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RESUMO

A infeccdo com Trypanosoma cruzi resulta em uma reacdo inflamatoria a qual
limita a proliferacdo do parasita podendo causar cardiomiopatia Chagésica. A via da
enzima 5-Lipoxigenase induz a expressao de SOCS2 (Supressor de Sinalizagdo de
Citocinas) que ¢ um importante regulador da resposta imune. No presente trabalho, nos
pesquisamos o papel de SOCS2 na patogénese da infeccdo pelo 7. cruzi. Nos investigamos
a expressao de SOCS2 em camundongos wild type (WT), 5-LO knockout (KO) e SOCS2
KO durante a infeccdo e seus efeitos no desenvolvimento da resposta imune e na
fisiopatologia cardiaca. Nossos resultados mostraram uma reducdo da parasitemia e
expressdo de citocinas como [FN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, SOCS1 ¢ SOCS3 no bago e IFN-
Y, TNF-a, SOCS1 e SOCS3 no coragao de animais SOCS2 KO. Adicionalmente, houve
um aumento da expressdo de Lipoxina A4 e da geracdo/expansdo de células T regulatorias
e uma diminui¢cdo de células de memoria em camundongos SOCS2 KO infectados com 7.
cruzi. Andlises eletrofisiologicas e de ecocardiograma mostraram um dano na fungdo
cardiaca de animais SOCS2 KO infectados, o qual se deve em parte, a uma falha no
controle de calcio, nas mudangas do potencial de a¢do e de uma redugdo da corrente de
potéssio de cardiomidcitos isolados.

A deficiéncia de SOCS2 resulta em uma resposta inflamatdria reduzida e um
melhor controle da infec¢@o, o que ¢ secundario a um aumento de Lipoxina A4 e indugdo
de células T regulatorias. Isso ocorre a custo de uma maior disfun¢do cardiaca associada a
infec¢do, salientando a importancia do balanco das respostas imune e inflamatdria na

prevencao de doencga grave no contexto da infec¢do com Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Infection with Trypanosoma cruzi induces robust inflammation that limits parasite
proliferation but may result in Chagas heart disease. The 5-Lipoxygenase pathway induces
suppressor of cytokine signaling(SOCS)2 expression, an important regulator of immune
responses. Here, we investigated the role of SOCS2 for the pathogenesis of 7. cruzi

infection.

We investigated the expression of SOCS2 in wild type, 5-LO knockout-(KO) and
SOCS2-KO mice during infection and its effects on the development of the immune
response and cardiac pathology. There was reduction of parasitemia and expression of
IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, SOCS1 and SOCS3 in the spleen and IFN-y, TNF-a,, SOCSI1
and SOCS3 in the heart of infected SOCS2-KO mice. Additionally, there was an increase
Lipoxina A4and generation/expansion of T regulatory and a decrease of memory cells in 7.
cruzi-infected SOCS2KO. Electrophysiological/echocardiographic analyses showed an
impairment of cardiac function in 7. cruzi-infected SOCS2-KO mice, which was due in
part to a disturbance of calcium handling, changes in action potential waveform and

reduced outward potassium current in isolated cardiomyocytes.

SOCS2 deficiency results in reduced inflammatory response and better control of
infection, which is secondary to increased LXA4 and Treg cells induction. This occurs at
the cost of greater infection-associated heart dysfunction, highlighting the relevance of
balanced inflammatory and immune responses in preventing severe disease in the context

of T. cruzi infection.
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Introducao



Em abril de 1909, o médico mineiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas,
examinando o sangue de uma crianca febril de dois anos chamada Berenice, (que seria
entdo considerada o primeiro caso da doenga que levaria o nome do pesquisador- a doenga
de Chagas ou Tripanossomiase Americana) encontrou o parasita flagelado o qual propds o
nome de Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu amigo ¢ mentor Oswaldo Cruz. Este
feito foi considerado Unico na histéria da medicina em que o mesmo pesquisador, em um
curto espaco de tempo, identificava o vetor, o parasito ¢ uma nova doen¢a humana. Neste
mesmo ano, foi publicado o primeiro trabalho sobre a nova entidade morbida por ele
descrita (Chagas, 1909). O agente etiologico da doenga Chagas ou Tripanossomiase
Americana, Trypanosoma cruzi, ¢ um parasita hemoflagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae, género Trypanosoma (Hoare & Wallace, 1966)
que infecta animais mamiferos incluindo humanos (Chagas, 1916). Mesmo apds 102 anos
de sua descoberta, a doenca de Chagas ainda ¢ uma das causas de doencas cardiacas e
gastrointestinais em areas endémicas do México, América Central e do Sul, onde afeta
cerca de 7.8 milhdes de pessoas e mais de 28 milhdes vivem em areas de risco (Maya et
al., 2010). O ciclo bioldgico do T. cruzi é complexo e envolve um hospedeiro vertebrado
mamifero e um vetor intermediario invertebrado (hematdfagos da sub-familia
Triatominae). No hospedeiro vertebrado, este parasita encontra-se em duas formas:
tripomastigota (encontrada na circulagdo), que ¢ a forma sanguinea infectante de células
nucleadas (incluindo células dendriticas, musculares, nervosas, macrofagos e fibroblastos),
flageladas, moveis e ndo replicativas e a forma amastigota (encontrada nos tecidos), que se
replica no citosol da célula do hospedeiro (Mayer, 1914), sendo necessario a invasdo e a
replicagdo celular para a conservacao do ciclo de vida do parasita e indugdo da doenga. No
triatomineo (insetos da familia Reduviidae) é possivel encontrar no tubo digestivo as

formas epimastigotas replicativas e tripomastigotas metaciclicas, sendo ambas flageladas



(Brener, 1973). A infec¢do natural do hospedeiro mamifero ocorre quando formas
tripomastigotas metaciclicas (infectantes), eliminadas nas fezes do inseto vetor penetram
na pele lesada ou mucosas (Hoare, 1966). Ao penetrar nas células, as formas
tripomastigotas escapam do fagolisossomo e sofrem, no citoplasma, diferenciacdo celular
para as formas amastigotas. Em aproximadamente cinco dias, tais formas se transformam
em tripomastigotas e iniciam um intenso movimento que contribui para a ruptura da célula
hospedeira levando a liberagdo dos parasitos e infeccdo de novas células (Hoare &
Wallace, 1966). Durante essa fase, novos triatomineos vetores também podem ser
infectados ao fazerem o repasto sanguineo. Os mecanismos de invasdo das células do
hospedeiro ainda ndo estdo totalmente esclarecidos; no entanto, existem fases distintas
como adesdo (envolvendo uma série de moléculas tanto do parasita quanto das células a
serem infectadas) (Ruiz et al., 1993), interiorizacdo (dependente do parasita, da célula a ser
infectada ou ambos) (Chambo et al., 1990; Dvorak & Schmunis, 1972; Maria, Alcantara
& Brener, 1982; Tardieux ef al., 1992) e saida do parasita do vactiolo parasitéforo para o
citoplasma da célula hospedeira (Andrews et al., 1990; Ley et al., 1990).

Um intenso controle da transmissdo da doenca de Chagas tém ocorrido nos ultimos
20 anos através de estratégias de eliminacdo do vetor e melhora na seguranga das
transfusdes sanguineas em dreas endémicas. O resultado foi que a incidéncia da doenca
diminuiu, na América Latina, de 700.000 novos casos por ano para 40.000, e o numero de
mortes anuais cairam de mais de 45.000 para 12.500 (Moncayo & Silveira, 2009).
Entretanto, a doenca de Chagas continua sendo um importante problema de saude publica
mesmo em paises ndo endémicos pois, atualmente, a migragcdo legal ou ilegal para esses
paises tém sido a principal causa de transmissdo da doenca. Na auséncia do vetor,
imigrantes infectados oferecem risco de infec¢do por transfusdes de sangue ou congénita

(Coura & Borges-Pereira, 2010). Em areas endémicas, o papel da via oral na transmissao



ndo ¢ uma idéia recente. O primeiro caso desse tipo de contaminagdo foi documentado em
1965 (Da Silva et al., 1968), na qual a infec¢ao oral ocorre apos a ingestdo de alimentos,
principalmente cana-de-aglicar e agai, contaminados com o triatomineo ou com suas fezes.
O curso da infeccdo nos vertebrados susceptiveis ¢ extremamente varidvel, sendo
influenciado por algumas caracteristicas como a cepa do parasita, fatores ambientais,
nutricionais, metabdlicos e genéticos do hospedeiro.

A infeccdo inicial ¢ seguida por um periodo pré-patente, de tempo varidvel, e
devido a multiplicacdo exponencial dos parasitas, surge uma fase aguda caracterizada por
evidente parasitemia observada no exame direto do sangue (Coura, 2007). Essa fase possui
uma duragdo de 1 a 3 meses e, na maioria dos casos, ¢ assintomatica em adultos nao sendo
valorizada pelo paciente. Porém, em criangas, podem aparecer sintomas como febre, mal-
estar, vomitos e adenomegalia (Rassi, 1979). Em um nimero menor de casos, hd o
desenvolvimento de problemas mais graves como miocardite aguda acompanhada de
cardiomegalia ou meningoencefalite, podendo muitas vezes ser fatal (Moncayo & Ortiz
Yanine, 2006). Em casos de transmissdo vetorial, ¢ possivel observar o sinal de porta de
entrada do 7. cruzi através da pele (chagoma de inoculacdo) ou préoximo a mucosa ocular,
que se manifesta como uma reacdo da conjuntiva com edema das palpebras de um lado da
face (sinal de Romafia) (Moncayo & Ortiz Yanine, 2006; Rassi Jr., Rassi & Little, 2000).
Entretanto, na maioria dos individuos afetados, todas as manifestagcdes clinicas da fase
aguda desaparecem de 4-8 semanas apés o inicio da infec¢do (Moncayo & Ortiz Yanine,
20006).

