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RESUMO

A Doenca de Chagas causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, por ser uma
doenca que tem maior incidéncia em paises da América Latina, acaba se tornando
negligenciada. O grande problema dessa doenga € que na fase crbnica a taxa de cura
€ muito baixa, podendo ser desenvolvido complicagdes cardiacas (20-30%) e/ou
digestivas (10-15%). Estudos tém demonstrado a importéncia de mediadores lipidicos
frente a infecgdes parasitarias regulando a homeostase do organismo do hospedeiro.
A microbiota intestinal € descrita na literatura como um dos grandes pilares da
resposta imunologica adaptativa e que se comunica com diversos sistemas como o
sistema nervoso central e o sistema respiratorio. Neste trabalho o nosso objetivo foi
elucidar o papel da proteina Supressor de sinalizagdo de citocinas (SOCS)-2 e da
enzima 5-lipoxigenase (LO) durante infecgao experimental por T. cruzi principalmente
na alteracdo da composicao microbiota intestinal frente essa doenca. Para realizagao
do experimento utilizamos camundongos nocautes (KO) para nossas proteinas alvos.
Os animais foram infectados ou n&o por via intraperitoneal com 1000 formas
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. A deficiéncia de 5-LO favoreceu o aumento da
parasitemia durante o 5° e 7° dpi em comparacado ao seu grupo selvagem (WT),
enquanto SOCS-2 nao teve essa mesma diferencga, sugerindo que a enzima 5-LO
desempenha um papel importante durante a resposta contra T. cruzi. Os animais
infectados de todos os grupos comegaram a ter uma perda de peso bastante
significativa a partir do 7° dpi, durante o pico da parasitemia, a taxa de mortalidade foi
maior nos animais SOCS2 KO, mas nao nos 5-LO KO, infectados em comparagao aos
WT. Em relagao a microbiota, a presenca da enzima 5-LO e a auséncia de SOCS-2
favoreceu a expansao de enterobactérias, indicativo de disbiose da microbiota
intestinal. A auséncia de SOCS-2 resulta no aumento da inflamacgao intestinal/célon
durante a infecdo. Coletivamente os nossos dados sugerem que a enzima 5-LO e
SOCS-2 tem um papel importante durante a infeccdo por T. cruzi, controlando a
expansao de enterobactérias, e que a proteina SOCS-2 é essencial na protecdo de

dano intestinal/célon.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; SOCS-2; 5-LO; microbiota; mediadores lipidicos.



ABSTRACT

The Chagas disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, being a disease
that has a higher incidence in Latin American countries, ends up becoming neglected.
The big problem with this disease is that in the chronic phase the cure rate is very low,
with cardiac (20-30%) and / or digestive (10-15%) complications. Studies have
demonstrated the importance of lipid mediators in the face of parasitic infections
regulating the homeostasis of the host organism. The intestinal microbiota is described
in the literature as one of the main pillars of the adaptive immune response and that
communicates with several systems such as the central nervous system and the
respiratory system. In this work, our objective was to elucidate the role of the cytokine
signaling suppressor protein (SOCS) - 2 and the enzyme 5-lipoxygenase (LO) during
experimental infection by T. cruzi mainly in altering the intestinal microbiota
composition against this disease. To carry out the experiment we used knockout mice
(KO) for our target proteins. The animals were infected or not intraperitoneally with
1000 trypomastigote forms of the Y strain of T. cruzi. The 5-LO deficiency favored an
increase in parasitemia during the 5th and 7th dpi compared to its wild group (WT),
while SOCS-2 did not have the same difference, suggesting that the 5-LO enzyme
plays an important role during the answer against T. cruzi. The infected animals of all
groups started to have a very significant weight loss from the 7th dpi, during the peak
of the parasitemia, the mortality rate was higher in the SOCS2 KO animals, but not in
the 5-LO KO, infected in compared to WT. Regarding the microbiota, the presence of
the enzyme 5-LO and the absence of SOCS-2 favored the expansion of enterobacteria,
indicative of dysbiosis of the intestinal microbiota. The absence of SOCS-2 results in
increased intestinal colon inflammation during infection. Collectively our data suggest
that the enzyme 5-LO and SOCS-2 plays an important role during infection by T. cruzi,
controlling the expansion of enterobacteria, and that the SOCS-2 protein is essential

in protecting against intestinal/colon damage.

Keywords: Trypanosoma cruzi; SOCS-2; 5-LO; microbiota; lipid mediators.
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1.CONSIDERAGOES INICIAIS

A Tripanossomiase Americana mais conhecida como Doenga de Chagas foi
descoberta a mais de um século e ainda hoje é considerada uma das doencgas
negligenciadas que causam em torno de 12.000 mortes anuais e afeta cerca de 12 a
14 milhées de pessoas somente na América Latina (Caso et al., 2019). Para
compreender o perfil dessa doenca € necessario entender quais os mecanismos de
agao estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo da patogénese. Existem
muitos estudos na literatura que buscam elucidar a resposta imune frente a doenca
(Esper et al., 2014) e padrées moleculares do parasito (Schwabl et al., 2020) para que
sSe possa assim procurar por possiveis curas ou tratamentos da doenca (Rassi et al.,
1999).

Dessa forma nosso estudo abrange o compreendimento dessa doenca em diversas
areas da ciéncia como as doencgas infecciosas tropicais, imunologia, microbiologia e
parasitologia. Nosso objetivo € colaborar com o desenvolvimento cientifico-social de
forma a trazer perspectivas e ferramentas para a literatura, agregando assim com a

pesquisa e com novos alvos terapéuticos para a Doenca de Chagas.

Este estudo em ciéncia basica foi realizado através de modelo experimental murino
no Laboratoério de Imunorregulagédo de Doengas Infecciosas (LIDIN), Departamento de
Bioquimica e Imunologia e Laboratério de Interagcdo Microrganismo-hospedeiro
(LIMHO) Departamento de Microbiologia - Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) —
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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2.INTRODUGAO

A Doenca de Chagas causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Tc) é uma doenga
negligenciada disseminada mundialmente. Estima-se que haja cerca de 12 a 14
milhdes de pessoas infectadas somente na América Latina, segundo dados do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Atualmente o unico tratamento existente é o uso de
Benzonidazol ou Nifurtimox, caso o paciente tenha alguma resisténcia ao primeiro
medicamento, ambos atuam reduzindo a parasitemia e reativacdo da doencga, mas

nao proporcionam a cura na fase aguda da doenca (Rassi et al;1999).

E descrito na literatura que os mediadores lipidicos desempenham um papel
fundamental durante infec¢des parasitarias, desencadeando respostas pré e anti-
inflamatdrias que podem intensificar ou ndo a patogénese e o ciclo da doenca. A
cascata do Acido Araquidénico é responsavel pela sintese de alguns desses
mediadores lipidicos como a lipoxina. A lipoxina, induzida pela via da enzima 5-
Lipoxigenase (LO), induz a expressao de SOCS- 2 através de interagdo com o
receptor Aril-hidrocarbono (AhR) (Machado et al., 2006).

A microbiota intestinal é responsavel por exercer fungdes criticas na digestao de
alimentos como fibras produzindo acidos graxos de cadeia curta que, por sua vez, tém
acao anti-inflamatoria, na produgao de nutrientes essenciais como vitamina K e na
protecao contra a invasao da mucosa por agentes infecciosos (Custodio das Déres,
Rupp de Paiva and Campana, 2001). Entretanto, o papel da microbiota durante a
infeccdo por Tc e a participacdo de SOCS-2 e mediadores lipidicos na sua

composic¢ao/perfil ainda ndo é conhecido.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca de Chagas

A Doencga de Chagas (DC) também conhecida como tripanossomiase americana é
uma doenca negligenciada causada pelo parasito Trypanosoma cruzi (Tc) e é
amplamente distribuida geograficamente. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
estima que exista entre 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas no mundo inteiro,
principalmente na América Latina (Chagas Disease (American Tripanossomiases)
2020). No Brasil, os dados sado imprecisos, mas o Ministério da Saude estima algo
entre 1,9 milhdo e 4,6 milhdes de pessoas infectadas. A DC ja foi considerada uma
infecgao restrita somente a América Latina, porém com o passar dos anos e com a
globalizagao/imigracao, ela se disseminou para outros continentes se tornando assim

uma doenga com alta taxa de morbimortalidade (Dias et al., 2016).

