/kg (min-max); lysine, 12 g/kg; phosphorus,
8 g/kg; methionine, 4 g/kg; sodium, 2.7 g/kg; choline, 1.9 g/kg;
vitamin A, 13 000 IU/kg; vitamin D3, 2000 IU/kg; vitamin E,
34 1U/kg; fluorine, 80 mg/kg; niacin, 60 mg/kg; manganese,
60 mg/kg; zinc, 60 mg/kg; iron, 50 mg/kg; calcium pantothenate,
20 mg/kg; copper, 10 mg/kg; vitamin B6, 7 mg/kg; vitamin
B2, 6 mg/kg; vitamin B1, 5 mg/kg; vitamin K3, 3 mg/kg; iodine,
2 mg/kg; cobalt, 1.5 mg/kg; folic acid, 1 mg/kg; biotin, 0.05 mg/kg;
and selenium, 0.05 mg/kg.

This study was carried out in strict accordance with the
recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals of the Brazilian National Council of Animal Experimen-
tation (http://www.cobea.org.br/). The protocol was approved
by the Committee on the Ethics of Animal Experiments at
Londrina State University (CEEA, process number 89/10-
35135.2010.85). Every effort was made to minimize pain and
suffering experienced by the mice used in these experiments.

2.2, Treatment groups

Starting at 15 days before T cruzi challenge, C57BL/6 mice (all
with body weights between 18 and 24 g) were randomly
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assigned to 1 of 3 treatment groups: (1) phosphate-buffered
saline (PBS), (2) corn oil (CO), or (3) menhaden FO. Adminis-
tration of each of these treatments occurred between 12:00
and 2:00 pm daily using a standard gastric gavage needle
attached to a 0.5-mL tuberculin syringe. The PBS treatment
group was included as a control for the potential impact of the
stress of daily handling associated with gavaging mice. The
CO treatment group helps us account for the potential impact
on host immunity of daily administration of fat equivalent to
~5%-6% of daily energy intake, but in this case, the fat source
was devoid of LC n-3 PUFA.

Food-grade menhaden FO purchased from Sigma Chemi-
cal Co (product #C8627) was used as a source of LC n-3 PUFA
for this study. To serve as an energy-equivalent “control” for
FO treatment, we purchased food-grade CO (product #F8020),
which is devoid of LC n-3 PUFA, from the same supplier as the
FO. The fatty acid profiles of these 2 fat sources was
determined according to the method of Sukhija and
Palmquist [22]. The FO contained slightly more than 30%, by
weight, LC n-3 PUFA. The complete fatty acid profile for the FO
was as follows: 14:0, 9.6%; 16:0, 19.7%; 16:1n-7, 13.5%; 18:0,
5.1%; 18:1n-9&7, 12.8%; 18:2n-6, 1.6%; 18:3n-6, 0.7%; 18:3n-3,
1.3%; 18:4n-3, 3.0%; 20:4n-6, 1.7%; 20:5n-3, 16.8%; 22:5n-3,
2.8%; 22:6n-3, 11.2%. The use of this source of LC n-3 PUFA at
0.6% (v/w) would resultin providing a 20-g mouse a daily dose
of ~18 ug and 11 ug of EPA and docosahexaenoic acid,
respectively, comparable with the amount of EPA adminis-
tered daily (16 ug) to the mice in the Takeda et al (1995) [18]
study.

The fatty acid profile of the CO used in this study was as
follows: 16:0, 11.9%,; 18:0, 1.7%; 18:1n-9, 28.7%; 18:2n-6, 56.5%;
18:3n3, 0.9%. Values shown represent the means from 3
independent analyses. Variance in these values was quite low
(eg, SEM =0.1% or less) and thus were not shown for
individual fatty acids. Also, fatty acids that accounted for
0.5% or less of the total were not reported.

2.3 Parasites and infection

T cruzi, Y strain was maintained by weekly intraperitoneal
inoculations of trypomastigotes into Swiss mice. When
needed, parasite-rich blood was collected from these inocu-
lated Swiss mice and then appropriately diluted into
0.01 mol/L PBS. C57BL/6 mice were infected by administering
an intraperitoneal injection with 5x 10° blood-derived
trypomastigotes. Parasitemia was monitored by counting the
number of blood-borne trypomastigotes in 5 uL of fresh blood
collected from the tail vein [23].