A fase cronica da doenga se inicia quando as manifestagdes clinicas da fase aguda
desaparecem. Nesta fase, a doenca pode ser, na grande maioria dos casos, assintomatica,
caracterizando sua forma indeterminada (60-70%), por auséncia de sinais clinicos e

parasitemia muito baixa, podendo ser evidenciada somente por hemoculturas,



xenodiagndsticos ou PCR (Moncayo & Ortiz Yanine, 2006) ou apresentar sintomas como
complica¢des cardiacas (20-30%) e/ou digestivas (10-15%) (Rassi Jr., Rassi & Little,
2000). As manifestagdes da fase cronica sintomatica aparecem 10 anos ou mais apos a
infeccdo inicial, sendo que o coragdo e o trato digestivo sdo os 6rgios mais comprometidos
durante esta fase. A cardiomiopatia Chagésica cronica ¢ a manifestagdo mais importante da
doenca de Chagas em humanos, afetando cerca de 20-30% dos individuos nesta fase da
infec¢do causando arritmias, tromboelismo, insuficiéncia cardiaca ¢ morte subita (Rocha et
al., 2007). A forma digestiva da doenga envolve aperistalsia e dilatagdo do esofago e
intestino (megaesdfago e megacolon); tanto a forma cardiaca quanto a forma digestiva
foram inicialmente associadas com a destrui¢do do sistema nervoso autdbnomo que inerva
os orgdos afetados (Koberle, 1968; 1974; 1957). Alguns pesquisadores relataram que a
reacdo inflamatoéria principalmente no miocardio era desproporcional ao parasitismo
tecidual, o qual o infiltrado inflamatdrio parecia ser mais lesivo para as fibras cardiacas do
que para os proprios parasitas (Viana, 1911; Mayer, 1914; Chagas, 1916). Apesar de
algumas controvérsias sobre os mecanismos que desencadeiam a resposta inflamatoéria no
coragdo, ¢ certo que a reacdo inflamatoria ¢ dependente de linfécitos T sensibilizados, uma
vez que camundongos atimicos infectados com 7. cruzi, a despeito de um intenso
parasitismo tecidual, ndo exibem resposta no miocdrdio. Com isso, sugere-se que mesmo a
cardite da fase aguda seja totalmente dependente de linfocitos T sensibilizados contra
antigenos do 7. cruzi (Ribeiro-dos-Santos & Rossi, 1985).

Quanto a miocardite chagésica cronica, esta caracteriza-se por um infiltrado de
células mononucleares, destrui¢cao de fibras miocardicas no foco inflamatorio, presenca de
areas de fibrose e raros parasitas nas lesdes. Essas caracteristicas morfoldgicas tém levado
inumeros pesquisadores a qualificarem as lesdes de cardiopatia chagasica cronica como

dependentes de agressao mediados por fendomenos “imuno-alérgicos”, cuja patogenia ainda



ndo ¢ totalmente clara. Magarinos Torres (Magarino Torres, 1929) e Chagas (Chagas,
1934) admitiram os fendmenos de hipersensibilidade ou respostas hiperérgicas para
explicar o fato de o substrato inflamatdério do miocéardio ndo ser acompanhado do parasita,
o que determinaria mais tarde, o aparecimento de reagdo inflamatéria no coragdo (Andrade
& Andrade, 1968; Magarino Torres & Tavares, 1953). Higuchi e colaboradores
demonstraram que a maioria das células presentes no infiltrado inflamatério de pacientes
com formas cardiacas é do tipo célula T CD8", com reduzido numero de células T CD4"
(Higuchi et al., 1993). Dados semelhantes demonstraram que na miocardite chagésica
cronica parte do exsudato é constituido por células T CD4" e T CDS8’, sendo as tultimas
mais numerosas. Entretanto, como algumas pessoas ndo desenvolvem a doenga cardiaca, o
mecanismo pelo qual o parasitismo causa o dano tecidual na fase cronica da doenga ainda
ndo ¢ completamente entendido (Marin-Neto ef al., 2007).

Atualmente existem varias correntes de ideias para explicar o aparecimento de
cardiomiopatia em pacientes ou animais infectados com Trypanosoma cruzi: 1) resposta
imune contra autoantigenos, acarretando em uma possivel doenga autoimune, 2) substancias
cardiotdxicas ou neurotoxicas produzidas pelos parasitas, 3) cardiopatia como conseqiiéncia
de uma neuropatia autonomica, 4) parasitas como indutores da formagdo de microtrombos
desencadeando o comprometimento da microvasculatura corondria, miocitolise e
inflamagdo cronica, 5) antigenos parasitdrios que persistem no coracdo seriam alvos de
linfocitos T ou de anticorpos levando a uma inflamagdo cardiaca e 6) o desequilibrio entre
mecanismos oxidantes/antioxidantes (como 6xido nitrico e a enzima superoxido dismutase)
e citocinas pro/anti-inflamatdrias (TNF e IL-10), assim como a persisténcia de determinadas
sub-populacdes de células TDC8" no tecido cardiaco, poderiam influenciar a gravidade das
lesdes desenvolvidas pelo individuo infectado, que seriam conseqiiéncia de uma relagdo

duradoura e complexa entre o parasita e a resposta imune mal regulada dos individuos



infectados que desenvolvem as formas graves da doenca de Chagas. Desta maneira, ¢
possivel que a cardiopatia chagasica seja o resultado de uma somatéria de eventos
patogenéticos contribuindo em maior ou menor extensdo, dependendo do tempo de
infeccdo, cepa do parasita infectante, condicdes ambientais, metabolicas, genética e idade
do hospedeiro, entre outras.

A natureza da imunidade protetora adquirida contra a infeccdo pelo 7. cruzi e os
mecanismos pelos quais o parasita evade a resposta imune do hospedeiro ndo foram ainda
totalmente esclarecidos, embora evidéncias mostrem a participacdo das respostas celular e
humoral nesse processo.

Animais vertebrados de sangue frio, anfibios e répteis sdo inacessiveis a infeccdo
pelo Trypanosoma cruzi (Dias, 1934; Rubio, 1956); quando esses animais sdo inoculados,
eles podem apresentar o parasita na circulacdo e no ponto de inoculagdo durante algumas
poucas horas, porém, ndo exibem parasitismo celular e ndo apresentam multiplicagdo dos
parasitas nas células, cujo mecanismo de defesa pode ser explicado pela existéncia de uma
fagocitose eficiente combinada com lise das formas inoculadas (Dias, 1934; Rubio, 1956);
as aves também possuem uma resisténcia natural a essa infec¢do, o que foi atribuido a
temperatura corpérea e aos anticorpos naturais contra o parasita (Rubio, 1956; Warren &
Borsos, 1959). Concluiu-se entdo que a destruicdo dos parasitas era conseqiiéncia da
ativagdo da via alternativa do sistema complemento, uma vez que soro de aves com
agamaglobulinemia se mostraram liticas para formas tripomastigotas e epimastigotas dos
parasitas isolados do sangue de camundongos infectados e que a capacidade de lise destes
soros, sdo dependentes de magnésio e independentes de calcio (Kierszenbaum, Ivanyi &
Budzko, 1976).

Soros de humanos normais, cobaias, ratos, carneiros e hamster possuem efeito litico
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tripomastigotas sdo lisadas apenas na presenca de anticorpos liticos especificos (Lima-
Martins, Sanchez, Krettli & Brener, 1985). O curso da infec¢do foi demonstrado poder ser
influenciado pela temperatura ambiente, o qual camundongos infectados com 7. cruzi e
mantidos em temperaturas entre 35 e 37°C apresentaram redug¢do da parasitemia e do
numero de parasitas intracelulares quando comparados com animais mantidos entre 10 e
18°C (Kolodny, 1940).

Um aspecto fundamental na imunidade contra a infec¢do pelo 7. cruzi refere-se a
inducdo e producdo de citocinas por macrdfagos ou células mononucleares que, quando
produzidas logo ap6s a infec¢ao, podem induzir ou inibir a ativagao celular e influenciar nas
respostas imunes especificas.

Blanchard em 1912 demonstrou que animais que sobreviveram a infec¢do pelo 7.
cruzi adquiriram imunidade e se tornaram resistentes a infec¢des (Blanchard, 1912); estudos
posteriores confirmaram esse estudo (Dias, 1934; Hauschka et al., 1950; Norman, 1960;
Pizzi, 1952); A partir de entdo, a possibilidade de imunizagdo ativa contra esta doenca
passou a ser o principal foco de estudos de varios pesquisadores. Porém, a reativacdo da
parasitemia e aumento da mortalidade da doenca pode ocorrer por exemplo em individuos
infectados pelo virus HIV que usam drogas imunossupressoras (Rocha ef al., 1994). Embora
ocorra uma resposta imune contra o parasita, esta ndo leva a cura; humanos infectados,
quando ndo tratados, apresentam o parasita circulante (em baixos niveis) por toda a vida.
Dessa maneira, a resposta imune mantém um equilibrio na relagdo parasito-hospedeiro
durante toda a vida do individuo.

Considera-se que a resposta imune contra a infec¢do pelo 7. cruzi seja complexa e
que diferentes tipos de respostas ocorram em compartimentos distintos do sistema imune,
como a inducdo da proliferagdo de células B. A ativagdo policlonal de células B ¢ uma

caracteristica de inumeras infecgdes, o qual uma forte indug@o policlonal dessas células



resulta em gamma-hiperglobulinemia, que pode ser crucial para uma defesa inicial do
hospedeiro em resposta a um microrganismo devido a presenga de anticorpos especificos
presentes em estruturas conservadas nos patdogenos. Embora proteinas dos parasita sejam
capazes de induzir a expansdo de células B, sua contribui¢do na resisténcia do hospedeiro
ainda continua sendo motivo de discussdo (de Meis et al., 2009). Camundongos deficientes
de células B possuem uma alta mortalidade na infec¢do tardia, com uma deficiéncia em
eliminar formas tripomastigotas da circulagdo. Por outro lado, a ativagdo policlonal de
células B contribuem nas alteragdes patoldgicas observadas na doenca de Chagas (de Meis
et al., 2009). Existem muitas controvérsias quanto ao papel dos anticorpos em conferir
resisténcia a infeccdo pelo 7. cruzi. Uma delas, quanto ao papel dos anticorpos em
transferir imunidade, podem ser explicadas pela imensa variedade de protocolos
experimentais utilizados; em experimentos bem controlados, observou-se claramente que
nem todas as classes de anticorpos sdo efetivas em transferir imunidade. IgM e IgG1 sdo
ineficazes, enquanto IgG2a e IgG2b, obtidas na fase cronica da infecgdo sdo capazes de
tornar os animais receptores mais resistentes, conferindo menor parasitemia e mortalidade
(Scott & Goss-Sampson, 1984; Takehara, Brodskyn & Mota, 1989; Takehara, Perini &
Mota, 1981). Soma-se que anticorpos devem participar com linfocitos T, macréfagos e
citocinas no sentido de, em conjunto, promoverem resisténcia ao hospedeiro.

Uma resposta imune rapida e eficaz contra patogenos (ex: 7. cruzi, T. gondii, M.
tuberculosis entre outros) ¢ essencial para o estabelecimento do balangco da relagdo
patdégeno/hospedeiro, que permite a sobrevivéncia de ambos “a fase inicial da infecgdo e
progressdo para a infec¢do latente. Os linfocitos T sdo as principais células na imunidade
celular o qual tornam-se sensibilizados durante a infec¢do; quando estimulados com
antigenos apropriados, secretam uma variedade de citocinas que, por sua vez, irdo modular

as respostas imune e inflamatdria e consequentemente migragdo celular para o local do
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estimulo antigénico. Hipersensibilidade do tipo tardia, ensaios de inibi¢do da migragdo de
macrofagos e resposta blastogénica sdo normalmente positivos em humanos e animais
infectados com 7. cruzi, deixando clara a participagdo da imunidade celular contra o
parasita.

Infectando-se animais com timectomia neonatal (Schmunis et al, 1971) ou
geneticamente desprovidos de timo (Kierszenbaum & Pienkwski, 1979), estes apresentaram
uma intensa parasitemia ¢ 100% de mortalidade quando comparados aos controles que
sobreviveram a infec¢do, concluindo-se entdo, que a imunidade mediada por células
desempenha um importante papel protetor em camundongos infectados com 7. cruzi.