A DC teve sua descoberta e primeiro caso relatado em 14 de abril de 1909 onde a
primeira paciente, uma menina brasileira chamada Berenice Soares de Moura, foi
diagnosticada para essa doenga pelo Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (Chagas,
1909) (Rodrigues Coura et al., no date). O médico apds examinar o sangue da crianga
febril encontrou o parasita flagelado o qual propés o0 nome de Tc em homenagem ao
seu amigo e mentor Oswaldo Cruz (Da Silveira et al., 2016). Nessa mesma data em
abril de 2019 foi definido como o Dia Mundial da DC, em que visibiliza uma das
doencas tropicais mais negligenciadas, priorizadas pela OMS, pois continua a afetar
milhdes de pessoas em todo o mundo, e em 2020 foi comemorado o primeiro ano pela
comunidade global (OPAS/OMS Brasil - Dia Mundial Da Doenga de Chagas: Trazendo
Uma Doenga Esquecida a Atengdo Mundial, 2020).

3.2 Epidemiologia

Na Ameérica Latina, a DC continua sendo um dos maiores problemas de saude publica,
causando incapacidade em individuos infectados e mais de 10 mil mortes por ano. A
infecgao causada pelo Tc existiu entre os animais silvestres, mas depois se espalhou

para animais domésticos e seres humanos, com relativa intensificacido observada no
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inicio do século 20 (Martinez-Perez et al., 2016). Por muitas décadas, a DC foi uma
doenca estritamente rural, no entanto as mudancgas socioeconémicas, o éxodo rural,
o desmatamento e a urbanizagdo transformaram o perfil epidemiolégico da doenca,
tornando-a um fenbmeno mais urbano / periurbano. (World Health Organization - WHO
2018).

No Brasil, a vigilancia da DC aguda (DAC) envolve notificagdo obrigatoria, o que
permite estudos epidemiolégicos de base populacional. Essa analise de base de
dados populacionais nacionais de notificagbes da DAC no Brasil utiliza dados de
vigilancia secundaria do Sistema de Informacado de Agravos de Notificacao (SINAN)
mantido pelo Ministério da Saude do Brasil. Foram incluidos dados entre 2001 e 2018,
um total de 5.184 casos de DAC foram registrados durante o periodo em estudo. A
taxa de incidéncia anual no Brasil foi de 0,16 por 100.000 habitantes / ano (Santos et
al., 2020).

3.3 Ciclo do Parasito

O parasito possui um ciclo biolégico complexo do tipo heteroxénico (dois hospedeiros)
e passa por diferentes formas evolutivas no interior do hospedeiro vertebrado (homem,
quatis, mucuras, tatu, morcego, paca, porco-espinho, macacos, gamba, caes, gato,
entre outros) e nos insetos vetores: Triatoma infestans, Triatoma sordida, Triatoma
rubrovaria, Triatoma pseudomaculata, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus lutzi,

Panstrongylus megistus, entre outros (Ramirez and Hernandez, 2018).

O ciclo biolégico do Tc no hospedeiro vertebrado e invertebrado apresenta varias
formas evolutivas: tripomastigotas, amastigotas, epimastigotas e esferomastigotas
(Costa et al., 2013), no hospedeiro vertebrado este parasita encontra-se em duas
formas: tripomastigota (encontrada na circulagéo), que é a forma sanguinea infectante
de células nucleadas (incluindo células dendriticas (CDs), musculares, nervosas,
macréfagos (MOs) e fibroblastos), flageladas, méveis e nao replicativas, e a forma
amastigota (encontrada nos tecidos), que se replica no citosol da célula do hospedeiro,
sendo necessario a invasao e a replicacao celular para a conservagao do ciclo de vida

do parasita e indugédo da doenga (Coura and De Castro, 2002).
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Ao se multiplicar no interior das células como formas amastigotas esse parasito
comega a se diferenciar novamente em tripomastigotas que com seu intenso
movimento flagelar acaba por romper as células do hospedeiro e indo para corrente

sanguinea dando prosseguimento ao ciclo, (Figura 1) (Junqueira et al., 2010).
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Figura 1. CICLO BIOLOGICO DO T. cruzi. O triatomineo ao fazer o repasto sanguineo ao se
alimentar do humano ingere formas Tripomastigotas sanguineas que irdo se diferenciar no
intestino desse hospedeiro para Epimastigota e posteriormente Tripomastigota metaciclica.
Essas formas Tripomastigotas séo liberadas nas fezes e urina do triatomineo durante novo
respasto infectando assim o homem. Na corrente sanguinea do hospedeiro definitivo essas
formas irdo invadir os tecidos e se diferenciar em Amastigotas que irdo se multiplicar e
diferenciar em Tripomastigotas ocasionando o rompimento das células, essas formas darao
inicio ao novo ciclo ao serem ingeridas novamente pelo barbeiro (Fonte: Infografico; Venicio
Ribeiro,ICICT/Fiocruz).

3.4 Imunomodulag¢ao durante a infecgao por T. Cruzi

A resposta imune induzida durante a infecgao por Tc esta estritamente relacionada no
balango patdgeno/hospedeiro pois uma resposta imune desbalanceada pode levar ao

comprometimento tanto do parasito quanto do hospedeiro, esse controle permitinde
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a sobrevivéncia de ambos na fase aguda da doenca para que posteriormente
prossigam para a fase crénica. A produgao de citocinas como IL-12, TNF-a, IFN-y e
também de outras citocinas como IL-18 s&do essenciais para a resposta Th1 mediada
por células T (TCD4+ e T CD8+) (Simbes et al., 2018) Dentre as citocinas produzidas,
IFN-y (citocina pro-inflamatéria) possui um papel critico no controle inicial da
replicagao do parasito onde, na auséncia de uma resposta imune inata, o papel dessa
citocina é comprometida (Esper et al., 2014). A citocina IL-12 (ativadora de células NK)
induz uma resposta imune dependente de IFN- y em ambas as respostas (inata e
adaptativa) contra o Tc (Machado et al., 2012) A cascata de sinalizacao e ativacao de
citocinas estimula a producéo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos (MOs) que atua
na fungao tripanocida eliminando assim o parasito (Cardoni et al., 1990; Gazzinelli et
al., 1992; Chandra et al., 2002; Gutierrez et al., 2009; Machado, Dutra, et al., 2012).
As citocinas anti-inflamatdrias IL-10 e TGF-B inibem a ativagdo de macréfagos
mediada por IFN- y inibindo a produ¢ao de NO, quimiocinas e células produtoras de
IFN- y (Esper et al., 2014). A neutralizacéo de IL-10 endégena aumenta a produgéo
de IFN- y induzido por Tc e morte do parasita (Silva et al., 2003; Cardillo et al., 1996).
Esses estudos sugerem que IL-12 e IFN- y favorecem a diferenciacéo de linfocitos
Th1, levando a producdo de IFN- y e diminuicdo da sintese de IL-10, sendo um
mecanismo chave requerido para a indugédo e manutencao do controle da infecgao

aguda por Tc (Silva et al., 2003; Araujo-Jorge and Castro, 2000), (Figura 2).
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Figura 2. IMUNIDADE INATA E ADQUIRIDA DURANTE INFECGAO POR Tc. A imunidade
inata desempenha um papel crucial na resisténcia do hospedeiro a infecgdo: atuando como
primeira barreira, as células do sistema imune inato (macréfagos, células NK e DC) produzem
citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e moléculas efetoras (reativos intermediarios de nitrogénio e
oxigénio), que controlam a replicagédo parasitaria. Ao mesmo tempo, células do sistema imune
inato, particularmente, DCs, fazem uma ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo
citocinas (IL-12) necessarias para a diferenciacao e expanséao clonal de células T auxiliar 1 (T
helper 1 — Th1) CD4+, assim como células T CD8+ e B. IFN-y produzido por células Th1 CD4+
ou células T CD8+, ativam mecanismos efetores em macréfagos, que destroem formas
amastigotas e tripomastigotas fagocitadas, enquanto a atividade citotoxica realizada pelas
células T CD8+ destroem células com amastigotas internalizadas. (Fonte: Expert Reviews in

Molecular Medicine © Cambridge University Press 2010).