2.4. T cruzi antigen preparation

T cruzi antigen (Tc-Ag) was prepared from parasites harvested
from infected monolayers of LLC-MK2 cells obtained from
American Type Culture Collection as previously described
[24]. Briefly, parasite-infected cell monolayers were detached
from the dishes they were grown in with a sterile Teflon
scraper and then submitted to 10 cycles of freezing and
thawing. Aliquots of this crude Tc-Ag-rich preparation were
stored at -20°C until thawed immediately prior to use in ex
vivo Ag-specific recall stimulation as described later.
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25. Overall health assessment following T cruzi challenge

Following the challenge with T cruzi, signs of illness (eg,
hackle hair, diarrhea, lethargy, rapid/shallow breathing,
paralysis of 1 or more limbs) as well as changes in body
weight were recorded daily as described previously [23]. Mice
showing signs of serious illness and/or distress were imme-
diately euthanized. Euthanesia was carried out in accordance
with Committee on the Ethics of Animal Experiments at
Londrina State University. Briefly, mice were anesthetized
with an intramuscular injection of ketamine (80 mg/kg body
weight) and xylazine (5 mg/kg body weight), and once fully
anesthetized, death was assured by cervical dislocation.

Blood parasitemia, expressed as parasites per milliliter of
blood, was assessed under standardized conditions by direct
microscopic observation at 400x magnification of 50 fields in
S uL of heparinized tail venous blood on alternate days from
the third day after T cruzi infection [23].

2.6. Hematological assessment

The effects of LC n-3 PUFA supplementation on blood cell
profiles and cellularity in the bone marrow were determined
in uninfected and infected C57BL/6 mice at 5, 7, and 12 days
post-T cruzi infection. Whole blood was collected from mice
under anesthesia by intracardiac puncture using sodium-
ethylenediaminetetraacetic acid as the anticoagulant at a final
concentration of 1 mg/mL. Leukocytes, platelets, and reticulo-
cytes were counted by standard methods [7]. Hematocrits were
determined by spinning down capillary tubes filled with blood
using a microcentrifuge. Bone marrow was obtained by flushing
each femur shaft with 3 mL of ice-cold PBS, as previously
described [25]. The total number of nucleated cells collected
was quantified by manual hemacytometer count.

2.7. Histological analysis of heart

On day 12 postinfection, representative mice in each treat-
ment group were killed under anesthesia, as previously
described, so that hearts could be removed for histological
examination of parasitemia. Following removal, each heart
was sliced transversally into 2 halves. One half was immedi-
ately stored at -20°C for later analysis of nitric oxide (NO)
content. The remaining tissue section was fixed in 10%
buffered formalin. Paraffin-embedded 5-um-thick sections
were stained with hematoxylin-eosin and analyzed by light
microscopy. Cardiac parasitism was evaluated by counting
the number of amastigote nests that were visualized at 400x
magnification for 3 of the 5-um-thick cross sections of the
whole heart per animal as previously described [26]. The
results of cardiac parasitism were reported as the number of
amastigote nests in all 3 heart tissue sections.

2.8. NO quantification

NO concentration in plasma and heart tissue obtained from
uninfected and T cruzi-infected mice on 5, 7, and 12 dpi was
quantified as described previously [27,28] with some minor
modifications. Briefly, frozen heart halves were rapidly thawed,
immediately homogenized in PBS (100 mg of tissue wet weight
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per milliliter of saline), and then centrifuged (5590g) for 5
minutes. Aliquots (60 uL) of cardiac supematant or plasma
were deproteinated by adding 50 uL of a 75-mmol/L ZnSO,
solution (Merck) followed by vigorous mixing with a vortex;
then, samples were spun down as described previously.
Following this, supernatants were transferred to new tubes,
and then 70 uL of a 55-mmol/L NaOH solution (Merck) was
added to each tube. Samples were immediately mixed and spun
down as before. The final supernatants were diluted in a
glycine-buffered solution (45 g/L, pH 9.7, Merck) at a ratio of 5:1.

Cadmium granules (Fluka) stored in a 100-mmol/L H,S0,
solution (Merck) were rinsed 3 times in distilled sterile water
and then placed in a 5-mmol/L CuSQ4 solution in glycine-NaOH
buffer (15 g/L, pH 9.7, Merck). Importantly, copper-coated
cadmium granules were used within 10 minutes. Cadmium
treatment is used to convert all nitrate in biological samples
into nitrite, thus providing a more accurate estimation of total
NOin the original samples. Activated granules (1-2 granules per
tube, ~600-1000 mg) were added to glycine-buffered, diluted
supernatants and gently stirred for 10 minutes. Aliquots (50 uL)
from each sample tube were added to duplicate wells on a 96-
well microplate for subsequent nitrite determination. To
determine sample nitrite concentration, a calibration curve
was prepared using dilutions of NaNO, (Merck) in distilled
sterile water to create concentrations ranging from 0 to
125 ymol/L. To each well, the same volume of Griess reagent
was added (reagent I: 50 mg of N-naphthylethylenediamine in
250 mL of distilled water; reagent II: 5 g of sulfanilic acid in
500 mL of 3 mol/L HCl, Sigma). The absorbance was read at
550 nm using a standard microplate reader (Gen 5; BioTek,
Winooski, VT, USA). The results of this assay are expressed as
micromoles per liter of nitrite for plasma and micromoles per
gram wet weight of cardiac tissue.

