Rafael André Ferreira

Dissertacéo de Mestrado

Expressao de IL-15 durante a infeccao por

Trypanosoma cruzi

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Bioquimica e Imunologia
Belo Horizonte — MG

2017



Rafael André Ferreira

Expressao de IL-15 durante a infeccao por

Trypanosoma cruzi

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Bioquimica e Imunologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito para a obtencdo do

titulo de Mestre em Bioquimica e Imunologia.

Orientadora: Profa. Dra. Santuza Maria Ribeiro Teixeira

Co-orientadora: Profa. Dra. Fabiana Simao Machado

Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Bioquimica e Imunologia
Belo Horizonte — MG

2017



A0S meus pais,
José Carlos e Maria Aparecida,
por todo amor, incentivo,

apoio e torcida.



Agradecimentos

Inicialmente agradego a DEUS, pelo dom da vida e por ter me dado a
oportunidade de conhecer pessoas tdo especiais nessa brilhante jornada da
ciéncia!

A minha orientadora Santuza e co-orientadora Fabiana, por toda a
dedicagdo durante o mestrado, acendendo luzes no meu caminho, me
contagiando com esse amor pela pesquisa e pela ciéncia. O seu dom de ensinar
€ tdo pulsante que até emociona. Vocés nao foram somente orientadora e co-
orientadora, mas, em alguns momentos, conselheiras, confidentes, méaes e
amigas. Vocés sao referéncias profissionais e pessoais para meu crescimento.

Obrigado por me acompanharem e acreditarem tanto em mim!

A todos o0s colaboradores e ajudadores por participarem
espontaneamente deste trabalho, em especial ao Paulo Gaio pela ajuda nas
imunofluorescéncias. A Sarah Giarola e ao pesquisador Dr. Alexandre, pela
ajuda nos ELISAs. Ao Diego Rodney e Anny Caroline pela ajuda imensuravel e
por me socorrerem sempre com os “tripos”. Ao Vitor Costa e ao Thiago Castro
pelo constante socorro com as Leishmanias e diversas duvidas. Ao Wesley

Braga pelo apoio e ajuda nas quantificacdes das imunofluorescéncias.

Aos meus amigos e colegas do querido Laboratério de Genbmica e
Genética Molecular de Tripanosomatideos — LGGMT.

A todos os alunos, professores e funcionarios do Departamento de
Bioquimica e Imunologia, especialmente aos professores Erich B. Tahara e Patiu
Horta por todas as boas conversas e aconselhamentos.

Aos professores do departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias
Biologias da UFMG Gregory Kitten, pelos grandes ensinamentos em imuno-
histoquimica e microscopia confocal e Gustavo Menezes, por abrir as portas do
seu laboratorio e disponibilizar seus microscépios para aquisicdo das tédo
valiosas imagens que estdo contidas neste trabalho. Vocés também foram

referenciais para mim!



Aos funcionérios do Colegiado de Pdés-graduacdo, especialmente ao
Alexandre e Orlando, pela disponibilidade, simpatia e gentileza. Obrigado pela

ajuda! Agradeco, também, a CAPES pelo apoio financeiro.

As Professoras Flavia Carolina, Leticia Braga, Luciene Franca e Helen
Lima, por acreditarem em meu potencial de uma forma que nem eu mesmo

acreditava. Sempre disponiveis e solicitas.

A minha familia, em especial aos meus pais, José Carlos e Maria
Aparecida que sempre me deram apoio e acreditaram em minha capacidade, me
achando sempre brilhante, mesmo, muitas vezes, eu ndo sendo. Isso s6 me
motivou e me fez perseverar a sempre dar o melhor de mim. Obrigado pelo amor
incondicional e sem limites! Ao Ricardo, por toda a ajuda, mensuravel e
imensuravel. A pequena Lara, que, com sua ingenuidade, sempre me trouxe paz
e serenidade e me fez, varia vezes, olhar o mundo na ética das criancas: com
esperanca! Aos meus irmaos, Dassaieve e Murilo, e a minha cunhada Fernanda,
minha gratiddo, pois sempre se orgulharam de mim e confiaram em meu trabalho
e em minha vocacao. Obrigado por acreditar! A meus tios, tias, primos e primas,
especialmente ao tio Ailton, tia Miralda (Dindinha) e tia Dei e tia Ester, que
vibraram comigo e por mim, desde a graduagéo, e sempre fizeram “propaganda”

positiva a meu respeito. Obrigado pela forgal

Aos meus amigos de sempre, Béarbara, Nandinha e Sued, por s6
desejarem a minha felicidade e me valorizarem tanto como pessoa. Obrigado
pela preciosa amizade! A Claudia Isoni, por todo apoio e amizade. Ao Marcus