3.5 Manifestagoes clinicas

O curso clinico da DC pode ser dividido em fase bifasica sendo elas, aguda e crénica.
A fase aguda caracteriza-se por predominio em quantidade expressiva do parasita na
corrente sanguinea (Costa et al.,, 2013). Nesta fase a manifestagao clinica mais
comum é a febre, sempre presente e ndo muito elevada (37,5° a 38,5°C) que pode
persistir por até 12 semanas e apresentar picos vespertinos ocasionais e sintomas
inespecificos, como prostracao, diarréia, vomito, cefaleia, entre outros (Dias et al.,
2016).

Os sinais de porta de entrada préprios da transmissao vetorial ocorrem préximo a
mucosa ocular, que se manifesta como uma reagao da conjuntiva com edema das
palpebras de um lado da face (edema bipalpebral bilateral - sinal de Romana ou
chagoma de inoculagéo) (Moncayo and Ortiz Yanine, 2006). Os sinais e sintomas
podem progredir para a forma aguda grave com a ocorréncia de uma ou mais das
seguintes manifestacbes: miocardite difusa, pericardite, derrame pericardico,
cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca e derrame pleural, podendo levar ao ébito ou,

apos tratamento especifico, evoluir para a fase crénica (Barbosa et al., 2015).

A fase crbnica da Doencga de Chagas se inicia logo apés o desaparecimento das
manifestacbes da fase aguda. Nesse novo estagio a doenga pode se caracterizar de
forma assintomatica/indeterminada (60-70%), por auséncia de sinais clinicos e baixa
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carga parasitaria, podendo ser evidenciada somente por alguns exames como
hemoculturas e PCR (Moncayo & Ortiz Yanine, 2006). A fase cronica pode ser também
sintomatica apresentando complicagdes cardiacas (20-30%) e/ou digestivas (10-
15%). As manifestacbes da fase crénica sintomatica aparecem aproximadamente
apo6s um periodo de mais de 10 anos, sendo que o coragao e o trato digestivo sao os

orgaos mais comprometidos durante esta fase (Rassi, Rassi and Marin-Neto, 2009).

3.6 Tratamento

Atualmente o unico tratamento disponivel para a DC é administrado pelos farmacos
Benzonidazol (BZ) e Nifurtmox (NF), sendo utilizados por um longo periodo de tempo,
0 que acarreta em efeitos colaterais como dermatites , nausea, vertigem, inflamacéao
dos nervos, alteragdes sanguineas que sao danosos aos pacientes podendo gerar
intolerancia (Punukollu et al., 2007). Os medicamentos citados apresentam taxa de
cura da doenca entre 50-70 % na fase aguda da DC contra valores inferiores a 20%
na fase crénica da doencga, sendo de extrema importancia o diagnéstico precoce
(Becerra et al., 2012).

3.7 Cepa Y Trypanosoma cruzi

Em 1953 uma mulher de ascendéncia japonesa foi internada no Hospital das Clinicas
de Sao Paulo com sintomas da Doencga de Chagas. Ela era originaria de uma fazenda
localizada na zona rural de Marilia, interior do Estado de Sao Paulo. O diagnéstico
constatou que a doencga estava na sua fase aguda, os médicos isolaram o parasita
dessa paciente no (Departamento de Parasitologia da Faculdade de Medicina de Séo
Paulo) e observaram algumas peculiaridades ao realizarem estudos em murinos,
viram uma taxa de mortalidade muito acentuada entre os animais inoculados,
provando a viruléncia altamente expressiva da cepa. Devido a esse fator, o parasito
recebeu uma designagao de cepa “Y” da primeira letra do nome da jovem paciente. O
parasito foi levado ao (Laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical
de Sao Paulo), para verificar seu comportamento em animais por um longo periodo.
Varios estudos ocorreram depois com essa cepa, inclusive com tratamento e eficacia

de farmacos devido a sua resposta tdo acentuada (Bassi et al., 2020).
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A cepa Y de Tc possui uma estabilidade e ciclo de vida constante em animais de
laboratorio, além de produzir resultados hematologicos e histopatoldgicos
padronizados, a tornando ideal para estudos experimentais (Camposl and Rami,
1997). A cepa Y pode causar grande mortalidade em modelos murinos entre duas a
trés semanas apds a inoculagdo dependendo da genética do camundongo e/ou
inoculo. Geralmente ja comega se notar presencga significativa de parasito na corrente
sanguinea ao quinto dia apds a infecgédo, também é observado nesse periodo uma
alta taxa de parasitismo em alguns 6rgaos como figado, cérebro, coracéo, pulméao,
timo, rins e intestino delgado, ao 7° dia a carga parasitaria varia entre 197 a 1235 de

parasitas por milimetro cubico (Pinto et al., 1999).

3.8 Acido araquidénico (AA) e mediadores lipidicos

A cascata do acido araquiddnico € uma via metabdlica que usa o acido araquidénico
para a sintese de uma grande diversidade de mediadores lipidicos criticos na fisiologia
e patologia humanas, globalmente denominados de eicosandides e entre os quais se
encontram: prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos (Lima, Fraga and Barreiro,
2002), Figura 3. O AA é um composto lipidico que, para o homem, nao é estritamente
um acido graxo essencial, como por vezes € descrito, mas sim um derivado de um
acido graxo essencial: o acido linoleico (Markworth et al., 2013). A cascata do AA
depende da oxidagao deste composto lipidico e € dividido em duas vias principais: a

dependente da ciclooxigenase (COX) e a dependente da lipoxigenase (LO).

A importancia da cascata do AA radica no conjunto de fungdes desempenhadas pelos
seus produtos, os eicosanoides, na bioquimica das células humanas. Nao obstante, o
papel dos eicosandides estende-se além das propriedades pré-inflamatoérias: sao
hormonios de agao autdcrina e paracrina em varios tecidos, tém um papel crucial na
hemorreologia (ramo da ciéncia que estuda corrente sanguinea), hemostasia e

termorregulacao e ainda na transmissao neuronal.

O papel mais proeminente é o de via pro inflamatéria e de alvo terapéutico dos

farmacos anti-inflamatérios nao esteroides, como a aspirina. Nosso grupo demonstrou
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em 2006 que a sinalizagao de lipoxina (LX) 4 e Aspirin Trigged Lipoxin (ATL) através
da ativagdo de seus receptores entre eles o receptor aril hidrocarbono (AhR), em
células dendriticas (DCs), induzem a expresséo de SOCS-2, o qual regula a produgéo
de citocinas e quimiocinas induzidas durante a infeccdo por Toxoplasma gondii
(Machado et al., 2006).

Fosfolipidios

Fosfolipase

oxidantes e lsoprostanos
Nio-enzimatica ¢ Malondialdeido
® Hidroxinonenal

Acido araquidénico
nio esterificado
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¢ Prostaglandinas ® Leucotrienos
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Figura 3. VIA DO ACIDO ARAQUIDONICO. Os produtos finais da cascata do AA dependem
da agdo que a qual ele vai ser sintetizado, sendo elas por via Enzimatica ou N&o-

enzimatica(oxidativa) (Fonte: Research Gate by Pedro Buin).