2.9. Ex vivo immune cell stimulation

When spleens of uninfected or infected mice were collected,
immune cells (ie, splenocytes) were isolated to examine the
impact of infection and treatment on ex vivo cytokine produc-
tion. Splenocytes were depleted of erythrocytes by hypotonic
lysis with distilled water and then immediately resuspended
in RPMI-1640 medium supplemented with the following:
10 mmol/L HEPES, 2.0 mmol/L L-glutamine, 0.55 mmol/L argi-
nine, 1 mmol/L pyruvate, 43 mmol/L NaHCO; penicillin and
streptomycin (100 U/mL and 100 pg/mL, respectively) (Sigma
Chemical Co), tylosin (1 mg/mL, Sigma Chemical Co), and 10%
fetal calf serum (Invitrogen), herein referred to as complete
medium. Splenocytes were cultured for 8 or 72 hours in 48-well
flat-bottom plates (5 x 10%well) in complete medium with and
without the addition of a crude preparation of Tc-Ag at a
concentration equivalent to 5 x 10° parasites/well, as previously
described [29].

2.10. Flow cytometry analysis of splenocytes

Red blood cell-depleted splenocytes (2 x 10°/well) were incu-
bated with blocking buffer (5% fetal calf sera and 1% mouse
serum in PBS) for 30 minutes to block Fc receptors followed by
the addition of a single phenotyping antibody in replicate
wells: anti-CD4-PE, CD8-PerCP, CD11b-FITC, or CD11c-FITC
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(eBioscience, San Diego, CA, USA). After staining, immune cell
subpopulations within each splenocyte preparation were
quantified by flow cytometry (Accuri C5, BD Bioscience).
Data are expressed as percentage of cells expressing a given
cell surface marker relative to all cells present in the sample.
chemokine

2.11. and

analysis

Multiplex bead-based cytokine

Spleen cells from uninfected and infected mice treated with
PBS, CO, or FO from the 12th day of infection were cultured
(5 x 10%/well) in 48-well flat-bottom plates in complete RPMI
medium and stimulated with Tc-Ag (5 x 10° parasites/well).
After 8 hours of culture, the medium was collected, and the ex
vivo production of various cytokines and chemokines was
quantified as described below. Concentrations of granulocyte
macrophage colony-stimulating factor, IFN-gamma-inducible
protein 10, keratinocyte chemoattractant (KC), monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted (RANTES), TNFa, IFNy,
interleukin (IL)-10, IL-6, and IL-1a were measured by a bead-
based multiplexing kit (EMD Millipore Corp, Billerica, MA,
USA).

Just prior to analyses, samples were thawed, mixed, and
then diluted 1:2 in the assay buffer provided in the kit.
Following dilution, samples were centrifuged (3000g, 5 mi-
nutes) to remove debris. Aliquots of each sample were
combined with premixed magnetic beads provided in the kit.
Additional washing and sample preparation were conducted
as described by the manufacturer. For magnetic bead assays,
our instrument (Luminex MAGPIX with exponent software)
was calibrated with the MAGPIX Calibration Kit (Millipore cat#
40-049), and performance was verified with the MAGPIX
Performance Verification Kit (Millipore cat# 40-050). There
was no or negligible cross-reactivity between the antibodies
for an analyze and any of the other analytes in this panel,
except for macrophage inflammatory protein (MIP)-1o/f. MIP-
1p cross-reacts with MIP-1a beads 27%. Intraassay precision
averaged ~5% for most analytes, with a range of 2.3% to 12.5%.
Accuracy of the kit averaged more than 90% recovery of a
spike, with a range of 74.4% to 101.5%.