Vinicius pela grande e preciosa amizade e pelo incentivo sempre.

Agradeco ao Juliano Leal (in memorian) que foi fundamental para me
ajudar a tornar real este sonho desde o dia em que me apresentou o Laboratoério
de Genbmica e Genética Molecular de Tripanosomatideos — LGGMT e a
professora Santuza, abrindo o caminho desta brilhante oportunidade. Ao Elimar

pela amizade.

Agradeco todos os demais que, de alguma forma, contribuiram com meu
trabalho e cujos nomes ndo se encontram citados aqui. Saibam que, com vocés,
eu aprendi muito mais do que técnicas, conceitos ou metodologias, aprendi um

pouco mais do que é ser humano, do que é a vida. OBRIGADO A TODOS!



|. Resumo

Ensaios de duplo hibrido de levedura forneceram evidéncias de que a
interleucina 15 (IL-15), seria uma das proteinas da célula hospedeira com que
as amastinas, proteinas presentes na superficie de Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp, poderiam interagir durante o seu desenvolvimento intracelular.
Com o objetivo de validar os resultados do duplo hibrido e investigar o papel da
IL-15 durante a infeccdo por T. cruzi, n0s analisamos macrofagos peritoneais
murinos infectados com T. cruzi e L. amazonensis, bem como células L6,
LLCMK2 e H9C2 infectadas com T. cruzi, por meio de Elisa e ensaios de
imunofluorescéncia. Utilizando a técnica de ELISA de captura, mostramos a
inducdo da producgéo da proteina na sua isoforma citoplasmética nas células
infectadas comparadas as células ndo infectadas. Por outro lado, os niveis da
forma secretada foram indetectaveis em todos os ensaios de infec¢do, com
excecdo da infec¢do das células H9C2. Em macréfagos murinos infectados por
L. amazonensis, IL-15 teve sua expressdo diminuida nas horas iniciais da
infeccdo, porém apds 72 horas foi observado que os niveis de IL-15 intracelular
chegavam a niveis proximos daqueles encontrados em macréfagos nao
infectados. Andlises de imunofluorescéncia mostraram uma distribuicdo
uniforme de IL-15 no citoplasma e no nudcleo das células ndo-infectadas, ao
contrario das células infectadas, nas quais foi observado um aumento da
concentracdo de IL-15 no citoplasma. Nao somente em macroéfagos infectados
por T. cruzi ou L. amazonensis, mas também em células L6 infectados com T.
cruzi, foi observada uma polarizacdo de IL-15 em regibes préximas aos
amastigotas. Macrofagos murinos previamente estimulados com IL-15
recombinante tiveram sua acéao tripanocida potencializada, sugerindo que IL-15
secretada e intracelular possuem diferentes papéis durante a infec¢do por T.
cruzi. Macrofagos de camundongos nocautes para IL-15 infectados com T. cruzi
apresentaram reducao do niumero de amastigotas por célula infectada e reducéo
na porcentagem de células infectadas quando comparados com os macréfagos
de camundongos selvagens, corroborando ainda mais a hipétese do papel da IL-

15 citoplasmatica na viabilidade do estagio intracelular do parasito.