3.9 Lipoxinas

A resolugao da inflamagao € um processo enddgeno ativo, e as LXs sao importantes
mediadores desse processo. LXs sdo formadas por metabolismo transcelular através
de vias biossinteticas distintas dependendo do contexto celular (Serhan, 2005).
Existem duas vias principais mediadas por LO da biossintese de LX sendo elas em
células e em tecidos humanos. O primeiro destes envolve a lipoxigenagao sequencial
de acido araquiddnico por 15-LO em células epiteliais € mondcitos, e 5-LO em
neutrofilos. Este caminho nao leva apenas a biossintese de LX, mas também reduz a
formacao de Leucotrienos (LT), resultando em uma relagao inversa entre a biossintese

de LT e LX em leucdcitos humanos (Serhan, 2005).
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A segunda rota principal de formacado de LX envolve interagdes de plaquetas e
leucdcitos ou microagregados de plaquetas e leucdcitos que promovem a formagao
de LX por converséo transcelular (Dyke and Introduction, 2003). As plaquetas ndo s&o
capazes de produzirem LXs por conta propria, mas esse caminho foi destacado como
uma rota principal para a formacao de LX dentro da vasculatura onde as plaquetas
ativadas se tornam a principal fonte de LXs apds adesao a neutrofilos (Serhan and
Chiang, 2008).

As LXs exibem um grande repertério de agdes pro-resolutivas, como a redugao da
infiltracdo de neutrdfilos no local inflamado, diminuigdo da produgao de superéxido e
citocinas por granuldcitos, ativacdo da fagocitose de microorganismos e de células
apoptéticas por macréfagos, além de possuirem ag¢des antinociceptivas diretas (Sordi
et al.,, 2013). LX pode exercer seus efeitos anti-inflamatérios durante infeccéo
intestinal via interagdo com leucécitos e enterdcitos, reduzindo a agao de neutrofilos.
Além do antagonismo de aderéncia de neutrofilos e migragcéo, LX também pode inibir
o recrutamento de neutrofilos atenuando seus sinais quimiotaticos.(Ungaro et al.,
2017).

Existem quatro enzimas LO, 5-, 8-, 12- e 15-LO, que metabolizam AA por oxigenagao
de um unico carbono, resultando na formag¢ao de uma variedade de compostos com
diversas atividades biolégicas (Sumida, Graber and Nunez, 1993). A enzima 5-LO
possui um papel essencial ndo somente no desencadeamento de atividades pro-
inflamatdrias (mediada pela produgao de LTB4), como também promove a sintese de
fatores anti-inflamatdérios como as LXs, que como mencionado anteriormente, através
da ativagdo do AhR, induzem a expressao de SOCS2 por sinalizagdo de LX e ATL
(Machado et al., 2006).

Tratamentos com bloqueadores da enzima 5-LO podem determinar o tipo de resposta
desejada durante o curso da infecgdo, justamente por ela ser produtora tanto de
moléculas pro-inflamatérias como anti-inflamatérias. Se intervirmos num momento
muito inicial da infecgdo, estaremos possivelmente bloqueando mais a agao dos

leucotrienos, logo tendo uma resposta menos pro inflamatoria, por outro lado se
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bloquearmos a via de forma mais tardia, estaremos agindo sobre as lipoxinas que sao

responsaveis pela acao anti-inflamatéria e pro-resolutiva.

3.10 Supressor de Sinalizagao de Citocinas (SOCS-2)

SOCS sao importantes proteinas reguladores fisiolégicas da imunidade inata e
adaptativa, apesar de ter sido descrita como supressora de sinalizagao de citocinas,
ela atua como uma proteina de multiplas fungbes (Rico-Bautista, Flores-Morales and
Fernandez-Pérez, 2006). Estas moléculas regulam positivamente e negativamente a
ativagao de MOs e DCs e sao essenciais para o desenvolvimento e diferenciagao de
células T (Yoshimura, Naka and Kubo, 2007).

SOCS é reconhecido como uma familia de proteinas intracelulares identificadas em
1997 constituida de oito membros (CIS e SOCS1-SOCS7) (Naka et al., 2001). Essa
proteina exerce papel importante na regulacdo de MAP quinases e outras moléculas
relacionadas com a sinalizacao intracelular de uma variedade de citocinas, fatores de

crescimento e hormonios (Uren et al., 2014).

As proteinas SOCS estdo presentes em niveis baixos nas células nédo estimuladas,
entretanto, sua expressao pode ser induzida rapidamente através de citocinas por
uma cascata de sinalizagdo (Rico-Bautista et al., 2006). SOCS2 esta envolvido na
regulacédo da resposta imune de diversos modelos de doengas sendo descrito pelo
nosso grupo de trabalho como importante durante as infecgdes por T. gondii (Machado
et al., 2006), Tc (Basrai and Turnley, 2016) e Plasmodium berghei Anka (Brant et al.,
2016). SOCS-2 parece ter um papel regulatério dual: inibindo ou potencializando a
sinalizagdo dependendo da sua concentragao/expressao e do contexto celular onde
ele esta atuando (Trengove and Ward, 2013).

SOCS-2 é induzido por diversos tipos de citocinas que ativam STAT5. Os mais
importantes incluem GH, PRL, EPO, GM-CSF, G-CSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6 IL-

15, CNTF, IFN-q, IFN-y, LIF e insulina. Nos ultimos anos, tornou-se cada vez mais
evidente que as proteinas SOCS tém papéis importantes na manutencdao da

homeostase e resolucdo de processos inflamatérios, SOCS estdao provavelmente
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envolvidas na diferenciacdo de células do estado inato e imunidade adaptativa,
ajudando assim a moldar a resposta inflamatdria (Letellier and Haan, 2016; Cramer et
al., 2019; Monti-Rocha et al., 2019; Val et al., 2020). A proteina SOCS2 possui um
papel importante também sobre a manutencédo de células intestinais. A regulagao
negativa de SOCS2 aumenta a proliferacdo e acdes anti- apoptoticas de IGF-I no
intestino delgado e cdélon e a capacidade do IGF-I de ativar STAT3 e regular
negativamente o crescimento intestinal (excesso de GH e IGF-123) contribuindo assim
coma homeostase em caso de carcinomas (Kim et al., 2018).

3.11 Microbiota Intestinal

A microbiota intestinal € composta por aproximadamente 100 trilhbes de bactérias
comensais de cerca de 1000 espécies com diferentes atividades metabdlicas. As
bactérias comensais do intestino sdo extremamente benéficas para a saude humana,
facilitando o metabolismo dos nutrientes e a resisténcia a colonizagdo patogénica,
promovendo a integridade das células epiteliais, além do claro desenvolvimento do
sistema imunoldgico (Khan et al., 2019). Enquanto as bactérias obtém um habitat e
alimento do hospedeiro, por sua vez, ajudam o hospedeiro, regulando varias fungdes,
incluindo a digestao dietética, e conferindo protegcao contra patdgenos. Alteragdes da
microbiota intestinal as vezes chamados coletivamente de "disbiose intestinal" tém
demonstrado ser associado a varias doengas e disturbios como diabetes tipo 2
(Gurung et al., 2020), depressao (Zalar, Haslberger and Peterlin, 2018) e doenca

cardiovascular (Tang, Kitai and Hazen, 2017).

Sabe-se que a microbiota participa ativamente da composicao e disponibilizacédo de
vitaminas essenciais para o hospedeiro, assim como na modulagéo da resposta imune
e resisténcia a infecgao (Chervonsky, 2013). Por outro lado, o hospedeiro pode
modificar as atividades da microbiota provocando mudangas na fisiologia e/ou
resposta do hospedeiro frente a infeccdo, como por exemplo aumentando o numero
de bactérias patogénicas e reduzindo bactérias benéficas que auxiliam na protegao
intestinal e metabolismo de acidos graxos e vitaminas (Teotonio et al., 2019). Essa
comunicagao ocorre através de vias de sinalizagao bidirecionais entre a microbiota-
cérebro que sao reguladas por mecanismos neurais, enddcrinos e imunoldgicos
(Mayer, Tillisch and Gupta, 2015).
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As bactérias sdo responsaveis por degradar compostos alimentares entre eles fibras
e aminoacidos, realizam fermentagao, metabolizando e sintetizando vitaminas do
complexo B e K. A microbiota é responsavel pela defesa tanto da mucosa quanto das
células que compdem a parede intestinal, sem a microbiota, a fisiologia do tubo
digestivo ndo atinge a sua maturidade. E composta por 800 a 1000 espécies de
bactérias sendo algumas benéficas (Ex: Lactobacillus sp e, Bifidobacterium sp) e
bactérias com potencial patogénico (Ex Salmonela sp e E. coli) (Paix&do and Castro,
2016).