2.12. Measurement of prostaglandin E, concentrations
Spleen cells from uninfected and infected mice treated with
PBS, CO, or FO from the 12th day of infection were cultured
(5 x 10%/well) in 48-well flat-bottom plates in complete RPMI
medium and stimulated with Tc-Ag (5 x 10° parasites/well).
After 8 hours of culture, the medium was collected, and
prostaglandin E, (PGE;) concentrations were determined by a
competitive enzyme-linked immunosorbent assay kit obtained
from Cayman Chemical Co (Ann Arbor, MI, USA). The test was
performed according the instructions of the manufacturers of
the kits; samples from infected mice were diluted before
analysis. The sensitivity of this assay was 15.6 to 2000 pg/mL.
2.13. Statistical analyses

A power analysis conducted prior to the experiment showed
that with a minimum of 5 mice/group at an « = .05, there was
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Fig. 1 - Effects of FO supplementation on the course of T cruzi infection. From 15 days before T cruzi infection to the 30th dpi,
C57BL/6 mice were supplemented by gavage with 0.6% (v/w) (1) PBS, (2) CO, or (3) FO. C57BL/6 mice were infected with 5 x 10°
blood trypomastigotes T cruzi (Y strain). Parasitemia (A), hematological values in uninfected and T cruzi-infected mice at 5, 7,
12, and 35 dpi, for hematocrit (B), reticulocytes (C), leukocytes (D), and platelets (E) are shown. The treatment of mice with FO
prior to and during the T cruzi infection ameliorated the leukopenia (F) and thrombocytopenia (G) observed on 12 dpi. Values
represent the means = standard error and are representative of 2 independent experiments using 4-5 mice per group. Means
not sharing letter are significantly different (P < .05, 2-way ANOVA with Bonferroni post test).
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Table 1 - Initial body weight and changes in body weight (expressed in grams) at selected times in response to oral fat

supplementation and T cruzi infection

Phase I: fat supplementation

Phase II: dpi

Group Day 0 Day 5 Day 10
PBS 223 + 0.6 0.9+0.2 1.8+0.272
co 20.8 + 0.5 01+0.1 0.8 + 0.2°
FO 22.7 + 0.7 0301 () <5 e B

Day 15 5 dpi 10 dpi 15 dpi
21+03 1.1 +0.2 -1.5+ 0.8 -1.0 + 1,17
1.2+03 1.2+0.1 0.5 +0.2 0.3 +0.2°
1402 14 +02 0.4 %03 01+05°

From 15 days before T cruzi infection until 15 dpi, C57BL/6 mice were supplemented by gavage (0.6% v/w) with (1) PBS, a negative control group;
(2) CO; or (3) menhaden FO. All mice were infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T cruzi (Y strain). Values shown represent means + SEM,
n = 20-25 per group. Means within columns that do not share a common superscripted letter are statistically different (P < .05) according to

ANOVA followed by Bonferroni multiple-comparison adjustment.

an 80% power to detect a difference in parasitemia and
hematocrit among the treatment groups. Results are expressed
as means = SEM. A repeated-measures analysis of variance
(ANOVA) was used for the parasitemia data shown in Fig. 1A
because these data represent blood samples from the same
mice over time. In contrast, time (ie, dpi) in all other data
presented represents separate cohorts of mice within each
treatment group. Therefore, we evaluated possible impact of LC
n-3 PUFA supplementation on these parameters by using
ANOVA followed by Bonferroni multiple-comparison test.
Results were considered significant when P < .05. All statistical
analyses were performed using the GraphPad Prism 5 software
package (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

3. Results

3.1. Effect of fat supplementation and T cruzi challenge on
body weight

Changes in body weight associated with fat supplementation
before and after infection are shown in Table 1. The CO-treated
mice started out 1.5 g lighter than the PBS-treated control group
and by the 10th day of gavaging had gained less than half of the
weight of the control mice (P < .05). After 15 days of supplemen-
tation (before infection), mice supplemented with CO or FO

showed a tendency for a lower weight gain compared with PBS-
supplemented mice, but these differences were not statistically
significant. During the infection, the supplementation with either
fat source (ie, CO or FO) prevented the weight loss observed in
PBS-treated mice, with significant differences noted on day 15
postinfection (P < .05, Table 1).

3.2 Effects of FO supplementation on the course of T cruzi
infection

On 3 and 5dpi, parasitemia was similar between the fat-
supplemented and PBS-treated mice (Fig. 1A). The parasitic load in
the blood peaked on 7 dpi and was significantly higher in FO-
supplemented mice than in PBS- and CO-supplemented groups
(P < .001). Parasitemia declined sharply over the next 4 days (ie, 9
and 11 dpi), and by 17 dpi, parasite burden in the blood appeared to
be well controlled regardless of treatment (Fig. 1A). On the 30 dpi, all
mice were alive and remained so until the end of the experiment.