|l. Abstract

Yeast two-hybrid assays provide evidences indicating that interleukin 15 (IL-15)
are among the host cell proteins with which Trypanosoma cruzi amastins interact
during the parasite intracellular development. A role of IL-15 during T. cruzi and
Leishmania spp infection have been also suggested from transcriptome analyses
of human fibroblasts and mice macrophages infected with T. cruzi and L. major,
respectively, which showed a significant increase in the IL-15 mRNA expression
compared to uninfected cells. With the aim to validate the yeast two-hybrid (Y2H)
result and to investigate the role of IL-15 during T. cruzi infection, we analysed
murine peritoneal macrophages infected with T. cruzi and L. amazonensis as well
as L6 myoblasts, LLCMK2 cells and H9C2 cells infected with T. cruzi, using
ELISA and immunofluorescence assays. ELISA performed with proteins extracts
showed increased levels of intacellular IL-15 in infected cells compared to
uninfected fibrobalst and macrophages. With the exception of the infection of
HIC2 cells, the secreted form of IL-15 was undetectable. In murine macrophages
infected by L. amazonensis, IL-15 showed decreased expression in the early
hours of the infection. Imunofluorescence analyses showed an uniformed
distribution of IL-15 in the cytoplasm and nuclei of uninfected macrophages
whereas, in infected cells, IL-15 is predominantly localized in the cytoplasm.
Importantly, not only in infected macrophages but also in L6 cells infected with T.
cruzi, an interaction of IL-15 with the membrane of amastigotes was observed. A
similar polarization of IL-15 next to parasitophorus vacuoles containing
amastigotes was observed in macrophages infected with L. amazonensis. Murine
macrophages previously stimulated with IL-15 recombinant have enhanced killing
capacity of T. cruzi amastigotes, indicating that the roles of secreted IL-15 and
the intracellular form of this cytokine may differ during the T. cruzi infection. When
macrophages of mice IL-15-/- were infected by T. cruzi, a reduction in the number
of amastigote per infected cells and reduction in the percentage of infected cells
was observed when compared to the wild type macrophages, further suggetsing
a role of the cytoplasmic IL-15 in the viability of the intracellular stage of the

parasite.
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1. Introducao

1.1 Adoenca de Chagas e seu agente causador, Trypanosoma cruzi

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae € o agente etiolégico da doenca de Chagas. Foi primeiramente
identificado por Carlos Chagas em 1909, que também descreveu seu ciclo de vida, o
hospedeiro invertebrado transmissor do parasito, os hospedeiros vertebrados

reservatorios e sinais e sintomas da doenca (Chagas, 1909; Brener, 1973).

Como mostrado na figura 1, a América Latina € a regido de maior endemia para
esta doenca. Porém, devido as intensas migracoes, sua incidéncia vem aumentando
também nos Estados Unidos, paises da Europa e alguns paises do pacifico ocidental.
Atualmente estima-se que cerca de 6-8 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo
parasito em todo o mundo (WHO, 2015). Devido as politicas de controle de vetores
iniciadas na década de 1970, o Brasil recebeu, em 2006, a Certificacdo Internacional
pela Interrupcédo da Transmissao de doenca de Chagas pelo Triatoma infestans. Por
outro lado, é estimado que cerca de 25 por cento da populagdo da América Latina viva
em regides endémicas para a doenca. Assim, paises como a Bolivia, por exemplo,
apresentaram sérias falhas em suas politicas de erradicacao da infeccao pelo T. cruzi
(Massad, 2008; Schmunis, 2007; Centers for Disease Control and Prevention, 2016;
Ministério da Saude - Brasil, 2017, disponivel em http://portalms.saude.gov.br/saude-

de-a-z/doenca-de-chagas).

A transmissao ocorre principalmente através das fezes e urina de insetos
hematdéfagos infectados, pertencentes a familia Reduviidae e subfamilia Triatominae.
Ao todo sdo 130 espécies de insetos triatomineos identificadas, porém trés delas sédo
as mais importantes na transmissao do parasito para o homem: Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata (Brener, 1973). As areas rurais e semi-urbanas
sdo os locais de maior probabilidade de encontrar este tipo de inseto. O inseto
triatomineo possui habitos noturnos, horario em que realiza o repasto sanguineo.
Formas menos comuns de infeccdo compreendem transfusdo sanguinea (Young et
al., 2007), transplante de érgédos, transmissao vertical (Girtler et al., 2003) e por
ingestdo de comida ou bebida contaminada com o parasito. Neste ultimo caso, a