A microbiota comensal € extremamente importante pra seu hospedeiro, pois auxilia na
adaptacdo ao meio ambiente em situacdes de estresses, incluindo aqueles que
causam dor, foi descrito que animais Germefree (que possuem microbiota depletada)
ao sofrerem testes de nocicepcédo perderam a percepgao da dor, porém quando
tiveram a reposigao da microbiota, reverteram esse fenoétipo hiporresponsivo (Amaral
et al., 2008).

As enterobactérias estdo amplamente distribuidas na natureza e sao encontradas no
solo, agua, frutas, vegetais e produtos de origem animal, como a carne e ovos. Sua
ecologia € variavel, bem como seu potencial patogénico para o homem, animais e
vegetais. A familia Enterobacteriaceae é constituida por 53 géneros e cerca de 170
espécies conhecidas, todas estas, sabe-se que 26 géneros sdo causadores de
infeccbes em seres humanos (Cunha and da, 2017). As enterobactérias possuem um

papel importante durante infecgdes intestinais (Ramirez and Giron, 2020).

A mucosa do trato gastrointestinal € uma area de intenso contato com o meio externo
e um local onde diferentes padrdes de resposta imunolégica podem acontecer (Kelly
et al.,, 2015). Estas respostas sdo determinadas especialmente pela natureza do
antigeno, pelo periodo da vida em que esse contato acontece e pela existéncia ou néo
de reacao inflamatoria local e sistémica (Durack and Lynch, 2019). Antigenos que
penetram no organismo pelas superficies mucosas e, em especial, pela mucosa
gastrointestinal tendem a induzir respostas de tolerancia, caracterizada pela produgao
de imunoglobulina (Ig) A e pela proliferacdo de células células T reguladoras (Treg)

(Kim et al., 2016). Para que isso acontecga é necessario que haja interagao entre todos



26

0s componentes da mucosa e a microbiota, que garantem um ambiente de
homeostasia local e sistémica, permitindo a influéncia positiva do sistema imunoldgico

nos demais sistemas organicos (nervoso e enddcrino) (Oria et al., 2016).

Se por qualquer motivo, existe uma falha na manutencdo da homeostasia ou perda
da integridade do epitélio intestinal, o que pode ocorrer é o desenvolvimento de
doengas como as alergias alimentares. Dessa forma, a nutricdo tem importante papel
na modulagao imunoldgica, visto que diferentes compostos tém potencial para intervir
nas diversas etapas das respostas imunolégicas e estimular a geragao/manutencgao

da tolerancia oral (Aidy, van den Bogert and Kleerebezem, 2015).

A presencga do sistema imunitario nas mucosas tem permitido o estudo de novas
estratégias para a administragcdo oral de antigenos, visando aumentar a resposta
imunitaria tanto local como também nas outras mucosas (Ramiro-Puig et al., 2008).
No trato digestivo, os antigenos podem ser capturados por aglomerados de foliculos
linféides situados na parede do intestino delgado, denominados de placas de Peyer
(PPs), onde se inicia a resposta imunitaria das mucosas, com a produgédo da IgA
secretora (SIgA), somente os antigenos particulados sao capturados pelas PPs

(Hammer, Joel and LeFevre, 1983).

PPs possuem alguns centimetros, logo podem ser identificados mesmo sem ajuda de
instrumentos. Sao tecidos ovalados e densos localizados na membrana mucosa do
intestino, formando areas alongadas e a sua superficie esta livre das vilosidades e
depressdes (glandulas Lieberkihn) que caracterizam a parede intestinal (Van
Kruiningen et al., 2002). Fazem parte do Tecido Linféide Associado ao Intestino (em
inglés Gut Associated Linfoid Tissue ou GALT). Como possuem capacidade de
transportar os antigenos luminais e bactérias podem ser considerados como os

sensores do sistema imunoldgico do intestino (MacDonald et al., 1987).

As PPs podem induzir tolerancia imunolégica ou de defesa contra antigenos utilizando
uma complexa interagdo entre células do sistema imunolégico localizadas nos
foliculos linfoides e no epitélio folicular associado (Jung, Hugot and Barreau, 2010).

Esta comunicacéao celular parece ser regulada por receptores de reconhecimento de
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patdgenos, especialmente o Nucleotide Oligomerization Domain - NOD2. Embora o
TLR tenha um papel limitado na homeostase, o NOD2 regula o numero, o tamanho e
composic¢ao de células T de PPs, em resposta a microbiota intestinal. Por sua vez, as
células T CD4+ presentes na PP s&o capazes de modular a permeabilidade celular e
intracelular (Finke, 2009).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel de SOCS-2 e da enzima 5-LO durante infecgao experimental por T.

cruzi, incluindo a composigao da microbiota intestinal frente essa doenca

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Analisar a taxa de sobrevivéncia dos diferentes grupos infectados.

4.2.2 ldentificar se existe relagado entre a microbiota intestinal e o avancgo clinico da

doenca.

4.2.3 Verificar se existe diferenga entre a taxa de parasitemia entre os grupos

selvagens e nocautes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais para experimentagao

Foram utilizados camundongos tipo selvagem (WT — Wild Type) C57BL/6 e SV.129 e
camundongos nocautes (KO - Knockout) SOCS-2 e 5-LO todas fémeas com idade
entre 8 a 9 semanas. Os animais C57BL/6 obtidos pelo Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG (ICB) e os camundongos SV.129, SOCS-2 e 5-LO
fornecidos pelo biotério do grupo de Imunofarmacologia do Departamento de
Bioquimica e Imunologia da UFMG (ICB). Para a manutencdo da cepa Y de T. cruzi
foram obtidos fémeas Swiss de 8 a 10 semanas pelo Centro de Bioterismo da UFMG
— CEBIO. Todos os camundongos estiveram acondicionados em gaiolas de micro-
isoladores com filtro, maravalha autoclavada, comida, agua e foto periodo
automatizados (CEUA 305/2016).

5.2 Manutencgao da cepa Y

A manuteng¢do do parasito se teve por inoculagdes intraperitoneal (i.p) com 1x103
formas tripomastigotas da cepa Y num volume de 200 ul em camundongos fémeas
Swiss com idades entre 8 a 10 semanas. Os animais foram eutanasiados com (dose
anestésico: 300 mg/kg de cetamina, 30 mg/kg de xilazina) injecao letal via i.p. usando
agulha (30G x '2) para a retirada do sangue sem que houvesse sofrimento animal, o
sangue foi retirado por incisdo da veia porta-hepatica para ser utilizado na infecgéo

dos camundongos da experimentacéo.

5.3 Infecgao e parasitemia

Camundongos WT (C57BL/6 e SV.129) e nocaute (KO; SOCS-2 e 5-LO) foram
infectados por via i.p contendo 1x10°® de formas tripomastigotas de Tc retiradas de
passagens mantidas em seus respectivos backgrounds (selvagens). Para

acompanhar a liberacdo do parasito durante o curso da infeccao foi realizado uma
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cinética nos intervalos 3, 5, 7, 9, 11 e 15 dias apds infecgéo (dpi), onde foi retirado 5
Ml de sangue periférico da calda desses animais e colocado entre [amina e laminula
22 x 22 possibilitando assim, a contagem de formas tripomastigotas em 50 campos

microscopicos de 400x.

5.4 Analise de peso e sobrevivéncia

A taxa de mortalidade e perda de peso foi acompanhada em todos os grupos WT e
KO controles e infectados ao longo das cinéticas descritas anteriormente 3,5,7,9,11 e
15 dpi. Para pesar os animais utilizou-se de uma balancga eletrénica de precisao digital
1g a 5kg, MOD.LS5 devidamente calibrada.