3.3. FO supplementation ameliorates leukopenia and
thrombocytopenia in the early of T cruzi infection

As expected, mice infected with T cruzi developed anemia as
noted by a significant drop in hematoerit (Fig. 1B) and an
elevation in reticulocytes (Fig. 1C). Furthermore, leukopenia
(Fig. 1D) and thrombocytopenia (Fig. 1E) were observed. These

Table 2 - Effect of CO or FO supplementation on peripheral blood cell parameters, spleen weight and cellularity, and bone

marrow cellularity in uninfected C57BL/6 mice

Treatment groups PBS Cco FO P value
Peripheral blood
Hematocrit (%) 434 + 2.5 438 + 2.2 44113 NS
Reticulocytes (%) 11.0+ 3.1 106 + 1.7 89+16 NS
Platelets (x104/,uL) 90.2 + 13.5 96.7 + 15.2 86.2 + 13.2 NS
Total Leukocytes (x10%/mL) 63x16 5706 6.1=+17 NS
Lymphocytes (x10%/mL) 45411 42+08 42+12 NS
Neutrophils (x10%/mL) 09+ 04 09+03 0.8 =04 NS
Monocytes (x10%mL) 0.4 + 0.2* 0.4 £ 0.2° 0.2 +0.1° <.05
Spleen
Spleen weight (mg) 73.0 £ 2.2% 76.0 £ 4.7¢ 90.8 + 3.7° <.05
Spleen cellularity (x10) 88.5 + 9.6 96.0 + 10.2° 126.6 + 6.3° <05
Bone marrow
Cellularity (x10°/mL) 55=+0.2° 5.4 +03% 7.8 = 0.5° <.05

C57BL6 mice were gavaged daily with 0.6% (v/w) of (1) PBS, (2) CO, or (3) menhaden FO during 30 days. Data represent means + SE, (n = 5 mice/
group). Within each row, means not sharing a superscript letter are significantly different (P < .05, ANOVA with Bonferroni post test). NS = not

significant (P > .05).
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hematological values returned to normal by 35 dpi (Fig. 1B-E).
The treatment of mice with FO prior to and during the T cruzi
infection ameliorated the leukopenia (Fig. 1F, P <.001) and
thrombocytopenia (Fig. 1G, P < .05) observed on 12 dpi; howev-
er, no significant treatment effects were observed in hematocrit
and reticulocyte counts.

3.4.  Effects of FO supplementation on spleen, peripheral
blood, and bone marrow cells from uninfected mice

The effects of LC n-3 PUFA supplementation on the spleen,
peripheral blood, and bone marrow from uninfected mice are
summarized in Table 2. FO-supplemented mice had spleens that
were heavier (P <.05) and contained more cells (ie, cellularity,
P < .05) compared with mice treated with CO or PBS. Bone marrow
cellularity was higher and monocytes lower in the FO-
supplemented mice compared with mice treated with CO or PBS
(Table 2). In contrast, there was no discernable impact of lipid
treatments on hematocrit, total reticulocyte, and neutrophil
counts in the peripheral blood of infected mice (Table 3). However,
we observed a significant increase in circulating lymphocytes and
monocytes and spleen parameters in FO-treated mice compared
with CO- or PBS-supplemented mice (Table 3).

3.5.  Effect of FO supplementation on cardiac parasitism

Cardiac parasitism was evaluated by counting amastigote nests
in heart collected in the 12th day of infection. FO-supplemented
mice had fewer parasites nests in their heart tissue than mice
supplemented with CO or PBS (Fig. 2A, P < .05). Additionally, the
amastigote nests in the heart of PBS- or CO-supplemented mice
appeared to be larger and better defined compared with
parasite nests found in FO-supplemented mice (Fig. 2B).

3.6. NO production

As expected, T cruzi infection triggered an elevation in
circulating NO (Fig. 3A) and NO in heart tissue (Fig. 3B).
Importantly, compared with PBS- and CO-treated mice, FO-
supplemented mice had significantly lower plasma NO on 7
dpi (Fig. 3A, P < .05). Similarly, significantly lower NO content

was observed in the cardiac tissue in FO-supplemented mice
compared with mice treated with either PBS or CO, but this
was only significant on 12 dpi (Fig. 3B, P < .05).

3.7. PGE; production by cultured spleen cells

Compared with splenocytes collected from uninfected mice,
those from mice on day 12 postinfection produced ~3-fold
higher levels of PGE; production in the absence of a stimuli (ie,
medium), whereas this difference was ~20-fold by Tc-Ag-
stimulated splenocytes (Fig. 4). In both uninfected as well as
infected mice, splenocytes from FO-supplemented mice
showed significantly lower PGE, production compared with
PBS- and CO-treated mice (Fig. 4A and B).