Quando se estudou o papel das subpopulacdes de linfocitos T, concluiu-se que
ambas as populagdes, CD4" ¢ CD8", participam como mediadores da protecio em
camundongos infectados. Quando essas populagdes foram depletadas antes ou logo apds a
infeccdo, verificou-se que os animais ficaram mais susceptiveis a infec¢do (Araujo, 1989;
Russo et al., 1988; Tarleton, 1990). Portanto, o controle da infeccdo por 7. cruzi ¢
dependente de uma somatéria de efeitos no qual participam anticorpos, linfocitos T CD4" e
T CD8", macroéfagos, eosinéfilos, neutrofilos, granulécitos e plaquetas.

A resposta imune protetora e o tipo de célula T auxiliar a ser expandido sdo
influenciados pela presenca de citocinas durante o processo de diferencia¢do celular.
Citocinas como IL-12, IFN-y, IL-10 e IL-4 podem reger a diferenciacdo de subpopulagdes
de células T com ativagdo de Thl ou Th2, que foram definidas com base em seu padrao de
secre¢do de citocinas (Mosmann et al., 1986; Mosmann & Sad, 1996).

Entre as citocinas produzidas, IFN-y ¢ uma citocina pro-inflamatéria essencial no
controle da replicacdo do patéogeno. Em uma resposta imune inata ausente, o controle
inicial da replicagdo do parasita dependente de IFN-y é comprometida. IL-12 ¢ uma

citocina ativadora de células Natural Killer (NK), essencial para inducdo de resposta imune
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dependente de IFN-y contra 7. cruzi em ambas as repostas imunes, inata e adaptativa
(Aliberti et al., 1996; Silva et al., 1992; Silva et al., 1995; Torrico et al., 1991). IL-12 além
de ativar células NK a produzirem IFN-y, direcionam a proliferagdo de células Thl
(TCD4" e TCDS8"), as quais produzem mais IFN-y que, por sua vez, ativa macrofagos
infectados com 7. cruzi a produzirem 6xido nitrico (NO) que € responsavel pelo controle
do crescimento do parasita intracelular (Torrico ef al., 1991). Animais deficientes de IL-
12p40 sdo extremamente susceptiveis a infec¢do por 7. cruzi (Aliberti et al., 1996; Silva et
al., 1992; Silva et al., 1995).

A producdo de IFN-y também estd envolvida na inducdo da producdo de TNF
(Fator de necrose tumoral) e IL-1p por macréfagos. TNF ¢ uma citocina envolvida em
inflamacdes sistémicas sendo membro de um grupo de citocinas que estimulam reagdes na
fase aguda; sua producdo ocorre principalmente por macréfagos ativados e outros tipos
celulares como células endoteliais, cardiomidcitos, tecido adiposo e fibroblastos. O papel
primario desta citocina envolve a regulagdo de células do sistema imune.

Cardiomiocitos e macrofagos peritoneais produzem TNF em quantidades
significativas in vitro quando na presenca de 7. cruzi e IFN-y, e atua de maneira autdcrina
sobre macréfagos e miocitos cardiacos infectados, desempenhando um papel fundamental
no controle da replicagdo intracelular dos parasitas e na modulagdo da producdo de
quimiocinas por estas células (Machado ef al., 2000).

Por outro lado, as citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-f inibem a ativacdo de
macrofagos mediada por IFN-y inibindo a produgdo de NO, quimiocinas e células
produtoras de IFN-y. A neutralizacdo de IL-10 enddgena aumenta a producdo de IFN-y
induzido por 7. cruzi e morte do parasita (Silva et al., 2003; Cardillo et al., 1996). Esses
estudos coletivamente sugerem que IL-12 e IFN-y favorecem a diferenciacdo de linfocitos

Thl, levando a produgdo de IFN-y e diminuigdo da sintese de IL-10, sendo um mecanismo
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chave requerido para a indug¢do e manutengdo do controle da infec¢do aguda por 7. cruzi
(Silva et al., 1992, 1995; Torrico et al., 1991; Silva et al., 2003; Cardillo et al., 1996; Reed
et al., 1994). A resisténcia primaria a infec¢do ¢ um resultado do balango entre a produgdo
de citocinas pr6 (IFN-y) e antiinflamatorias (IL-10) (Cardillo et al., 1996).

A patogénese na doenca de Chagas ndo ¢ completamente entendida, uma vez que
alguns individuos infectados nunca desenvolvem a doenga (Marin-Neto et al., 2007,
Gutierrez et al., 2009). A resposta imune gerada contra a infec¢do pelo 7. cruzi é efetiva
em controlar, mas ndo em eliminar a infec¢ao.

Tém sido mostrado que a liberacdo de eicosanoides durante a infec¢do com 7. cruzi
regula a resposta imune do hospedeiro e controla a progressdao da doenca (Ashton ef al.,
2007). A sobrevivéncia do hospedeiro durante a infec¢do ndo depende somente do balango
da producado de citocinas, mas também de mediadores lipidicos derivados do metabolismo
do 4cido araquidonico (AA) (Borges et al., 2009; Hideko et al., 2008).

Os ecosanoides ou eicosanoides (do Grego eikosi para “vinte”) sdo uma classe de
mediadores lipidicos de grande importancia que atuam tanto na manuten¢do da homeostase
fisiologica, quanto em condi¢cdes patologicas, sendo extremamente abrangentes e
relevantes em quase todos os sistemas e tecidos dos mamiferos (Brock & Peters-Golden,
2007); Sao liberados por diversos tipos celulares e agem nas células alvo, sendo os
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) seus receptores tipicos (Drachman &
Rothstein, 2000). Originalmente os ecosanoides foram reconhecidos por sua capacidade de
causar respostas bioldgicas como a contracdo da musculatura lisa, edema e agregacdo
plaquetéria; recentemente possui outras fungdes como participantes em diversos processos
bioldgicos como na inflamagdo e na resposta imune sob diversas condi¢des (Brock &

Peters-Golden, 2007).
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Enquanto alguns mediadores lipidicos controlam a inflamac¢do aguda, outros
mediadores endoégenos controlam os eventos pro-inflamatorios. Como exemplo claro, ¢ a
modulag¢do da atividade da 5-Lipoxigenase (5-LO).

A enzima 5-LO pertence a uma familia de enzimas (lipoxigenases) que contém
ferro ndo associado a um grupo heme e que catalisam a oxidacdo de é4cidos graxos
poliénicos para hidroperoxidos de lipideos (Shimizu, 2009). O acido araquidénico ¢
metabolizado para acidos hidroperoxi-eicosatetraenoicos (HPETE), que variam quanto ao
sitio de inser¢do do grupo hidroperdxido (Ferguson et al., 2007; Shimizu, 2009). Quando
populagdes celulares como eosinofilos, mastocitos, leucdceitos polimorfonucleares e/ou
mondcitos sdo ativados, a enzima 5-LO ¢ translocada para a membrana nuclear, onde se
associa com uma proteina conhecida como sendo ativadora de 5-LO (FLAP), onde
transforma o 4cido araquidonico em 5-HPETE, transformando-o em leucotrieno A4
(LTA4) que, pela acdo da enzima LTA4 hidrolase, transformando-o em leucotrieno B4
(LTB4) e também em outros leucotrienos que possuem papéis fundamentais nos sistemas
respiratdrios e cardiovasculares (Ferguson et al., 2007; Shimizu, 2009).

Os leucotrienos s3o mediadores lipidicos ecosanoides com importante
envolvimento nos processos inflamatdrios, sendo moléculas fundamentais nos processos
de manutencdo da homeostasia vascular e respiratoria e também da inflamacao (Yokomizo
et al., 2000; Shimizu, 2009). Os leucotrienos possuem papéis fisiologicos na imunidade
inata e patolégicos nas doencas inflamatorias (Ferguson et al., 2007). Seu papel na
patogénese da infecgdo por 7. cruzi foi descrito atualmente. Na deficiéncia de 5-LO, ocorre
redu¢do da miocardite, protegendo os animais durante a infeccdo com 7. cruzi (Pavanelli et
al., 2010); atua também no recrutamento de células inflamatorias (Tager ef al., 2003; Tager
& Luster, 2003) e na regulagdo da producgdo do 6xido nitrico (Gorelik et al., 1992; Talvani

et al., 2002). LTB4 ¢ um potente quimioatraente e regulador das respostas imunes, sendo
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que em elevadas concentracdes estimula a agregacdo de neutréfilos e promove nestas
células a degranulagcdo e geracdo de superdxido. Em neutrofilos, promove sua adesdo a
células do endotélio vascular e transmigracdo. A biosintese de leucotrienos ¢ restrita de
alguns tipos celulares no corpo humano. Células mieloides sdo a principal fonte da
formacao de leucotrienos, mas os linfocitos B também sdo capazes de produzi-lo (Cook-
Moreau et al., 2007).

A enzima 5-LO possui um papel essencial ndo somente no desencadeamento de
atividades pro-inflamatorias (mediada pela producdo de LTB4), como também promove a
sintese de fatores anti-inflamatdérios como as lipoxinas (LXAs) que, através da ativacao do
receptor aril hidrocarbono (AhR), induzem a expressio de SOCS2 (Supressor de
Sinaliza¢do de Citocinas) (Machado et al., 2006).

Lipoxinas sdo mediadores eicosanoides derivados da lipoxigenase que possuem
potentes atividades anti-inflamatdrias em intimeras desordens do sistema imunoldgico
como periodontite, artrite, nefrite, fibrose cistica, tuberculose e toxoplasmose (Machado et
al., 2006; Goh et al., 2003) que inibem a func¢do de leucotrienos, de células NK, migracao
de leucocitos, producdo de quimiocinas induzidas por TNF, adesdo de moléculas e
produgdo de IL-12 induzida por patdgenos. Lipoxinas, sdo capazes de se ligarem a dois
receptores: um receptor acoplado a proteina G (LXAR-FPRL) e um receptor
citoplasmatico (AhR) (Machado et al., 2006; Schaldach, Riby & Bjeldanes, 1999) em
diversas células incluindo neutro6filos, promovendo a apoptose destas células no tecido e
diminuindo sua transmigracdo; nos macrofagos, promovendo migracdao e estimulando a
limpeza dos neutrofilos apoptoticos no tecido (Petasis ef al., 2005).

Qiu e colaboradores demonstraram em 2001 que LXA4, assim como seu andlogo a
15-epi-lipoxina A4 (ou ATL, Aspirin Triggered Lipoxin) seriam capazes de induzir a

expressdo da proteina NABI1, que foi associada a atividade anti-inflamatoria dos
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glicocorticoides, agindo como cofator nuclear, suprimindo a transcri¢do de genes
associados a atividade inflamatdria em neutrofilos e células endoteliais.