5.5 Carga bacteriana fecal

Tubos eppendorf de 2ml autoclavados foram pesados e separados para
armazenamento das amostras fecais. Todo o procedimento ocorreu dentro de um fluxo
laminar previamente esterilizado com alcool e luz ultravioleta. O material fecal dos
animais WT e KO controle e infectados foi coletado dentro do fluxo com auxilio de uma
pinca e de um contensor mecanico e armazenados nos tubos. Para realizacdo da
diluicdo seriada se utilizou 270 ul de salina nas fezes coletadas, onde foi retirado 30
ul da aliquota da primeira fracdo 10-" e passado por diluicdo seriada para as demais.
Placas de Petri contendo meio de cultura MC Conkey (seletivo para enterobactérias)
ficaram divididas em 4 quadrantes onde foram semeadas a amostra nas diluicbes de
10-" & 10-4. Em cada quadrante foi pipetado 3 gotas contendo 10ul da diluigéo,
posteriormente a placa foi deixada de repouso sobre uma superficie plana para
absorcao da aliquota pelo meio. As placas foram incubadas na temperatura 6tima de
crescimento microbiano em incubadora B.O.D a 36°c por 24 horas para analise de
enterobactérias e por 72 horas para acido laticas, passado esse periodo as colénias

formadas foram contadas e as contagens foram expressas como UFC/g de fezes.
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5.6 Analises Estatisticas

A significancia estatistica das diferencas nos valores entre as amostras controle (CO)
e infectados (INF) analisadas por Two-way ANOVA e Survival (Graph Prism Software

7.0). As diferencgas foram consideradas ser significantes onde p <0.05 e p <0.001.
6. RESULTADOS

6.1 - Deficiéncia de 5-LO, mas nao de SOCS2, resulta no aumento da parasitemia

durante a infecgao experimental por Tc.

A enzima 5-LO é descrita na literatura por atuar na resposta pro- resolutiva frente a
infeccbes e processos inflamatorios, a interacdo de produtos dessa enzima com o
receptor de AhR induz a expressao de SOCS-2 que possui um papel na homeostasia
da resposta imune inata e adaptativa. Podemos observar (Figura 4 A) que a
deficiéncia de 5- LO resultou no aumento da parasitemia no 5° e 7 dpi quando
comparado com o grupo WT, sugerindo a importancia dessa enzima no controle da
infeccao por Tc in vivo. Por outro lado, ndo vimos diferenga na parasitemia de animais
SOCS-2 KO que seguiu o mesmo perfil do WT (C57BI/6) (Figura 4 B).
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Figura 4. DEFICIENCIA DE 5-LO, MAS NAO DE SOCS2, RESULTA NO AUMENTO DA
PARASITEMIA DURANTE A INFECGAO EXPERIMENTAL POR Tc. Camundongos C57BL/6
e SV.129 (WT), SOCS-2 KO e 5-LO KO foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com 1x103
formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). A parasitemia (A e B) foi analisada na cinética de
3,5,7,9, 11 e 15 dias apds infeccéo (dpi). Dados representativos da média (+/-) usando-se 2
way ANOVA (**** p<0,0001).
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6.2 - Ainfecgao por Tc resulta na redugao de peso significativamente tanto em
grupos WT quanto 5-LO KO e SOCS-2 KO.

O processo de perda ponderal € bastante elucidada na literatura e pode ter diversas
origens como por exemplo enfermidades e disbiose na microbiota intestinal
(Barrientos et al., 2009) e que infecgbes parasitarias podem agravar o caso. Diante
disso, analisamos o peso corporal dos camundongos nos mesmos dias que foi feito a
cinética de parasitemia. Como esperado camundongos controles (CO) mantiveram o
peso corporal em todos os dias de analise (Figuras 5A e 5B) enquanto em todos os
grupos de camundongos infectados (INF) se observou uma redugéo significativa no
peso principalmente entre o 7° e 9° dpi, 0 que nao difere entre os grupos WT e KO.

(Figuras 5A e 5B).
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Figura 5. A INFECGAO POR Tc RESULTA NA REDUGAO DE PESO EM CAMUNDONGOS
NOCAUTES DE 5-LO E SOCS-2. Camundongos C57BL/6 e SV.129 (WT), SOCS-2 e 5-LO
(KO) foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com 1x102 formas tripomastigotas de T. cruzi
(cepaY). O peso corporal (A e B) dos camundongos foi avaliado na mesma cinética (3, 5, 7, 9,
11 e 15 dias apds infecgdo (dpi)) da parasitemia. Dados representativos da média (+/-) usando-
se 2 way ANOVA (*p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001). Legenda: * (representacdo de
camundongos WT CO para WT INF) e # (representagdo de camundongos KO CO para KO
INF).

6.3 - Deficiencia de SOCS-2, mas nao de 5-LO, aumenta a taxa de mortalidade

durante a infecgao por Tc.
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Os camundongos SOCS-2 KO apresentaram uma taxa de mortalidade acentuada em
comparagao ao seu selvagem, tendo maior susceptibilidade a infecgdo por Tc,
entretanto o grupo 5-LO KO apresentou menos letalidade do que seu background
SV129 (Figuras 6A e 6B).
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Figura 6. AINFECGCAO POR Tc LEVA A MORTE DE CAMUNDONGOS NOCAUTES PARA 5-
LO E SOCS-2. Camundongos C57BL/6 e SV.129 (WT), SOCS-2 e 5-LO (KO) foram infectados
por via intraperitoneal (i.p) com 1x10°® formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). A
sobrevivéncia dos camundongos (A e B) foram verificadas diariamente até o final da

experimentagdo. Dados representativos da média (+/-) usando- se Survival.

6.4 - A presenga da enzima 5-LO e a auséncia de SOCS-2 favorece a expansao

das enterobactérias durante a infecgao por T. cruzi.

Sabemos que a microbiota intestinal desempenha um papel extremamente importante
para a homeostase do organismo (Fagundes et al., 2011) e que em caso de
infeccdo/doencga ocorre uma disbiose que pode acarretar em danos ao organismo. As
enterobactérias geralmente se expandem de forma exacerbada no organismo do
hospedeiro quando o mesmo sofre por alguma infeccao, lesédo inflamatéria no trato
intestinal (Zhu et al., 2018). Diante disso, propusemos a analisar a composigado da
microbiota intestinal dos camundongos WT e KOs nos dias da cinética como
mencionada na metodologia. Observamos que a presenga de 5-LO (Figura 7A) e a
auséncia de SOCS-2 (Figura 7B) favorece a expansdo de enterobactérias em

comparagao aos seus respectivos grupos WT.
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Figura 7. A PRESENGCA DA ENZIMA 5-LO FAVORECE A EXPANSAO DAS
ENTEROBACTERIAS DURANTE A INFECGAO POR Tc. Camundongos C57BL/6 e SV.129
(WT), SOCS-2 e 5- LO (KO) foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com 1x10° formas
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). Na mesma cinética da infecgéo (3, 5, 7, 9, 11 e 15 dias
apos infecgao (dpi)) foi coletado o material fecal para analise da composi¢gao da microbiota
intestinal (A e B). Dados representativos da média (+/-) usando- se 2 way ANOVA (*p<0,05,
***p<0,001 e ****p<0,0001). Legenda (Figuras A e B): * (representagdo de camundongos WT
CO para WT INF) e # (representagdo de camundongos WT INF para KO INF).

6.5 - A deficiéencia de SOCS-2 aumenta o processo inflamatério no

intestino/célon durante a infegao.