3.8.  Effects of FO supplementation on basal and antigen-
specific ex vivo chemokine and cytokine production by spleen cells

As expected, splenocytes isolated from T cruzi-infected mice
demonstrated substantial higher basal, as well as antigen-
stimulated (ie, Tc-Ag), ex vivo production of chemokines
(Fig. 5A) and cytokines (Fig. 5B). The most notable treatment
effect involved ex vivo MCP-1 production, where Tc-Ag-
stimulated spleen cells from 12-dpi mice were significantly (>2-
fold, P < .001) higher in FO-supplemented mice compared with
PBS- and CO-treated mice. Ex vivo production of IL-10 upon Tc-Ag
stimulation was highest from splenocytes isolated from FO-
treated, compared with CO- and PBS-treated, mice. However, FO
treatment was not always associated with higher ex wvivo
cytokine/chemokine production. One notable example of
this was the production of granulocyte macrophage colony-
stimulating factor, which was 10%-15% lower (P < .05) in antigen-
stimulated splenocytes isolated from 12 dpi FO-treated mice when
compared with either PBS- or CO-treated mice (Fig. 5B).

3.9.  Spleen cell phenotyping

Flow cytometry analyses of spleen cells indicate that LC n-3
PUFA supplementation failed to affect the percentage of CD4"
and CD8" T lymphocytes or CD11b™ cells in the spleen in
uninfected and 12-dpi mice (Fig. 6A, B, and C, respectively).

Table 3 - Effect of CO or FO supplementation on peripheral blood cell parameters, spleen weight and cellularity, and bone

marrow cellularity in T cruzi-infected mice on day 12 postinfection

PBS Cco FO P

Peripheral blood

Hematocrit (%) 282+ 07 281+ 06 289+ 09 NS

Reticulocytes (%) 249+ 25 280+26 282+ 28 NS

Lymphocytes (x10%mL) 15+ 01 26+02 36+02 <001

Neutrophils (x10%/mL) 0.9 + 0.08 0.8 + 0.07 0.9 + 0.05 NS

Monocytes (x10%/mL) 0.2 +0.03 0.2 +£0.03 0.3 £ 0.02 <.05
Spleen

Spleen weight (mg) 526 + 37¢ 556 + 42° 669 + 32° <.05

Spleen cellularity (x10°) 306 + 44 351 + 41 601 +1 <.01
Bone marrow

Cellularity (x10%/mL) 4305 43+04 4503 NS

From 15 days before T cruzi infection to the day 12 postinfection, C57BL6 mice were gavaged daily with 0.6% (v/w) of (1) PBS, (2) CO, or (3)
menhaden FO. Mice were infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T cruzi (Y strain). Data represent means + SEM (n = 5 mice/group). Within
each row, means not sharing superscript letter are significantly different (P < .05, ANOVA with Bonferroni post test).
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Fig. 2 - Effects of FO supplementation on cardiac parasitism.
From 15 days before T cruzi infection until the 12th dpi,
C57BL/6 mice were supplemented by gavage with 0.6% (v/w)
(1) PBS, (2) CO, or (3) menhaden FO. C57BL/6 mice were
infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T cruzi (Y strain).
Cardiac parasitism (A): 3 heart sections were counted for
each animal, and the result is expressed as means + SEM of 3
sections from 5 animals per group and are representative of
2 independent experiments. Cardiac tissue (B) were exam-
ined by hematoxylin and eosin staining from uninfected
mice (1) on day 12 after T cruzi infection (2 and 3). Original
magnifications were x400 (1 and 2) and x1000 (3).

Surprisingly, uninfected FO-treated mice had more than twice
the percentage of CD11c" in their spleen compared with PBS-
and CO-supplemented mice (Fig. 6D, P < .05).

4, Discussion

It is well documented that nutritional deficiency impairs host
resistance to a variety of infectious agents, including
trypanasomal parasites [30]. Predicting how LC n-3 PUFA-
mediated changes in inflammation and immune cell function
impact host resistance to infection is challenging. In 1958,
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Fig. 3 - Effects of FO supplementation on NO production in
mice infected with T cruzi. From 15 days before T cruzi
infection to the 12th dpi, C57BL/6 mice were supplemented
by gavage with 0.6% (v/w) (1) PBS, (2) CO, or (3) FO. C57BL/6
mice were infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T
cruzi (Y strain). NO was determined by measuring nitrite
levels in plasma (A) and cardiac tissue (B) using the
cadmium-cooper system followed by Griess reaction. The
results are expressed as means + SEM from 5 animals per
group and are representative of 2 independent experiments.
Means not sharing a letter are significantly different (P < .05,
2-way ANOVA with Bonferroni post test).