transmissdo para o hospedeiro humano eventualmente ocorre em arredores de
1



fazendas e plantacGes (geralmente cana-de-acucar ou plantacdes de acai) onde os
parasitos sao introduzidos por defecacéo ou por inoculacéo direta, a partir de insetos
triatomineos infectados, no caule da planta-alvo, que penetram e se alojam na polpa.
N&o obstante, o inseto foi encontrado em torno da casca da cana de agucar, tornando-
se praticamente invisivel. Quando uma planta infectada € processada e
eventualmente consumida sob a forma de polpa, uma enorme quantidade de parasitos
€ transportada para o trato gastrointestinal do individuo pela quebra da barreira
epitelial por penetracdo direta ou através de pequenas lesdes imperceptiveis. Apesar
de a transmissdo oral ndo ter sido originalmente descrito por Carlos Chagas,
atualemente ja se sabe que o parasito tem um periodo médio de incubacéo de cinco
dias. Este modo particular de transmisséo tem alta taxa de mortalidade e um quadro
clinico mais severo em idades mais jovens. (Benchimol et al., 2006; Stuart et al.,
2008).



Distribuigcao de casos de infecgao por Trypanosoma cruzi (2006-2009)
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Figura 1: Distribuicdo de casos da doencga de Chagas no mundo. A América Latina é a regido de
maior endemia para esta doenga. Os casos da doenca humana se predominam no hemisfério
ocidental, com ampla distribuicdo em zonas rurais do México, da América Central e América do Sul.
Porém, devido ao intendo fluxo migratério, atualmente j& se registram casos nos Estados Unidos,

Canada e regides da Europa e Asia (Adaptado de WHO, 2015).




Os insetos hematdéfagos infectados picam a pele em areas expostas, defecando
no local da picada. Ao cocar o local da picada, o individuo provoca o espalhamento
dos parasitos, que acabam penetrando no organismo por meio da lesdo que a picada
do inseto provocou. A leséo provocada pela picada pode resultar no surgimento dos
chamados sinais de porta de entrada que sao o chagoma na regido da pele ou o sinal

de Romafa, na regido da mucosa ocular (Figura 2).

A fase aguda da doenca de Chagas se inicia aproximadamente 3 semanas
apos o inicio da infeccéo. Nesse periodo se pode observar altos niveis de parasitemia
a parasitismo. Os sintomas mais tipicos neste periodo sao: febre, dor de cabeca,
aumento do tamanho dos linfonodos, palidez, fraqueza muscular generalizada, falta
de ar e cansacgo, surgimento de edema generalizado, dor abdominal ou no peito
(Brener et al., 2000; Cancado, 1999; Junqueira et al., 2010).

O inicio da fase cronica da doenca se da a medida em que se observa o
decaimento dos niveis de anticorpos contra T. cruzi tipo IgM no soro de pacientes
infectados com o consequente aumento dos niveis de IgG. A partir de entdo, a
resposta imune atua por controlar a parasitemia e o0 parasitismo tecidual.
Aproximadamente 60-70% dos portadores da doenca de Chagas nao vivem a
manifestacdo de sinais clinicos da doenca na fase crbnica, apesar de possuirem

anticorpos contra o0 parasito. Essa caracteristica da doenca € tipica da fase

indeterminada (Brener et al., 2000).



Figura 2: Principais sinais de porta de entrada para a doenca de Chagas indicando contato entre
o vetor e hospedeiro mamifero. Devido aos seus héabitos noturnos, o barbeiro geralmente realiza o
repasto sanguineo quando o individuo estd dormido, lesionando as partes mais expostas do corpo. As
areas mais frequentemente lesionadas s@o as mucusas nos olhos, dando origem ao sinal Romafia (A)
e em outras regides da pele, originando o chagoma (B) (Instituto de Salud del Estado de México, 2017).



Aproximadamente 30% dos individuos em fase cronica acabam desenvolvendo
algum tipo de anomalia cardiaca, disgestiva ou até mesmo neurolégica em
decorréncia das complicacbes e evolucdo da doenca. Essas anomalias séao
caracterizadas por cardiomiopatia inflamatoria com fibrose do tecido cardiaco,
evoluindo para insuficiéncia cardiaca, comprometimento do sistema mesentérico,
causando severo desequilibrio do sistema peristaltico no es6fago e célon. Em casos
mais graves h& o surgimento dos megacdélon e megaeséfago (Junqueira et al., 2010;
Tarleton et al., 2007).