Como nossos resultados anteriores demonstraram que durante a infegdo por Tc a
auséncia de SOCS-2 resulta no aumento significativo da quantidade de
enterobactérias (descritas na literatura como indutoras de processos inflamatérios), e
baseado nos resultados do nosso grupo que demonstraram a importancia de SOCS-
2 na homeostase/fungao de varios tecidos durante processos inflamatdérios infecciosos
e “estéreis” (Esper et al., 2012; Brant et al., 2016; Cramer et al., 2019; Monti-Rocha et
al., 2019; Val et al.,, 2020), avaliamos macroscopicamente e histologicamente o
intestino/colon durante a infeccao por Tc. Na Figura 8 podemos observar que a infegao
por Tc induz uma dilatagédo no inicio do célon de camundongos WT (Figura 8A). Em
contraste, a deficiéncia de SOCS2 resulta na dilatacdo do inicio do colon nos
camundongos controles, e a infecdo por Tc leva a sua obstrugédo (Figura 8B).
Podemos observar que a auséncia de SOCS-2 durante a infecao por Tc resulta no
aumento do processo inflamatério e dano tecidual no célon quando comparado com
WT.
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Figura 8. A DEFICIENCIA DE SOCS-2 AUMENTA O PROCESSO INFLAMATORIO NO
INTESTINO/COLON DURANTE A INFECGAO. Camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS-2 KO
foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com 1x10° formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Y). Apos 15 dias de infecgdo (dpi)) foi retirado o intestino/colon para analise morfologica e
histolégica. Na Figura A e B podemos verificar diferengas morfoldgicas entre grupos WT e KO
infectados, onde SOCS-2 KO apresenta ter uma dilatagao préxima ao cécum que se estreita
durante a infecgdo enquanto o animal WT é o oposto. Foi analisado o niumero de infiltrado
celular em 10 campos entre os animais WT e KO infectados, se observou um ndimero maior

desse perfil celular em animais SOCS-2 KO Figura E.
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7. DISCUSSAO

Na fase inicial da infeccéo por Tc, a imunidade inata desempenha um papel crucial na
resisténcia do hospedeiro a infec¢do, atuando como a primeira barreira. As células do
sistema imune inato incluem macréfagos, células NK e células dendriticas que
produzem citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e moléculas efetoras (intermediarios
reativos de nitrogénio (RNIs) e GTPases induziveis por IFN) que controlam a

replicagéo do parasito (Rezende-oliveira, Sarmento and Junior, 2012).

Ao mesmo tempo, as células imunes inatas, particularmente as células dendriticas,
fazem a ponte entre a imunidade inata e adaptativa, produzindo citocinas (IL-12)
necessarias para a diferenciagdo e expanséao clonal de células T helper 1 (Th1) CD4
+, bem como células T CD8 + e células B do plasma (Aliberti et al., 1996). O IFN-y
produzido por células T CD4 +, Th1 ou CD8 + ativam mecanismos efetores em
macrofagos para destruir os parasitos fagocitados, enquanto a atividade citotéxica
exibida pelas células T CD8 + destroem as células contendo amastigotas

intracelulares (Bogdan and Rollinghoff, 1999).

Além das nossas células imunes, possuimos sistemas que transcrevem e sintetizam
moléculas que irdo interagir no nosso organismo como € o caso do receptor AhR, que
sdo importantes reguladores génicos e possuem ja descritos uma gama diversa de
ligantes (Larigot et al., 2018). A ativacao de AhR pode regular as respostas imunes
inatas e adaptativas por meio da regulagao de varios AhREs presentes nas regides
promotoras de varios genes, como aqueles implicados na regulagdo de NF-kB e o
desenvolvimento de Treg (Foxp3, TGF- e IL-10), células Th1 (IL-12) e Th17 (IL-21 e
IL-23) (Cerban et al., 2020). Recentes estudos comprovaram que IL-17 confere
resisténcia contra invasao por Tc no organismo, sugerindo que células Th17 poderiam
desempenhar um papel protetor durante combate a infeccbes parasitarias e nao

somente contra virus e bactérias como é descrito na literatura (Cai et al., 2016).

Nosso sistema imune € bastante complexo e conta com a ajuda de diversos
componentes, entre eles se destacam os mediadores lipidicos. Os mediadores

lipidicos desenvolvem um papel essencial ndo somente para a homeostase do nosso
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organismo, como também no combate contra infec¢gdes parasitarias, o AA induz a
producao de corpos lipidicos (LPs) nas células do nosso corpo que interagem com
outras células da nossa imunidade, quando as formas infectantes de Tc invadem as
células inflamatérias do nosso organismo, ocorre uma interagdo hospedeiro/parasito
que podem modular a formagao de LPs no parasito, que sao reconhecidos por células
da resposta imune como MOs e CDs mediando assim o processo inflamatério (Toledo
et al., 2016).

O papel dos acidos graxos poli-insaturados sobre o sistema imune vem sendo
bastante estudado nos ultimos anos com o objetivo de elucidar a dinamica dos
eicosandides e leucotrienos derivados do acido araquidénico na modulagdo das

respostas inflamatdrias e na imunidade (Andrade and Carmo, 2006).

Esta claro que eicosanoides desempenham papéis essenciais e potentes na
patogénese da CD experimental. Deficiéncia de acidos graxos essenciais (incluindo
AA) resulta em uma reducéo de até 63% na parasitemia periférica e mais do que o

dobro da taxa de sobrevivéncia normal durante a doenca aguda (Santos, 1998).

Os leucotrienos sao produtos da via enzimatica das Lipoxigenases responsaveis pela
sintese das LXs e ATLs (Serhan and Chiang, 2008). Desde a descoberta das LXs e
do ATL, estudos celulares e pré-clinicos confirmaram o potencial anti-inflamatério e
propriedades pro-resolutivas, sendo assim visadas como alvos na produgdo de

possiveis medicamentos (Romano et al., 2015).

As LXs sdo geradas dentro do lumen vascular durante as interagbes plaquetas-
leucdcitos e em superficies mucosas via interagdes leucdcito-célula epitelial. Durante
as interagdes célula-célula, as vias biossintéticas transcelulares s&o as principais rotas
biossintéticas das LXs portanto elas sdo formadas in vivo durante as respostas
multicelulares, como por exemplo durante uma inflamacéo (Dyke and Introduction,
2003). Nossos resultados com a cepa Y de Tc demostraram que camundongos
deficientes em 5-LO aumentaram o numero de parasitos circulantes no sangue
(parasitemia) corroborando com a literatura (Pinto et al., 1999). Durante a infecgéo por

Tc, animais deficientes em 5-LO apresentam alteragdes hematolégicas como
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trombocitopenia e neutropenia seguida por neutrofilia e eosinofilia (Borges et al.,
2009).

O aumento da parasitemia em camundongos 5-LO pode ser justificado pelo fato de
que a atividade dessa enzima esta relacionada com a producgao de leucotrienos (LTB4)
e LXs (LXA4) ja descritos importantes na modulagao das respostas imunes inatas e
adaptativas durante processos infecciosos (Secatto, 2018). LTB4 desempenha um
papel inflamatério importante para o controle da replicagdo do parasito (Talvani et al.,
2002). Por outro lado, a LXA4 desempenha um papel pro-resolutivo (Tateishi et al.,
2014). Durante a infecgao por Tc, os valores de LTB4 tem uma variagdo nos niveis
circulantes e os tratamentos com inibidores dessa via pode ocasionar aumento da

parasitemia (Machado et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram que a auséncia de SOCS-2 néo altera o perfil de
parasitemia nos periodos analisados. Nosso grupo demonstrou que durante a
infecgao por Tc, SOCS-2 é expresso, porém ¢é parcialmente reduzido em animais
deficientes para a enzima 5-LO. LXA4, produzida pela via 5-LO, € um potente ativador
do receptor AhR, consequentemente levando aumento da expressdao de SOCS-2
(Machado et al., 2006). Durante a infecgdo por Tc, camundongos deficientes em
SOCS-2 produzem elevados niveis de LXA4, demonstrando assim uma inter-relagao
entre a via 5- LO/LXA4/AhR/SOCS2 (Esper et al., 2012).

As proteinas SOCS sao reguladoras da transdugao de sinal de citocinas que séo
essenciais para a fisiologia imunolégica normal e também parecem contribuir na
resposta imune durante doengas. Estudos bioquimicos definiram regides especificas
de proteinas SOCS que podem ser direcionadas para alterar sua fungdo, chamadas
sequéncias amino- terminais especificas e o dominio SH2 — Hidrogenossulfeto o qual
controlam as interagbes com parceiros dessa proteina, e a caixa SOCS que regula a

degradagao de proteinas mediadas por SOCS (Alexander, 2002).