Nosso grupo demonstrou em 2006 que sinalizagdo de LXA4 e ATL através de seus
receptores ALX e AhR (Machado et al, 2006) induz a expressio da proteina SOCS2
(Supressor de Sinalizagdo de Citocina) a qual regulou a produgdo de citocinas e
quimiocinas induzida por 7. gondii.

SOCS constituem um grupo de proteinas intracelulares que foram identificadas em
1997 possuindo oito membros até o momento (CIS-SOCS e SOCS1-7); tais proteinas sdo
caracterizadas por um dominio central SH2, um dominio C-terminal conservado chamado
SOCS box e um dominio varidvel denominado N-terminal, cuja principal atividade ¢
atenuar a transducdo de sinal desencadeada por citocinas, através de sua interagdo direta
com as cadeias citoplasmaticas de receptores ou via inibi¢do de intermedidrios de
sinalizacdo da familia Janus cinases (JAKSs, do inglés, Janus Kinase) e das STATs (Signal
Transducer and Activators of Transcription) (Stevenson et al., 2004). Dentre os genes
induzidos por STATS, estdo os genes da familia SOCS, especialmente SOCS1, SOCS2 e
SOCS3.

SOCS podem modular a sinalizagdo através dos receptores de citocinas por
multiplos mecanismos complementares, o qual SOCS1 e SOCS3 podem inibir a atividade
de JAKs através de um dominio localizado em suas por¢des N-terminais conhecidos como
KIR (small Kinase Inhibitory Region) (Yasukawa et al., 1999). Também podem suprimir a
sinalizacdo competindo com transdutores de sinal subseqiientes pelos sitios de ancoragem
fosforilados nos receptores ativados (Ram & Waxman, 1999) e regular a transdugdo de
sinal através da poliubiquitina¢do de seus substratos através da associacdo da SOCS box
com a ubiquitina¢ao.

Outro papel importante dessa familia de proteinas ¢ a capacidade de se regularem
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mutuamente. SOCS2 pode ligar-se a SOCS1 e 3 através de um mecanismo que parece estar
associado a SOCS box das proteinas alvo e da proteina SOCS2 promovendo uma regulagio
negativa das outras SOCS através da marcacdo com ubiquitina para a degradacdo via
proteassoma (Tannahill ef al., 2005; Piessevaux et al., 2006).

Em geral, as proteinas SOCS ndo sdo constitutivamente presentes nas células mas
sua expressao pode ser induzida rapidamente através do estimulo com citocinas (Starr, R.
and Hilton, D. J., 1998 ); essa inducao se difere entre os diferentes genes SOCS.

Atualmente, em relacdo aos componentes imuno-regulatorios/repressores durante a
infeccdo por 7. cruzi, acredita-se que a evolug@o cronica dessa infeccao esteja relacionada
a uma resposta ‘a permanéncia de parasitas em oOrgdos-alvo da infec¢do, e que a resposta
imune especifica resulta em processo inflamatdrio exacerbado com conseqiientes efeitos
negativos nesses tecidos (Marin-Neto et al., 2007). Dentre os componentes exacerbados
neste processo inflamatdrio, parece ser chave a presenga de altos niveis de IFN-y. Este
postulado parece paradoxal se levarmos em consideracdo que uma resposta anti-parasitaria
efetiva seria critica para o controle da infec¢do e, consequentemente, impediria possivel
progressdo para formas clinicas graves da doenca. De fato, foi demonstrada uma
correlagdo inversa entre niveis de células T CDS8" produtoras de IFN-y e gravidade da
doenga de Chagas, indicando que resposta especifica para peptideos de 7. cruzi, por células
de memoria produtoras de IFN-y sdo importantes no controle da infec¢do e na progressao
para formas sintomaticas graves (Laucella et al., 2004). Entretanto, o papel de SOCS2 na
modulacdo da resposta imune e desenvolvimento de cardiomiopatia em humanos

infectados com 7. cruzi e no modelo experimental da doenca de Chagas ndo ¢ conhecido.

17



Justificativa e
Objetivo Geral



Respostas imunes do tipo 1 mediadas por células sdo cruciais para controlar a
replicacdo de 7. gondii e T. cruzi in vivo. LXAs modulam a resposta imune protetora
durante a infec¢do in vivo com T. gondii e M. tuberculosis, participando ativamente na
modulacdo das imunopatologias. LXAs induzem a expressdo de SOCS2 em células
dendriticas, o qual ¢ o mediador principal das agdes moduladoras desse ecosanodide.
Coletivamente, esses dados sugerem a inter-relacionada, hipdtese central, base dessa
dissertacdo que: a modulacdo da expressdao de SOCS2 ¢ dependente da inducdo da via 5-
LO e exerce um papel bioldgico importante no controle da resposta imune e
desenvolvimento de patologias durante a infec¢@o por 7. cruzi.

Embora avangos substanciais tenham sido demonstrados na elucidacdo dos
componentes moleculares relevantes, ambos derivados dos hospedeiros e patdogenos, para
inducdo e repressdo da resposta imune contra microorganismos, varias questdes
permanecem obscuras. Os estudos desenvolvidos aqui t€m como objetivo delinear a nova
via 5-LO/SOCS2, de modulagdo da resposta imune, usando modelo experimental da
doenga de Chagas, assim contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias
preventivas e terapéuticas contra essa infec¢do que ¢ de grande importancia para a saude

publica. Assim sendo, o objetivo geral do nosso estudo é:

“Investigar o papel de SOCS2 na modulagio da resposta imune e desenvolvimento

de miocardite durante a infeccdo experimental por Trypanosoma cruzi’.
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Material e Metodos



1- Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos C57BL/6, sv 129, 5-LO “Knockout” (KO) e SOCS2
KO, fémeas, com 6 a 8 semanas de idade em todos os experimentos. Os animais C57BL/6
foram obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG) e os camundongos sv 129, 5-LO KO e
SOCS2 KO foram obtidos junto a colonia mantida e criada no biotério de criagdo do
Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-
UFMG). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal (CETEA) da UFMG, sob os ntimeros de protocolos 49/2009 e 89/2010.

2- Amostras de Trypanosoma cruzi e infec¢iao experimental

Foram utilizados parasitas da cepa Y que foram mantidas em camundongos
C57BL/6. Os animais foram inoculados intraperitonealmente com 1x10° formas
tripomastigotas sanguineas da cepa citada acima, diluida em PBS. A parasitemia foi
verificada diariamente, coletando-se 5 ul de sangue da veia caudal dos animais (Machado et
al., 2000). Em infec¢des realizadas in vitro, foram utilizadas formas tripomastigotas

crescidas e isoladas de células epiteliais de rim de macaco (LLC-MK2).

3- Cultura de macrofagos, avaliacdo da produciao de NO; e atividade microbicida

Macroéfagos residentes ou inflamatorios de animais C57BL/6 e SOCS2 KO foram

colhidos por lavagem da cavidade peritoneal trés dias apos a injecdo com 1 mL de

tioglicolato de s6dio a 3%. As células foram lavadas e cultivadas (1x10° células/mL) em
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meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com 5% de soro bovino fetal (FBS), 50uM 2-
mercaptoethanol, 2mM de L-glutamina e penicilina/estreptomicina (Gibco). As células
aderentes foram obtidas apds um periodo de 2-4 horas de incubagdo em placas de cultura a
37°C em camara imida contendo 5% de CO,. As células ndo aderentes foram removidas e,
apos incubagado por 24 hs, as formas tripomastigotas foram adicionadas na propor¢do de 5:1
(parasitas/célula) e incubadas durante 3 horas. Apos este periodo, os parasitas extracelulares
foram removidos e as células foram incubadas a 37°C na presen¢a de 5% de CO, , na
auséncia ou presenga de 100ng/mL de interferon-gamma murino recombinante (IFN-y)
(Gibco). Os sobrenadantes foram removidos apdés 48 hs de infec¢do e andlises da
concentracdo de nitrito foram realizadas combinando-se 0,1 mL do sobrenadante da cultura
com 0,1 mL do reagente de Griess. As amostras foram lidas 10 minutos mais tarde em uma
absorbancia de 540 nm e as concentragdes de NO, foram determinadas a partir das
concentragdes da curva padrdo de 1 a 500 uM de NaNO,. Para avaliarmos o crescimento
dos parasitas, macrofagos foram infectados, os parasitas extracelulares removidos e as
células foram incubadas com ou sem IFN-y como descrito acima. A analise da replicacdo
intracelular de amastigotas foi avaliada em laminas especiais (chamber slides; Nunc Inc)

em uma concentragio ajustada de 5x10° células.

4- Células musculares cardiacas isoladas

Os coragdes dos animais foram rapidamente isolados e colocados em um sistema
Langendorff, sendo as células obtidas enzimaticamente conforme descrito previamente
(Roman-Campos et al., 2009). Resumidamente, os coragdes foram perfundidos por 5-10
minutos com uma solu¢ao livre de Ca’" contendo em mM: 130 NaCl, 5.4 KCl, 0.5 MgCl,,

0.33 NaH,PO., 3 piruvato, 22 glicose e 25 HEPES (pH 7.4). Logo apds os coracdes foram
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entdo perfundidos de 10-15 minutos a 37°C com uma solugdo contendo 1 mg/mL de
colagenase tipo II (Worthington Biochemical Co, Freehold, NJ, USA). Os coragdes
digeridos foram removidos da canula e os ventriculos foram gentilmente agitados,
centrifugados a 180g, durante 10 segundos a temperatura ambiente e estocadas em meio de
cultura modificado Dulbecco’s Eagle’s (Sigma Chemical Com., St Louis, MO, USA). Os
cardiomidcitos isolados foram mantidos a temperatura ambiente e usados em até 6 hs apos
o final da preparagdo. Apenas células tolerantes ao calcio, quiescentes € com estrias bem

definidas foram utilizadas.

5- Técnica de patch-clamp

Os registros de correntes foram obtidos por um amplificador de corrente elétrica da
marca EPC-9.2 patch clamp amplifier (Heka Electronics, Germany) (Roman-Campos et al.,
2009), convertidos de forma andloga digital na freqiiéncia de 10 kHz utilizando-se filtro de
2.9kHz.