Contudo, a despeito dos grandes avancos nas pesquisas sobre o T. cruzi, ainda
nao existem vacinas eficazes que possam combater a doenca. Assim a melhor forma
de prevencédo é o combate ao vetor. Atualmente, existem dois medicamentos para o
tratamento da doenca, o benzonidazol e o nifurtimox. Porém, além de serem eficazes
apenas na fase aguda, periodo em que raramente o individuo sera diagnosticado com
a doenca, eles apresentam severos efeitos colaterais e sdo contra-indicados em
pacientes gravidas ou aqueles portadores de doencas hepéticas ou renais (Tarleton
et al., 2007).

1.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

T. cruzi possui trés formas de vida durante todo o seu ciclo que se alternam
entre o0 hospedeiro invertebrado e vertebrado: amastigotas, epimastigotas e
tripomastigotas. As formas epimastigotas e amastigotas sao consideradas
replicativas, porém apenas a forma amastigota se replica na célula hospedeira do
mamifero (Brener, 1973).

Quando o inseto vetor realiza o repasto sanguineo em mamiferos infectados
por T. cruzi, ele acaba ingerindo as formas tripomastigotas presentes na corrente
sanguinea do hospedeiro mamifero. Esses parasitos migram para o estdbmago do
inseto. Nesse local, ocorre a lise de muitos parasitos, porém uma pequena parcela de
parasitos sobrevive por conseguir se diferenciar na forma epimastigota (Castro et al.,
2007).

No intestino do hospedeiro vetor, ocorrem sucessivos processos de divisao

binaria. Assim, os parasitos migram para a por¢ao posterior do intestino, chegando
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até o reto. H4 um intenso processo de adesdo desses parasitos as membranas das
perimicrovilosidades das células intestinais (Alves et al.,, 2007), que envolve a
participacdo de glicoconjugados e proteinas presentes nestas vilosidades como por
exemplo, glicoinositolfosfatidillipideos (GPIs), induzindo a diferenciagdo das formas
epimastigotas em tripomastigota metaciclicas, que séo infectivas para a espécie
mamifera (Alves et al., 2007; Nogueira et al., 2007). Esses parasitos, por sua vez, sdo
liberados junto com a fezes e urina do inseto durante o repasto sanguineo, ocorrendo

assim, a infeccdo no mamifero (Garcia et al., 2007).

Tripomastigotas de T. cruzi podem infectar qualquer célula nucleada. No interior
destas células ha a diferenciacdo dos tripomastigotas em amastigotas, que séo as
formas replicativas neste caso. Apds varios estagios de replicacdo por modo binario,
esses parasitos se diferenciam em tripomastigotas capazes de romper a membrana
das células. Assim, eles tomam a corrente sanguinea, infectam outras células e
podem ser ingeridos, novamente, por insetos triatomineos hematéfagos no momento
do repasto sanguineo [(Brener et al., 2000; Junqueira et al., 2010; Buscaglia et al.,
2006; para uma revisao leia Souza W. et al., (2010)]. O ciclo de vida de Trypanossoma

cruzi pode ser observado na figura 3.



Figura 3: Ciclo de vida do protozoario flagelado, Trypanosoma cruzi. (A) Forma replicativa nédo
infecciosa epimastigota, encontrada predominantemente do intestino dos insetos hematéfagos que
origina a forma ndo replicativa tripomastigota metaciclica altamente infecciosa (B). As formas
metaciclicas tem capacidade de invadir as células nucleadas e se diferenciar na forma replicativa
amastigota. Posteriormente, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas (D, E). Os
tripomastigotas podem disseminar no hospedeiro mamifero através da corrente sanguinea e,
eventualmente serem ingeridos pelo inseto hematéfago no momento do repasto sanguineo. O ciclo
chega ao fim no momento em que os tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas (A),
que sao as formas que colonizam o tubo digestivo de um novo inseto (Boscardin et al., 2010).