A perda de peso néo intencional significativa se caracteriza geralmente quando se
perde mais que 10% do peso corporal normal, € um indicador geralmente de

progndéstico em doengas crénicas (Norman et al., 2008). O controle da perda de peso
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nao intencional em pessoas com doenga crénica € dificil, pois as mudangas na taxa
metabdlica e no processamento de nutrientes para obter energia pode significar um
grande problema para a homeostase do sistema endocrino (Payne, Wiffen and Martin,
2017).

O sistema imune se comunica com todos os demais sistemas do nosso organismo,
sabe-se que as influéncias centrais e periféricas sdo estabelecidas de forma reciproca
entre o sistema imune-enddcrino e a resposta e metabolismo energético (Nagajyothi
et al.,, 2013). Durante infeccdo por Tc acontecem uma redugdo da ingestdo de
alimentos por parte dos animais para estabelecer um novo set point metabdlico,
devido ao alto custo energético exigido pela resposta imune, ocorre uma desregulagéo
das leptinas levando uma sensacdo de saciedade dos animais que reduzem a

alimentacao e consequentemente comegam a perder peso (Manarin et al., 2013).

Em relacdo a perda de peso, nossos resultados demonstraram que os animais
infectados por Tc tiveram uma queda muito acentuada principalmente apds o pico da
doenca ao 7° dpi onde a parasitemia se encontrava bastante alta no hospedeiro,
entretanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos KO e WT infectados,
demonstrando que a perda de peso € independente de 5-LO e SOCS-2, sugerindo
assim que o fator determinante para a progressao da perda de peso esta relacionada
diretamente com a infecgcdo causada pela cepa Y de Tc nesses hospedeiros. Vale
ressaltar que a perda excessiva de peso se nao for intermediada pode gerar danos ao

organismo e sucessivamente até ao o6bito (Xie et al., 2020).

A cepa Y de Tc possui um perfil mais virulento que as demais, podendo atingir o pico
de sua parasitemia mais cedo e consequentemente entrando para a fase crbnica
antecipadamente (Amato Neto, Campos and Higaki, 1974). Ao entrar no organismo do
hospedeiro, Tc consegue ativar seus mecanismos de evasao contra o sistema
imunoldgico inato, conseguindo sobreviver até mesmo dentro de células de defesa
primaria como os macréfagos (Bogdan and Roéllinghoff, 1999). A interagao parasito-
hospedeiro vai depender bastante de como o organismo infectado reage como

resposta ao parasito (Junqueira et al., 2010), isso pode ocasionar desde danos
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permanentes aos tecidos parasitados como até mesmo a morte do hospedeiro, caso

sua imunidade seja deficiente (Borges et al., 2016).

Nossos dados demonstraram que a taxa de mortalidade entre os camundongos
infectados foi maior nos camundongos SOCS2 KO. Curiosamente os camundongos
5- LO KO demonstram uma mortalidade similar com tendéncia a ser menor quando
comparados aos seus respectivos WT, sugerindo que no inicio da infecgéo, apesar de
aumentar a parasitemia, possivelmente a reducdo do niveis de LTB4 reduzem a
toxicidade sistémica encontrada durante a infecg¢ao por Tc (Williams et al., 2020). Vale
ressaltar que é descrito que LTB4 é produzido no inicio de processos inflamatdrios e
que a producdo de LXs seria em uma fase mais tardia da mesma (Machado and
Aliberti, 2006). Nao foi possivel associar a perda de peso com a taxa de sobrevivéncia

pois, ndo apresentou estatistica entre os grupos analisados.

O aparecimento de mega sindromes durante infeccéo por Tc ja é bastante elucidado
pela literatura, entretanto o desenvolvimento da forma digestiva ainda nao esta
bastante descrito, sabe-se que Tc em muitos casos tém o intestino como sitio
preferencial de ocupacéao (Silberstein et al., 2018). Portanto, nessa regiao poderia
estar ocorrendo interacdo entre o parasito e milhares de bactérias comensais de
maneira direta ou indireta (Teotdnio et al., 2019). O Tc quando se aloja nos tecidos do
intestino causa inflamagao e desgaste tecidual, isso por sua vez gera uma perturbagao
no ambiente desbalanceando a composicao de microrganismos ali presentes (McCall
et al., 2018). Nossos resultados demonstraram um importante papel “fisiolégico” basal
de SOCS-2 no instestino/colon de camundongos, e durante a infecgao essa proteina
€ essencial na modulacao do processo inflamatorio nesse tecido. Importante salientar
que SOCS-2 é importante ndo somente na modulagédo da producao e sinalizagao de
mediadores inflamatdrios, mas também nas respostas/desenvolvimento de neurdnios
(Wang and Campbell, 2002; Brant et al., 2016). Portanto, as alteragdes encontradas
nos camundongos SOCS-2 KO no colon, mesmo na auséncia de infe¢do, pode estar
relacionada com a sua importancia também em células constituintes desse

orgao/tecido como os neurdnios.
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Outro ponto importante a ser discutido € que a perturbagdo causada na regiao
intestinal pode levar a alteragdes no conjugado de derivados do acido linoléico (CLA)
e em membros especificos das familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae, bem
como alteragcdes nos acidos biliares secundarios e membros da ordem Clostridiales
(Duarte- Silva et al., 2020). E descrito que ocorre uma alta express&o de receptores
imunes inatos como TLR8 em pacientes com sindrome digestiva ocasionada por Tc,
0 que consequentemente induz um aumento da expressao de citocinas que participam
dos processos que corroboram para o desenvolvimento dessas sindromes no

hospedeiro (de Souza-Basqueira et al., 2020).

Na avaliacdo da microbiota intestinal foi observado que no grupo WT (background
SV129; mesmo background dos camundongos 5-LO KO) houve uma expansao de
enterobactérias muito significativa apds o pico da parasitemia (7° dia), mantendo o
crescimento exponencial até o ultimo dia de analise. Esses resultados sugerem que a
5- LO favorece a expansao do conteudo de membros dessa familia durante a infeccéo
experimental por Tc. De fato, houve diferencga estatistica entre os grupos SOCS-2 KO
e seu WT, sendo que a expansao do conteudo de enterobactérias em animais SOCS-
2-KO foi maior. A literatura descreve a via das LXs como reguladoras da inflamacéao
intestinal (Goh et al., 2003), entretanto nossos dados sugerem que a enzima 5-LO
durante a infeccéo pela cepa Y de Tc pode estar constribuindo com o crescimento da
populagcdo de enterobactérias por vias celulares dependentes, como por exemplo, via
células dendriticas, fazendo com que essa expansao ocorra na medida que a

parasitemia aumenta no hospedeiro (Werz et al., 2018).

Esse trabalho teve como premissa averiguar o papel da via 5- LO bem como da
proteina reguladora SOCS-2 no contexto do desenvolvimento da fase aguda da
Doenca de Chagas e como seria a relagao parasito/microbiota durante a infecgao em
modelo murino, utilizando animais KO para essas proteinas importantes da resposta
imune, buscando assim possiveis alvos terapéuticos, sejam eles compostos por
microrganismos ou produtos celulares. Estudos adicionais serdo necessarios como
analises histo-patologicas, isolamento microbiano para determinar qual a composi¢ao
dessas enterobactérias, analises de PCR qualitativo e quantitativo, além de testes in

vitro, para que possamos afunilar nossos possiveis alvos.
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8. CONCLUSAO

Coletivamente, nossos dados sugerem que a enzima 5-LO e SOCS-2 desenpenham
um papel crucial no desenvolvimento da patogénese da Doenga de Chagas, afetando
a taxa de sobrevivéncia, além de regular a expanséo de enterobactérias no intestino
durante a infecgao experimental por Tc, e que SOCS-2 é essencial na protecdo desse

tecido.
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