Os experimentos foram realizados ‘a temperatura ambiente (24-27°C) e os registros
que apresentaram resisténcia em série (Rs) maior que 7 MQ foram excluidos das analises.
A compensagdo foi realizada usando-se uma solucdo externa de Tyrode’s contendo em
mM: 140 NaCl, 5.4 KCI, 1 MgCl,, 1.8 CaCl,, 10 glucose, 10 HEPES (pH 7.4 com NaOH).
Para uma medida acurada de Ic,;, as pipetas foram preenchidas internamente com uma
solugdo contendo em mM: 120 CsCl, 20 TEACI, 5 NaCl, 10 HEPES, 5 EGTA, pH ajustado
para 7.2 com CsOH. Inicialmente houve uma variagdo do potencial de membrana de -80
mV para -40 mV por 50 ms afim de inativar os canais para Na'. "A partir de -40 mV foram
visitados diferentes potenciais entre -40 a +50 mV com duracdo de 300 ms com saltos de 10

em 10 mV. Para correntes retificadoras de entrada de potassio (I;) usou-se uma solucao
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contendo em mM: ): 130 K-aspartato, 20 KCI, 10 HEPES, 2 MgCl,, 5 NaCl, 5 EGTA, pH
ajustado para 7.2 com KOH e extracelular (Tyrode). Foram feitos registros do potencial de
acdo (AP) de 30-50 AP por célula a 1 Hz até que uma condi¢do estavel fosse atingida
permitindo assim o registro do PA. As correntes I, foram obtidas através da variagdo do
potencial de membrana de -40 mV até +70 mV com 3 s de duracdo e com freqiiéncia
estimulatoria de 0.066 Hz. A relagdo entre a corrente ¢ a densidade foi obtida através da
seguinte equacao:

V., -E,)

= % m i

[(V) Gmax s eXp(Vm _ V()Sy (1)
S

onde G max € a condutancia méxima; V, ¢ o teste de potencial de membrana; E; é o
potencial de equilibrio eletroquimico do ion; V45 € o potencial de membrana onde 50% dos

canais sdo ativados e S € o fator slope (Roman-Campos et al., 2009).

6- Ecocardiografia

Exames de ecocardiografia foram realizados em animais anestesiados com isofluran
a 1.5% (Visual Sonics, Toronto, Canadd) com intuito de avaliar a fungdo cardiaca. A
morfologia do coragdo foi acessada usando a configuracdo modo-M. As medidas de
volumes de fragdo de ejecao foram realizadas pelo modo-B bidimensional de acordo com
a metodologia de Simpson’s. Todos os parametros foram avaliados seguindo os protocolos

da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Lang et al., 2006).
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7- Transiente de Calcio (Ca®")

Cardiomio6citos isolados foram previamente incubados com sonda fluorescente
sensivel ao Ca”" (fluo4-AM 10 uM) durante 30 minutos em temperatura ambiente (25-
30°C). Apos a marcagdo, o excesso da sonda foi removido e adicionado novamente em
meio para realizagdo dos experimentos. As células foram plaqueadas, visualizadas no
microscopio confocal e, no momento do experimento, estimuladas a 1 Hz. Para o registro
do transiente de calcio (Ca®"), foram realizadas varreduras ao longo de uma linha (512 x
3000 pixels), com laser de argonio (488 nm) e freqiiéncia de aquisi¢do 1,54 ms.

As imagens de microscopia confocal foram realizadas em um microscopio Zeiss
LSM 510 META (CEMEL, UFMG). Imagens digitais foram processadas cuidadosamente

pelo programa de linguagem IDL (Research Systems, Boulder, CO, USA).

8- Quantificaciao dos niveis de LipoxinaA4 (LXAy) e Citocinas

A concentracdo de LXA4 foi obtida usando anticorpos comercialmente disponiveis
e de acordo com os procedimentos propostos pelo fabricante (Neogen). Niveis de 1L-12
p40 e IFN-y foram medidos através de Kits comercialmente disponiveis (ELISA kit - BD
Biosciences Pharmingen and R&D Systems, respectivamente). Para experimentos in vivo,
foram utilizados um minimo de 5 animais por grupo que foram infectados como descrito
acima e, em diferentes dias apos a infeccdo esses animais foram sangrados e o soro
utilizado para a detec¢@o dos niveis de citocinas. Todos os ensaios foram realizados em
placas de 96 pogos (C96 MicroWellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientifc, Waltham,
MA, USA). O ensaio foi feito de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo

fabricante. Resumidamente, adicionou-se o anticorpo de captura especifico, que foi
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incubado por 18h a 4°C. Apds esse tempo a placa foi lavada e bloqueada por 2hs.
Colocamos as amostras diluidas e os padrdes de citocinas a partir de concentragdes
decrescentes para estabelecimento da curva padrdo de diluigdo recomendada pelo kit. As
placas foram incubadas por mais 18h/ 4°C. O anticorpo de detecgdo foi adicionado em
cada placa, e incubado por duas horas. A placa foi novamente lavada e uma solucdo
contendo estreptavidina ligada a peroxidase (Pharmingen) foi adicionada. Apds 30
minutos, a placa foi novamente lavada e depois foi adicionado o tampao de substrato
contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H,O, (Merck). O produto de oxidagdo do
OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de placas de ELISA (450 nm) (Molecular

Devices, USA).

9- Extracido de RNA

A extragdo de RNA total foi realizada utilizando-se coracdo e bago de animais
controles e infectados, de acordo com as recomendagdes do fabricante reagente Brazol
(LGC Biotecnologia). Brevemente, 1 mL do reagente Brazol foi adicionado para cada 1
mg de tecido. Ap6s homogeneizacao foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL
de suspensdo. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C e a
fase aquosa transferida para um novo tubo. O mesmo volume de isopropanol foi
adicionado, agitado no vértex e incubado por 20 minutos a -20°C para precipitagdo do
RNA de fase aquosa. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 x g durante 15
minutos a 4°C. O sedimento foi lavado em etanol 75% e suspenso em 4gua a uma
concentracdo de 0.5 mg/mL. A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada no
espectrofotometro NanoDrop NDI1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE,

EUA). A leitura do branco foi realizada com &gua tratada com DEPC. O RNA foi
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quantificado pela absorbancia a 260nm utilizando-se 1pL da amostra pura. O aparelho
fornece a concentracdo em ng/pul. A reacgdo de transcri¢do reversa do mRNA dos tecidos
animais foi realizada utilizando-se 2pg de RNA de cada amostra, aos quais foi
adicionado 50uM do primer Oligo dT (15) (Promega Cor., Madison WI, EUA). Foi feita
uma incubagdo por Smin a 70°C e em seguida por 5 minutos no gelo. Em seguida, foi
adicionada uma mistura de reagentes contendo 1pul. de dNTPs a 10 mM (Promega Cor.,
Madison, WI, EUA), 4uL tampao M-MLV 5X (Promega Cor., Madison WI,LEUA) e 200U
da enzima Transcriptase reversa-M-MLV (Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5uL
de 4gua Milli-Q autoclavada. A mistura foi incubada por 2 horas a 42°C quando ocorreu

a transcricdo reversa do mRNA. As amostras de ¢cDNA foram conservadas a -20°C.

10- Deteccio de mRNA para citocinas, 7. cruzi e SOCS

A expressao do mRNA para as citocinas (IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y),
SOCS1, SOCS2, SOCS3 e B-actina foram analisadas por RT-PCR com GoTaqGreen
Master Mix (Promega) em um termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA).
As condic¢des da rea¢do foram de 34 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 60° C e 1
minuto a 72° C, com uma extensdo final de 2 min a 72° C. Os produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose e corados por brometo de etideo. A seqiiéncia

de primers e os produtos do PCR foram descritos por Machado e colaboradores (Machado

et al, 2006).
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11- Cultura celular de baco

Suspensdes de esplendcitos de animais controles e cronicamente (6 meses)
infectados com 7. cruzi foram lavados em solu¢do salina balanceada de Hanks’ (HBSS) e
tratados com tampao de lise (9 partes de 0.16 mM de cloreto de amonio e 1 parte de 0.17
mM de Tris-HCI, pH 7.5) por 4 minutos. As células foram entdo lavadas 3 vezes em HBSS
e ajustadas para uma concentragdo de cel/mL em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 2-mercaptoetanol (Invitrogen), L-glutamina
(Gibco) e penicilina/estreptomocina (Gibco). As suspensodes celulares foram cultivadas em
placas de cultura (1 mL/pogo, Nunc) durante 48 horas ‘a 37°C, na presenca de 5% de CO,
na auséncia ou presenga de formas tripomastigotas (5 parasitas/célula) ou de antigeno de
T.cruzi (10 ug/mL). Os sobrenadantes foram entdo colhidos e os niveis de IFN-y foram

analisados usando-se Kit de ELISA comercial (R&D Systems).

12- Analise de Citometria de fluxo

Esplendcitos foram obtidos de animais infectados com 7.cruzi (0, 8, 15 ou 29 dpi)
como descrito acima. Esplenocitos de animais de 0 e 15 dpi foram retirados, lavados,
plaqueados e incubados com Brefeldina A (1 ug/mL) (Invitrogen). 4 horas apods incubagao,
as células foram fixadas (formaldeido 2% em PBS) e marcadas com anticorpos especificos
para IFN-y (FITC), CD4 (PE) ou CD8 (PerCP) (Pharmingen). Células retiradas do bago ¢
do timo 0, 8 15 e 29 dpi foram retiradas, lavadas e diretamente marcadas com uma
combinagdo de anticorpos especificos CD4 (PerCP), CD25 (PE) e FOXP3(FITC). Células
viaveis foram analisadas por Citometria de Fluxo usando o citdmetro FACScan (Becton

Dickinson, San José, CA, USA) e o software Flowjo através da delimitagdo de gates onde
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as polupacdes celulares em estudo situam-se de acordo com o seu tamanho e granulosidade

e com os marcadores especificos de cada populagao.

13- Histologia do coracio, analise morfométrica e parasitismo

Para compararmos os efeitos da expressdo de SOCS2 no influxo de células
inflamatorias no coragdo, nds analisamos os parametros e a intensidade da miocardite por
morfometria. Para este experimento, coragdes de 3 animais de cada grupo foram
removidos 15 dpi e cortados transversalmente. Cada coracdo foi lavado em PBS e fixado
em 4% de tampao fosfato formaldeido. Apds 24 horas de fixag¢do, os tecidos foram
embebidos em parafina, e 3 cortes semi-consecutivos (de 5 um de expessura) foram
marcados por H&E para avaliagdo da inflamac¢do ou marcados com Tricomico de Gomori
para avaliacdo da fibrose. A inflamagao e fibrose no coragdo foram avaliadas em ambos,
atrio e ventriculo, e no septo interventricular em cinco campos de cada corte marcados por
H&E ou por Tricomico. Os cortes foram randomicamente escolhidos na objetiva de 20X e
as areas do miocardio foram analisadas em 1.5 x 10° um* por campo. Imagens foram
capturadas em uma resolucdo de 1392 x 1040 pixels com uma microcamera Cool SNAP-
Pro (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA) e analisados em Image-Pro Express versao
4.0 (Media Cybernetics) e em software KS300 (Zeiss, Jena, Germany). Um captador
automatico (algoritmo do software KS300) foi elaborado para captura, processamento e
segmentacdo da imagem, definicdo de condi¢des de morfometria e contagem de todas as
células detectadas em cada imagem. Os nucleos de cada célula presentes nos campos
analisados foram contados e expressados como céls/campo. As areas de fibrose foram
avaliadas empregando-se a funcdo de segmentacdo da imagem. Todos os pontos (pixels)

em azul nos cortes com Tricomico, foram selecionados para constru¢cdo de uma imagem
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bindria e subsequentemente para calcular a area total ocupada (fibrose por area/corte). O
parasitismo cardiaco foi quantitativamente avaliado pela contagem do nlimero de ninhos de
parasitas em 3 cortes semi-consecutivos como visualizados por microscopia na objetiva de

40X.