Godfrey [31] reported that feeding mice a diet containing cod
liver oil, a dietary fat rich in LC n-3 PUFA as well as vitamins A
and D, suppressed infections from T congolense and T vivax but
not T cruzi or T brucei. These adverse effects on host resistance
were reversed by supplementation with vitamin E, suggesting
that diet-induced oxidative stress and vitamin E deficiency
were central to this particular diet-infection relationship. Our
research group is particularly interested in the protozoan
parasite T cruzi, the causative agent of CD. In 1995, Takeda
et al [18] reported that daily oral administration of EPA, one of
the predominant LC n-3 PUFA in FO, to healthy mice greatly
diminished host survival following an experimental challenge
with T cruzi (ie, mortality rates of 37.5% vs 12.5% for EPA-treated
and untreated mice, respectively). These authors included
supplemental vitamin E in their EPA treatment to try to avoid
the oxidative stress problem implicated in the earlier 1958
study. Additionally, they reported that their EPA treatment
failed to impact tissue parasitemia but was associated with



NUTRITION RESEARCH 41 (2017) 73-85 81

10000+ CJ PBS
CcO a
'ﬁ 8000+ = O
& 60004
= a
=)
T 40004
-4
20004 b
0-
Medium Tec-Ag
Uninfected
B
150000+ a
125000{ J PBS :
100000 gg
T 75000 b
2 50000 [
& 8000
2 6000
4000+
2000+
04
Medium Te-Ag

Infected

Fig. 4 - Effects of FO supplementation on production of PGE, by
spleen cells from mice infected with T cruzi. From 15 days before T
cruzi infection to the 7th dpi, C57BL/6 mice were supplemented by
gavage with 0.6% (v/w) (1) PBS, (2) CO, or (3) FO. C57BL/6 mice were
infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T cruzi (Y strain).
Splenocytes (5 x 10° cells/well) from uninfected (A) or T cruzi-
infected mice (B) were cultured with and without Tc-Ag. Super-
natants were harvested after 8 hours, and PGE, was quantified in
supematants by EIA. The results are expressed as means = SEM
from 4 animals per group and are representative of 2 independent
experiments. Means not sharing letter are significantly different
(P < .05, 2-way ANOVA with Bonferroni post test).

elevated capacity to produce the inflammatory cytokine TNFa.
In contrast, in our study, we found that FO supplementation
resulted in no change in mortality, but it did alter the course of
parasitemia as well as other potentially important host
responses. We noted a transient, but substantial, increase in
peak circulating parasitic load at an early stage of the infection
(ie, 7 dpi) in FO-treated mice compared with the saline-treated
mice. Surprisingly, just a few days later (ie, 12 dpi), FO-treated
mice had similar levels of parasitemia in the blood but
significantly fewer parasites in their cardiac tissue compared
with mice treated with saline or CO, an alternative fat source.
Inclusion of the CO treatment group is one of the strengths of
our study. Administration of fat to mice by gavage provides
energy that can diminish voluntary food intake, resulting in
unintended reductions in other macro- and micronutrients,
such as protein, vitamins, and minerals. Inclusion of CO-
treated mice allowed us to distinguish between the effects of
higher LC n-3 PUFA intake over the intake of just any fat or, in
our case, of CO, a fat rich in the n-6 PUFA linoleic acid.

T cruzi infection is associated with anemia, thrombocyto-
penia, leukopenia, and bone marrow hypoplasia [5-8,19,21].
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As expected, once infected with T cruzi, our mice experienced
a transient anemia that was accompanied by a corresponding
increase in circulating reticulocytes (ie, immature erythro-
cytes). FO supplementation had no effect on the anemia, a
finding that is in contrast with malarial-induced anemia for
which treatment with LC n-3 PUFA reportedly prevents [32]. In
contrast to anemia, FO treatment did significantly diminish
the severity of the thrombocytopenia and leukopenia mani-
fested in the early stages of T cruzi infection. A limitation in
the approach that we used in this study is that we were not
able to distinguish whether the FO treatment reduced cell loss
or promoted more rapid replacement from the bone marrow
and other hematopoietic tissues.