14- Analise estatistica

A significancia estatistica das diferencas nos valores entre amostras controles ou
tratadas foram analisados pelo teste t Student’s (Student's t test) ou One or Two-way
ANOVA com o teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas ser significantes

com um P igual ou < 0.05.
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Resultados



1) O curso natural da infeccio por 7. cruzi ¢ modulado pela expressao de SOCS2 a

qual é parcialmente dependente de 5-LO

A ativagdo da enzima 5-LO e a produgcdo de mediadores eicosanoides,
principalmente de LXA, estdo envolvidos na modulacdo da expressdo de SOCS2.
Primeiramente analisamos se SOCS2 era induzido durante a infecgao in vivo com T. cruzi,
e se sua expressao era dependente da enzima 5-LO. Para isso, n6s infectamos animais WT e
5-LO KO intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi e,
apos 15 dias de infecgdo, bago e coragdo foram retirados e a quantificacdo da expressdo de
SOCS?2 foi realizada por PCR. A expressao de SOCS2 foi diminuida no bago e coracdo de
animais 5-LO KO infectados quando comparados aos animais WT (Figuras 1A, B). Para
avaliarmos a parasitemia, animais WT e SOCS2 KO foram infectados, como descrito
acima, e a parasitemia foi avaliada em diferentes dias apds a infec¢do. Houve uma
significativa redu¢do da parasitemia em animais SOCS2 KO infectados quando comparados
aos animais WT (Figura 1C). Entretanto, por PCR detectamos a mesma quantidade de
parasitas (DNA) no coracdo desses animais, indicando que o parasitismo mostrou-se similar

entre os animais WT e SOCS2 KO (Figura 1D).
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Figura 1. Expressdo reduzida de SOCS2 no baco e coracido de animais 5-LO KO 15
dias apés infecccao (dpi). (A-C) Animais wild-type (WT), 5-LO KO e SOCS2 KO foram
infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi e
(A, B), bacos e coracdes de animais WT e 5-LO KO foram retirados, homogenizados ¢ a
extracdo de mRNA foi realizada. RT-PCR foi realizado usando primers especificos para os
genes SOCS2 e B-actina. Os dados foram normalizados para a expressdo de [-actina e para
animais controles nao infectados. (C) Curso natural da infec¢do por 7. cruzi, analisado pela
parasitemia de animais WT e SOCS2 KO. (D) Expressio de mRNA para 7. cruzi no
coracdo 15 dpi. Os dados mostram a média e o desvio padrao (+/- SD) do ntimero de
parasitas/microlitro de sangue e sdo representativos de dois experimentos independentes (8
animais /grupo). * p< 0.001 para comparagdo de camundongos SOCS2 KO versus WT
infectados com 7. cruzi.
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2) Deficiéncia de SOCS?2 resulta na diminuicfo de citocinas proé-inflamatoérias, SOCS1

e SOCS3 durante a infeccao com 7. cruzi

Durante a infeccao pelo 7. cruzi ocorre a liberagdo de mediadores inflamatdrios cujo
objetivo principal ¢ o controle da infeccdo. Entretanto, com uma exacerbada producdo
desses mediadores inflamatdrios, graves danos ao hospedeiro poderdo ocorrer levando ao
desenvolvimento de patologias; por outro lado, com uma producdo ineficiente para
controlar a infec¢do, poderd ocorrer a multiplicacdo do parasito ocasionando a morte do
hospedeiro. Portanto, a resposta Thl ¢ essencial no controle da infeccdo e mediadores
antiinflamatdrios sdo importantes para que haja um balango da resposta imune. Assim,
nosso proximo passo, foi investigar a resposta imune contra a infec¢do por 7. cruzi em
animais deficientes de SOCS2.

Bago e coragdo de animais WT e SOCS2 KO infectados ou nao por 7. cruzi foram
removidos, processados e os niveis de expressdo de citocinas, SOCS1 e SOCS3 avaliados
por PCR. Houve uma significativa diminui¢do da expressao das citocinas IL-6, TNF-a., IL-
12, IFN-y e IL-10 no bago (Figura 2A) e de TNF-a e IFN-y no coragdo (Figura 2B) de
animais SOCS2 KO infectados com 7. cruzi quando comparados com animais WT. A
infeccdo nos animais SOCS2 KO também resultou em uma diminuicdo da expressdo de

SOCS1 e SOCS3 no bago e coragdo desses animais (Figuras 2A, B).
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Figura 2. Expressao reduzida de citocinas inflamatorias, SOCS1 e SOCS3 no baco e
coracio de animais SOCS2 KO infectados. Animais wild-type (WT) e SOCS2 KO
foram infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi. 15
dpi, bagos (A) e coragdes (B) foram retirados, homogenizados e RT-PCR realizado usando
primers especificos para os genes representados. Os dados foram normalizados para a
expressdao de P-actina e de animais controles. Os dados sdo representativos da média +/-
SD de dois experimentos independentes. * p< 0.05 para a comparagdo de animais SOCS2
KO versus WT infectados com 7. cruzi.
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3) A ativaciio de células T CD4" e CD8" e a producio de IL-12 e INF-y sio modulados
por SOCS2

Uma diminuicdo sistémica das concentragdes de IL-12 p40 e IFN-y (determinadas
por ELISA) foi observada nos animais SOCS2 KO apoés 9 dias de infeccdo quando
comparados com animais WT (Figura 3A). A deficiéncia de SOCS2 também ocasionou a
reducio da expressdo/niimero de células T CD4" e T CDS8" positivas para IFN-y durante a

infec¢do quando comparados com animais WT (Figura 3B).
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Figura 3. Modulagio da producio de IL-12, IFN-y e geracio de células T CD4 TFN-y"
e CDS'TFN-y" por SOCS2 durante a infec¢iio por T. cruzi. (A) Concentragdes reduzidas
de IL-12 p40 e IFN-y foram observadas no soro de animais SOCS2 KO infectados 9 dpi
quando comparados aos animais WT por ELISA. (B) Esplendcitos de animais WT e
SOCS2 KO infectados com 7. cruzi foram obtidos 15 dpi, incubados com Brefeldina
durante 4hs, seguidos de detecgao intracelular de IFN-y em células TCD4" ou TCD8" por
citometria de fluxo. Os dados correspondem a média +/- SD e sdo representativos de dois
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experimentos independentes. * p< 0.05 na comparacgao de animais SOCS2 KO versus WT
infectados com 7. cruzi.

4) Camundongos SOCS2 KO infectados com 7. cruzi aumentam a producio de
Lipoxina e geracio/expansao de células T reguladoras e falham na inducio de células

de memoria

Para investigarmos as bases de nossas observagdes, nés determinamos a produgao
de Lipoxinas (LXA4) e a geragdo/expansdo de células T regulatérias (Treg) durante a
infeccdo pelo 7. cruzi.

Observamos uma alta concentragdo de LXA4 no bago (Figura 4A) e um aumento do
numero de células Treg no timo e no bago de animais SOCS2 KO infectados quando
comparados com animais WT (Figura 4B). Adicionalmente, a deficiéncia de SOCS2
resultou em uma diminui¢ao da geracdo de células T de memdria especificas para 7. cruzi.
Esplendcitos de camundongos deficientes de SOCS2 cronicamente infectados (6 meses)
produziram concentragdes reduzidas de IFN-y durante o “recall response” in vitro quando

comparados com animais WT infectados (Figura 4C).
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Figura 4. Modulacio da produc¢io de LXA4 e da geraciao de células regulatorias e de
memoria em animais SOCS2 KO infectados com 7. cruzi. (A) Concentragdes
aumentadas de LXA, foram observadas no baco de camundongos SOCS2 KO infectados
com T.cruzi quando comparados com animais WT por ELISA. (B) Esplendcitos e
timocitos foram preparados nos tempos 0, 8, 15 e 29 dpi para detecgdo de células
CD4'CD25"FOXP3" por citometria de fluxo. (C) Esplenécitos de animais WT e SOCS2
cronicamente infectados (6 meses) com 7. cruzi foram incubados com meio, formas
tripomastigotas (Tc) ou com antigeno (Ag) in vitro durante 48 hs. A incubacdo foi seguida
de deteccao da quantidade de IFN-y no sobrenadante das células por ELISA. Os resultados
mostram a média +/- SD e s@o representativos de dois experimentos independentes. * p<
0.05 para comparacao de animais SOCS2 KO versus WT infectados.
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5) SOCS2 modula o desenvolvimento da miocardite durante a infec¢do experimental

por T. cruzi

Nos examinamos o impacto da deficiéncia de SOCS2 no desenvolvimento de
miocardite induzida pela infeccdo com 7. cruzi. Houve uma intensa miocardite linfocitica e
deposicao de colageno no miocardio de animais WT 15 dpi (Figura 5). Em contraste, em
animais deficientes de SOCS2 infectados com 7. cruzi, encontramos apenas uma moderada

miocardite com alguns ninhos de células inflamatorias.
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Figura 5. Reducio de miocardite em animais SOCS2 KO infectados (15 dpi). Cortes
histolégicos do tecido cardiaco de animais WT (A, C e E) e SOCS2 KO (B, D ¢ F),
controles (A e B) ou infectados (C-F) com 1000 formas tripomastigotas foram obtidos e
corados com H & E e com Tricomico de Gomori. As setas indicadas em C ¢ D mostram o
infiltrado inflamatorio e as setas indicadas em E e F as éareas de fibrose no tecido. Em G
temos a contagem do infiltrado inflamatorio e em H da érea de fibrose cardiaca. * p<0.001
para a comparagdo de animais SOCS2 versus WT infectados com 7. cruzi. Visualizagao
original de 4X (A,B), 10X (C,D), 20X (E,F) e 40X (C-F insertos). Os resultados mostram
a média +/- SD e sdo representativos de dois experimentos independentes. * p< 0.05 para
comparagdo de animais SOCS2 KO versus WT infectados.

6) Auséncia de SOCS2 durante a infec¢do por 7. cruzi resulta no aumento de

hipertrofia

O decaimento da funcdo cardiaca ¢ uma fonte significativa de mortalidade , tanto
em modelo experimental como em humanos que sofrem da doenga de Chagas. Os efeitos
da deficiéncia de SOCS2 na modulacdo da resposta imune e desenvolvimento de
miocardite durante a infec¢do pelo 7. cruzi nos levou a investigar a evidéncia de disfungao
do miocardio nesses animais. Exames de ecocardiograma realizados 15 dpi revelaram que
animais WT e SOCS2 KO infectados ndo tiveram diferengas significativas na area do
ventriculo direito (RV) e na fracdo de ejecdo quando comparados com cora¢des de animais
controles (Figuras 6A, B). No entanto, animais SOCS2 KO infectados apresentaram um
aumento da fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (FAC) o que ndo foi observado
nos animais WT (Figura 6C). Além disso, nés observamos que houve uma hipertrofia
cardiaca representada pelo aumento da massa ventriclar esquerda (LV) corrigida pela area
em animais SOCS2 KO quando comparados com animais WT durante a infec¢do (Figura

6D).
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Figura 6. Deficiéncia de SOCS2 resulta em aumento de hipertrofia cardiaca em
animais infectados com 7. cruzi 15 dpi. (A-D) A funcdo cardiaca de animais WT e
SOCS2 infectados com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi foram analisadas por
Ecocardiografia. (A) Area do ventriculo direito (RV), (B) fragio de ejecio (EF), (C) fragdo
da area circunferencial e (D) Hipertrofia ventricular esquerda (LVH) foram computadas a
partir da massa (mg)/ LV 4rea do ventriculo esquerdo (mm?). *, #, A = p<0.05 SOCS2 KO
versus WT.
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7) Deficiéncia de SOCS2 ocasiona alteracées eletrofisiolégicas em cardiomidcitos

durante a infec¢do por 7. cruzi

Técnicas de Patch-clamp e microscopia confocal foram empregadas para avaliar a
fisiologia dos cardiomidcitos, uma vez que, mudancas nas propriedades eletrofosiologicas
e no manuseio de célcio sdo as principais causas de falhas cardiacas. Nos observamos uma
reducdo nas correntes de célcio e de potdssio em cardiomidcitos isolados de animais
SOCS2 KO 15 dpi quando comparados aos animais WT infectados (Figuras 7A, B, C e D).
Entretanto, em animais WT e SOCS2 KO controles, as correntes de calcio, potassio e a
repolarizacdo do potencial de agdo foram quase idénticas. Além disso, animais SOCS2 KO
infectados mostraram um aumento no tempo de repolarizacao do potencial de agdo quando

comparados com animais WT (Figuras 7E, F).
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Figura 7. Deficiéncia de SOCS2 altera caracteristicas eletrofisiolégicas de
cardiomidcitos durante a infeccido com 7. cruzi. (A) Representacdo da corrente de
calcio tipo-L capturadas a partir de animais WT controles (CT), WT 15 dpi, SOCS2 KO
CT e SOCS2 KO 15 dpi. (B) Voltagem dependente de calcio ICa, L, plotados como
densidade de corrente (pA/pF) de -40 a 50 mV. (C) Representacdo do transiente da
corrente de potéssio (Ito) obtidos a partir de animais WT CT, WT 15 dpi, SOCS2 KO CT,
SOCS2 KO 15 dpi. (D) Voltagem da dependéncia Ito plotadas como densidade de corrente
(pA/pF) de —40 a 70 mV. (E) Representacdo do potencial de a¢do (AP) de animais WT
CT, WT 15 dpi, SOCS2 KO CT, SOCS2 KO 15 dpi. (F) Grafico demonstrativo
comparando o tempo de repolarizacdo do potencial de acdo em diferentes niveis de
repolariza¢do. n = nimero de células. (B) ¢ = p<0.05 SOCS2 KO 15 dpi e WT 15 dpi
versus WT e SOCS2 KO CT. § = p<0.05 SOCS2 KO 15 dpi versus WT 15 dpi. (D) * =
p<0.05 WT 15 dpi e SOCS215 dpi versus WT e SOCS2 KO CT. (F) Os parametros foram
significativamente aumentados em animais SOCS2 KO infectados. *, #, A = p<0.05 versus
WT CT, WT 15 dpi, SOCS2 KO CT respectivamente. dpi = dias p6s infeccao.

8) Transiente de calcio em cardiomidcitos durante a infeccdo por 7. cruzi: modulagio

por SOCS2

O Ca®" possui papel chave na regulagio da fungdo cardiaca e alteragdes de Ca*"
podem influenciar a fisiologia e a patologia dos cardiomidcitos (Bers, 2002a; 2006b). Por
isso, decidiu-se investigar possiveis alteragdes na sinaliza¢do intraceluar de Ca*" nos
cardiomiocitos dos animais deficientes de SOCS2. Para isso, miocitos ventriculares dos
animais WT e SOCS2 KO foram incubados com sonda fluorescente sensivel ao Ca®"
(Fluor- 4/AM), estimulados na freqiiéncia de 1 Hz e a razdo entre a fluorescéncia méxima
e minima (F/Fo) foi analisada para a obtengdo do pico do transiente de Ca*". A Figura 8A
mostra uma imagem representativa do transiente de Ca®" em cardiomidcitos ventriculares.
Os resultados apresentados na Figura 8B mostram que os cardiomidcitos de animais
SOCS2 KO apresentaram uma redugdo significativa do pico do transiente de Ca>*, quando

comparados aos animais WT, sugerindo uma possivel diminuicdo na fungdo contréatil
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dessas células. Pode-se observar um aumento na amplitude do transiente de Ca>" em ambos
os grupos infectados com 7. cruzi. Outro pardmetro observado foi o decaimento do pico do
transiente de Ca>". Aqui, verificou-se o tempo decorrido para que o pico do transiente
decaisse em 50% do seu valor maximo (T50). O resultado obtido mostra que o valor de
T50 foi maior nos miocitos ventriculares dos animais SOCS2 KO, quando comparados aos
cardiomidcitos de camundongos WT. Em outras palavras, a velocidade na qual o Ca®" ¢
retirado do citosol, apds a contragdo, foi menor nas células ventriculares dos SOCS2 KO.
Esse resultado sugere, mais uma vez, a disfuncdo na sinalizacdo intracelular de calcio em

cardiomidcitos ventriculares de camundongos SOCS2 KO. Essa disfuncdo pode estar

relacionada com as alteragdes cardiacas observadas nesse modelo.

SOCS2 KO CT  SOCS2 KO 15dpi

1 sec

INC NN

Figura 8. Alteracio no manuseio de calcio em cardiomidcitos ventriculares de
animais SOCS2 KO. A infec¢do com 7. cruzi aumenta o pico da amplitude to transiente
de célcio de cardiomibcitos obtidos de animais WT e SOCS2 KO, porém ocorre a
mudanga no decaimento somente em animais deficientes de SOCS2. (A) Representagdo de
imagens de microscopia cofocal do transiente de calcio intracelular em midcitos
ventriculares estimulados eletricamente . (B) Representacdo do escaneamento da linhas do
transiente de calcio Ca®". CT= animais néo infectados e dpi = dias ap6s a infecgao.
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9) Atividade tripanocida e producio de o0xido nitrico aumentados por macréfagos
deficientes de SOCS2

Nossos recentes resultados in vivo (Figura 1C) sugerem que ha uma resisténcia a
infeccdo (replicagdo do parasita). Macrofagos sdo células descritas como sendo as
principais no controle da replicagdo do parasita durante a infec¢do experimental por 7.
cruzi. Portanto, iniciamos experimentos in vitro para avaliar o papel de SOCS2 na
atividade tripanocida/microbiostatica de macrofagos. Nossos resultados in vitro,
demonstraram que a resisténcia/redu¢do de parasitemia em animais SOCS2 KO infectados
pode estar atribuida a alta habilidade de macrofagos de animais deficientes de SOCS2 em
matar formas amastigotas intracelulares através do aumento da produ¢do de NO (induzido
por IFN-y), porém, futuros estudos sdo necessdrios para entendermos o mecanismo

molecular que envolve esse aumento de resisténcia (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da atividade microbiostatica induzida por IFN-y em macrofagos de
animais SOCS2 KO infectados com 7. cruzi. (A) Niveis de nitrito foram analisados em
sobrenadantes de macrofagos infectados com 7. cruzi e/ou estimulados com IFN-y.
Cultura de células ndo infectadas foram usadas como controle. (B) Macréfagos de animais
WT e SOCS2 KO foram infectados com 7. cruzi e tratados com IFN-y (Tc+IFN-y),
cultivados por 48 horas, lavados, fixados e marcados, e formas amastigotas intracelulares
foram contadas em 300 células. Cada ponto representa a média £SD de triplicatas e sdo
representativas de 3 experimentos realizados separadamente. *P<0.05 comparado com
valores obtidos na auséncia de parasitas e/ou de citocinas.
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O presente estudo relata pela primeira vez importantes contribui¢cdes da proteina
SOCS2 no modelo experimental da doenga de Chagas. Em adi¢do, nés demonstramos que
a expressdo de SOCS2 induzida por 7. cruzi é, em parte, dependente da atividade da
enzima 5-LO. Diante dessas consideragdes, 5-LO tém recebido importante atengdo em
pesquisas com inflamagdo, relacionadas a infeccdo com 7. cruzi, devido ao seu
envolvimento na sintese de leucotrienos. Leucotrienos sdo conhecidos por serem relevantes
em controlar infecgdes por parasitas protozoarios como demonstrado em varios estudos
(Henderson et al., 1998; Machado et al., 2005). Em adigdo aos leucotrienos, 5-LO induz a
producdo de LXA que, por sua vez, engatilha o receptor citoplasmatico AhR o qual regula
a maioria das agdes bioldgicas das lipoxinas, incluindo o aumento da expressao de SOCS2
(Machado et al., 2006). Nos demonstramos que a deficiéncia da expressdo de SOCS2
claramente resulta na reducgao da parasitemia no sangue periférico (mas ndo no parasitismo
expresso no cora¢do) e na modulagdo de citocinas pro-inflamatorias incluindo TNF-a., IL-
12 e IFN-y. Nossas observacdes in vitro sugerem que a resisténcia a infecg¢do (replicagdo
do parasita) possa ser atribuida a alta habilidade de macrofagos de animais deficientes de
SOCS2 em matarem as formas amastigotas intracelulares através do aumento da producao
de NO; porém futuros experimentos sdo necessarios para entendermos os mecanismos
moleculares envolvidos nesse aumento de resisténcia. Nossos estudos in vivo
demonstraram que o tratamento de animais infectados com 7. cruzi com aspirina modula a
sinalizacdo de citocinas no bago de animais infectados, provavelmente através da produgdo
de lipoxina engatilhada por aspirina (Aspirin-triggered Lipoxin) que, por sua vez, induz a
expressdo de SOCS2 e a degradagdo de TRAF-6 (Mukherjee et al, 2011) impedindo uma
descontrolada producdo de citocinas durante a fase aguda da infec¢do. Aqui, nds
encontramos que durante a infec¢do por 7. cruzi a modulagdo da expressao de SOCS2 ¢

parcialmente dependente de 5-LO e que SOCS2 por sua vez, modula a indugdo da via 5-
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LO/LXA4. SOCS2 assim como outros membros desta familia regulam a via de sinalizagao
JAK/STAT dependente de citocinas em varios sistemas in vitro (Rico-Bautista, Flores-
Morales & Fernandez-Perez, 2006). SOCS2 tem sido associado com a regulagdo do
horménio do crescimento, IGF-1, PRL, IL-2, IL-3, EPO, LIF, EGF, leptina e com vias de
sinalizagdo dependentes de IFN-y (Rico-Bautista, Flores-Morales & Fernandez-Perez,
2006).