Although we saw no indication that bone marrow cellu-
larity was affected by FO treatment, we did note that the
spleens from these mice were significantly larger and
contained greater total cell numbers and specifically more
CD11c” cells. FO-induced splenomegaly has been reported
previously [33-35]. Experiments with T-cell-deficient nude
mice and experiments using macrophage depletion through
liposomal dichloromethylene-biphosphonate treatment re-
vealed that the increase in spleen cellularity is T-cell
independent and largely due to macrophages accumulation
in the spleen [36]. Moreover, PGE; has an important modula-
tory effect on hematopoiesis in mice, reducing bone marrow
and spleen cellularity, whereas blockade of PGE; biosynthesis
increases bone marrow and spleen cellularity [37-39]. These
data may partly explain our results obtained in the present
study because dietary supplementation with LC n-3 PUFA
decreases splenic PGE; production in our study. Additionally,
in our study, we observed greater ex vivo MCP-1 production by
splenocytes isolated from FO-treated mice compared with
those from PBS- or CO-treated mice. This FO effect was most
robust when splenocytes originated from T cruzi-infected
mice and they were restimulated in an antigen-specific
manner with a crude Tc-Ag preparation. Additional experi-
ments are needed to determine if changes in PGE, or MCP-1
production are both necessary and sufficient to explain FO-
associated changes in splenic CD11c” cells.

During T cruziinfection, NO modulates the effector leukocyte
machinery through diverse mechanisms. This process involves
trypanocidal effects derived from toxic-free radicals (eg,
peroxynitrite) generated after NO biosynthesis, as well as
regulation/enhancement of inflammatory response induced
during this type of infection [40]. Importantly, we found that FO
supplementation was associated with lower circulating NO and
diminished NO production in cardiac tissue in an early stage of
T cruzi infection. Lower systematic NO production could explain
the higher blood parasite burden on day 7 postinfection in FO-
supplemented mice. In contrast, lower NO production by
cardiac tissue homogenates from FO-supplemented mice may
be a consequence of the lower parasite load. Cardiac tissue is an
important target of T cruzi infection [1,41]. The functional effects
of myocardial iNOS expression are controversial, with poorly
understood feedback mechanisms between iNOS expression
and NO production in different pathological conditions [42].

Lipids mediators, such as PGE,, play an important role in
host defense against T cruzi [21,28,43]. Our data indicated that
LC n-3 PUFA supplementation was associated with reduced
antigen-stimulated production of PGE,. Previously, we
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Fig. 5 - Effects of FO supplementation on production of MCP-1, KC, RANTES, IL-10, and TNF-a by Tc-Ag-stimulated spleen cells. From
15 days before T cruzi infection to the 7th dpi, C57BL/6 mice were supplemented by gavage with 0.6% (v/w) (1) PBS, (2) CO, or (3) FO.
C57BL/6 mice were infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T cruzi (Y strain). Splenocytes (5 x 10° cells/well) from uninfected or T
cruzi-infected mice were cultured with and without Tc-Ag. Supematants were harvested after 72 hours; chemokines (A) and
cytokines (B) were quantified in supernatants by bead-based multiplexing kit. The results are expressed as means + SEM from 5 to 6
animals per group. Means not sharing letter are significantly different (P < .05, 2-way ANOVA with Bonferroni post test).
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reported that indomethacin, a potent inhibitor of prostaglan-
din synthesis, reduced NO synthesis and enhanced TNF«
production by spleen cell stimulated with Tc-Ag [29]. In the
current study, we reported that FO supplementation in-
creased antigen-stimulated TNFa and IFNy production com-
pared with that produced by splenocytes from PBS-treated
mice. Enhancement of immune cell TNFa production was
found in other studies with mice fed with FO [44,45]. Higher
levels of IFNy and TNFo in cardiac tissue are associated with
lower levels of IL-4 and IL-10 in both cardiac and more severe
forms of CD, and high levels of IL-10 or moderate levels of
IFNy are associated with the indeterminate form [46,47].
Recently, it was suggested that omega-3 PUFA supplementa-
tion may reduce inflammation within the heart in chronic
chagasic cardiomyopathy patients, in part by modifying
inflammatory cytokine biosynthesis [48]. It remains to be
determined whether similar changes in immune cell
cytokine/chemokine production are predictive of the progres-
sion and/or resolution of CD in human patients.

In conclusion, using a well-established mouse model of
this human disease, we have shown that FO supplementation
can have multiple effects on host response to a T cruzi
infection. In general, LC n-3 PUFA supplementation was
associated with less severe symptoms during the acute
phase of this parasitic infection. Whether or not oral
supplementation with LC n-3 PUFA could benefit humans
diagnosed with CD remains to be tested.
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