A resposta intracelular regulada por SOCS tem recebido importante atengdo,
particularmente porque a deficiéncia de SOCS1 ou SOCS3 ¢ letal em camundongos (Kile
& Alexander, 2001). Desde as primeiras descri¢gdes da familia de proteinas SOCS tem
havido um progresso no entendimento do seu papel na saide e na doenga. No6s mostramos
que SOCS?2 esta envolvido na regulagdo da resposta imune frente a infeccdo com 7. gondii
(Machado et al., 2006a; Machado et al., 2006b). Por exemplo, demonstramos que durante
a infeccdo por 7. gondii, SOCS2 foi induzido em células dendriticas por LXA como
resultado da ativagdo de dois receptores, AhR e LXAR. Além disso, a deficiéncia de
SOCS2 esta envolvida na diminuicdo da proliferacdo microbiana, infiltracdo anormal de
leucocitos, uma producdo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias e numa elevada
mortalidade (Machado et al., 2006a; Machado et al., 2006b). No presente estudo, nos
encontramos que durante a infeccdo por 7. cruzi a expressdo ubiqua de SOCS2 exerce
diferentes acdes. De fato, nossos resultados demonstraram que durante a infeccdo, em
adi¢do a reducdo de citocinas pré-inflamatorias, a deficiéncia de SOCS2 também resultou
em diminui¢do da expressdo de SOCS1 e SOCS3 no bago e no coragdo. No coragdo, esta
redugdo pode estar relacionada a alta resposta hipertrofica encontrada em animais SOCS2
infectados quando comparados com animais WT. Em adi¢do, a expressdo da citocina
inflamatoria IL-6 foi igualmente aumentada no coracdo de animais WT e SOCS2 KO

infectados. Os membros da familia da citocina IL-6 tem sido relatados estarem envolvidos
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na inducdo de hipertrofia de cardiomiocitos a qual pode ser abolida através da indugdo de
SOCS1 e SOCS3 e subsequente inibigdo da via MEKS5-ERKS (Takahashi et al., 2005).
Juntos, estes resultados sugerem que animais SOCS2 KO infectados com 7. cruzi
desenvolvem hipertrofia cardiaca devido a redu¢do da expressdo de SOCS1 e SOCS3 no
coragdo, a qual favorece a continua ativagdo de receptores da citocina IL-6.

Outro ponto importante na doenga de Chagas, ¢ o remodelamento elétrico cardiaco.
Previamente, estudos mostraram que durante a fase aguda da doenca de Chagas, a redugdo
na corrente de potassio leva ao remodelamento do potencial de agdo (Pacioretty et al.,
1995). Aqui, demonstramos pela primeira vez que, durante a fase aguda da doenca de
Chagas, ocorre uma significativa redu¢do na amplitude da corrente de calcio tipo L.
Interessante que a deficiéncia de SOCS2 resulta em dramaticas mudangas em todos os
parametros eletrofisiolégicos avaliados nos cardiomiocitos. No passado, foram
demonstradas que diferentes citocinas sdo capazes de modular correntes idnicas em
cardiomidcitos isolados (Fernandez-Velasco et al., 2007; Hagiwara et al., 2007).
Recentemente, a correlagdo entre redugdo da contratilidade celular e o aumento dos niveis
de TNF-a e IFN-y durante a infeccdo com 7. cruzi foi demonstrada (Roman-Campos et al.,
2009). Nossos resultados sugerem que os membros da familia da citocina IL-6 também
podem estar envolvidos na modulagdo da eletrofisiologia em cardiomidcitos de
camundongos infectados com 7. cruzi. De fato, LIF, um membro da familia de IL-6, ¢
capaz de aumentar Ic,y através da ativagdo da via ERK (Kato et al., 2000). Ainda nao ¢
claro como o perfil de citocinas encontradas na auséncia de SOCS2 se correlaciona com o
remodelamento elétrico dos cardiomiocitos. Entretanto, nossos resultados mostram
claramente que a deficiéncia de SOCS2 leva a uma mudanca consideravel no manuseio de
calcio intracelular durante a infeccdo com 7. cruzi. Interessantemente, nés observamos um

aumento intracelular do transiente de calcio global em cardiomidcitos de animais SOCS2
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KO infectados com 7. cruzi que ndo ¢ afetado pelo decaimento da corrente de célcio tipo-L
quando comparados com animais WT. Esta discrepancia aparente poderia ser explicada
pelo prolongamento do potencial de agdo observado em cardiomiécitos de animais SOCS2
KO. Porém, outros mecanismos poderiam influenciar no aumento do transiente de Ca*" no
cardiomidcito.

Nossos resultados sugerem que SOCS2 ¢ critico na modulacio da via de
sinalizacdo intracelular engatilhada em cardiomidcitos durante a infec¢do por 7. cruzi. Em
adi¢do, nos encontramos que o desbalango de SOCS2 pode resultar em uma variagdo da
alteracdo da resposta imune incluindo a alta produg¢do de LXA4 e expansdo/geracdo de
células Treg e uma significativa redu¢do de células T de memoria durante a infecgdo. O
aumento da produgdo de LXA4 e do nimero de células Treg encontrados em animais
deficientes de SOCS2 infectados com 7. cruzi pode estar relacionado com a reduzida
geracdo de resposta Thl que nés encontramos durante esta infec¢do. Trabalhos mostram
que AhR altera o balango de células Treg pela modificacdo do perfil de citocinas (Stevens,
Mezrich & Bradfield, 2009) e nos estamos investigando a possibilidade de indugdo da
expressdo de SOCS2, pela ativagdo do receptor AhR, durante a infeccdo com T.cruzi
como um modulador da geracdo/expansdo de Treg. Entretanto, o papel de Treg na infecgdo
experimental por 7. cruzi continua controverso (Tonelli et al, 2011). Existem estudos
demonstrando a alta freqiiéncia de células Tregs circulantes, com a maioria de células
CD4'CD25" expressando FoxP3 em pacientes com a forma indeterminada da doenca de
Chagas, o que ¢ oposto ao quadro de pacientes com doenga cardiaca (Sathler-Avelar et al.,
2009). A aumentada freqiiéncia de células Treg também foi encontrada durante a fase
aguda de infec¢@o experimental por 7. cruzi em camundongos (Tonelli ef al.,, 2011). Sales
et al (Sales et al., 2008) demonstraram que a deplecao de células Treg usando anticorpos

anti-CD25, ndo confere resisténcia a infeccdo em camundongos. Em adicdo, os dados
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demonstraram que durante a fase aguda da infec¢@o por 7. cruzi, houve uma migracao de
células Treg para o coracdo de animais infectados e que tratamento com anti-CD25
resultou em aumento da mortalidade (Mariano et al., 2008). Os resultados conflitantes
podem ser, em parte, pelo uso de protocolos distintos, diferentes linhagens de animais e/ou
diferengas da cepa do parasita empregado (Mariano et al., 2008). Juntos, esses resultados
demonstram que células Treg possuem um importante papel durante a infec¢ao por 7. cruzi
participando do balanco imunobioldgico durante esta infec¢do. Estudos adicionais sdo
necessarios para melhor elucidar o papel preciso de células Treg durante a infec¢do por 7.
cruzi. Entretanto, o aumento de células Treg pode estar diretamente relacionado com
reduc¢do da resposta Thl que encontramos em camundongos SOCS2 KO infectados. O
balanco entre citocinas tipo 1 que ativam macréfagos a matarem o parasita e citocinas
regulatorias do tipo 2 sdo necessarios para promoverem a imunidade e reduzir a patologia
no coracdo de individuos infectados com 7. cruzi. Durante a infeccdo com esse patogeno,
ocorre supressdo da imunidade mediada por células T e aumento da apoptose de linfocitos,
o que pode contribuir para a persisténcia do parasita no hospedeiro. Todavia, a supressido
da resposta Thl que encontramos nos camundongos deficientes de SOCS2 pode estar
associada com uma exacerbacdo da resposta Th2. De fato, recentemente foi demonstrado o
papel de SOCS2 na modulagdo da resposta Th2, na qual usando o modelo de asma, Knosp
e colaboradores (Knosp et al., 2011) demonstraram que, na auséncia de SOCS2, h4 uma
exacerbagdo da resposta de linfocitos T CD4" associado a um aumento de citocinas como
IL-4, IL-5 e 11-13 que, por sua vez, levam a um aumento de IgE no soro e infiltragcdo de
células Th2, eosinofilos e basofilos. Portanto, animais deficientes de SOCS2 sao altamente
susceptiveis a dermatite atopica, sugerindo um novo papel de SOCS2 em controlar

linhagens CD4" e respostas alérgicas do tipo 2. Entretanto, o papel de SOCS2 no
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desenvolvimento de células Th2 durante a infeccdo por 7. cruzi ndo € conhecido e
atualmente estudos relacionados a essa resposta estdo em andamento em nosso laboratorio.
A resposta Th2 também estd diretamente relacionada com a ativagdo de células
B/plasmocitos e produgdo de anticorpos. Em relagdo a correlagdo de anticorpos na
progressdo da doenca de chagas, estudos mostraram que anticorpos anti-7. cruzi foram
encontrados no soro de individuos infectados e a presenca desses anticorpos tem sido
associada com a infec¢do, determinando o papel dessas moléculas na dindmica da doenga.
Outros estudos demonstraram que soro de pacientes chagésicos sdo capazes de reagir com
alguns epitopos do hospedeiro como receptores beta adrenérgicos, sugerindo um papel
importante na mediagdo da disfun¢do cardiaca. Outros trabalhos ainda mostraram que
niveis de anticorpos contra receptores adrenérgicos e colinérgicos se correlacionam com
parametros de funcdo autondmica mas nao com a gravidade da doenca de Chagas.

O envolvimento de anticorpos como mediadores da reatividade celular na doenga
de Chagas em humanos foi sugerido pela demonstracdo que anticorpos idiotipicos anti-
epimastigotas isolados do soro de pacientes foram capazes de desencadear a proliferagao
celular in vitro. Estudos recentes sugerem que esses anticorpos podem estar envolvidos na
imunopatologia da doenca de Chagas, representando um constante elemento estimulatério
capaz de elicitar respostas celulares. O papel de SOCS2 na ativagdo de células
B/plasmocitos e producdo de anticorpos durante a infecdo por 7. cruzi ndo ¢ conhecido e
sera investigado durante o meu doutoramento.

Portanto, ¢ crucial a regulacdo do sistema imune, processo este com multiplos
componentes fundamentais para o bloqueio de eventuais danos que se seguiriam a uma

resposta imune efetora contra 7. cruzi e SOCS2 parece ser essencial nesses processos.
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Nossos resultados demonstraram que SOCS2 possui um papel fundamental durante
a infeccdo experimental por 7. cruzi modulando a geracido/expansdo de células Thl, Treg e
de memoria e no controle da fungdo cardiaca. Possivelmente, o papel principal do
envolvimento de SOCS2 em cardiomidcitos involvam a modulagdo de SOCS1 e SOCS3 ¢
subsequentemente a inibicdo da estimulagdo de receptores de IL-6; estas hipoteses estdo

sendo estudadas no nosso laboratorio.
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