1.3 Resposta imune durante a infeccao por T. cruzi

De modo geral a infec¢ao por Trypanosoma cruzi provoca uma série de reacdes
no sistema imune do hospedeiro, que proporcionam uma potente resposta celular,
visando o controle da disseminacgéo e multiplicacdo do parasito. Do mesmo modo que
ocorre na maioria das infec¢des por patdogenos intracelulares, o T. cruzi induz diversos
mecanismos do sistema imune, provocando a ativacdo de mediadores inflamatérios.
Assim, ha um intenso combate por parte do organismo hospedeiro mamifero para que
a proliferacdo dos parasitos seja eliminada. Esse conjunto de resposta do sistema
imune associada a persisténcia indefinida do parasito, acaba gerando uma série de
lesbes teciduais que, por sua vez, induz a comprometimentos funcionais,
principalmente, nos tecidos musculares e nervosos, que s&o tipicamente acometidos
durante doenca de Chagas (Cuervo et al., 2011).

Como pode ser observado na figura 4, a ativacdo das células Natural Killer
(NK), com consequente secrecdo de IFN-y, estimula macréfagos a produzirem 6xido
nitrico, pela inducao da expressao da enzima 6xido nitrico sintase (Scott e Trinchieri,
1995; Muioz-Fernandez et al., 1992). Macréfagos ativados também sao responsaveis
pela producdo de IL-12, e TNF-a que, também, estimula células NK a produzirem
IFN-y (Aliberti et al., 1996; Gazzinelli et al., 1992; Santos-Lima & Minoprio, 1997).
Outras citocinas como IL-17, IL-10 e TGF- parecem agir como papel regulatério no
decorrer da infeccéo. Estas duas ultimas séo produzidas por macréfagos e exibem um
importante papel na infeccdo por T. cruzi, inibindo, in vitro, a producdo de NO e a
atividade tripanocida de macréfagos infectados e ativados por IFN-y (Gazzineli et al.,
1992; Roffé et al., 2012; Miyazaki et al., 2010).
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Figura 4: Visdo geral do papel central dos macréfagos narespostaimune durante a infec¢do por
T. cruzi. De modo geral, a morte do parasita por macréfagos exige a presenca de IFN-gama, produzida
principalmente por NK e células teciduais. ApOs a deteccao de T. Cruzi, macrofagos sao estimulados a
prodzir citocinas (principalmente TNF-alfa, IL-12), mediadores inflamatérios tais como NO, bem como
varias quimiocinas. Esses mediadores sao capazes de induzir a migracao e ativacdo de células
inflamatdrias para o local da infecgdo, que incluem mondcitos, células NK e linfécitos T. Na presenca
de células apresentadores de antigenos profissionais ativadas como células dendriticas, os linfécitos T
recrutados seréo principalmente conduzidos a diferenciacdo em Thl, Th17 e/ou Treg. Algumas
quimiocinas e IL-12 induzem células NK e linfocitos T a produzirem IFN-gama, resultando na ativacao
de macréfagos. Outras citocinas tais como IL-10 e TGF-beta também s&o produzidos e regulam a
ativacao de macrofagos e o todo resposta inflamatdria local, que é estratégica para a proliferacao do
parasita (Adaptado de Gutierrez, 2011).
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1.4 Proteinas envolvidas na interacao parasito-hospedeiro: as amastinas

As formas epimastigotas de T. cruzi sdo as formas mais estudadas devido a
facilidade de cultivo em laboratério (Brener & Chiari, 1965). Porém, estudos que
envolvem a forma amastigota apresentam maior relevancia para melhor compreender
a doenca devido ao fato de que esta forma replicativa mantém constante contato com
as proteinas intracelulares do hospedeiro e, desta forma, induzir a producdo de uma
forte resposta imune contra os seus antigenos (Andrews et al., 1987; Behbehani,
1973; Pan, 1978; Carvalho et al., 1986; Lima et al., 1988; Low et al., 1998; Matsumoto
et al., 1993). Assim, estudar as proteinas de superficie da forma amastigota seria
muito importante para a compreensao da interacao parasito-hospedeiro e como se da
a progressao clinica da doenca de Chagas. A identificacdo destas proteinas, poderia
contribuir para esclarecer os mecanismos que influenciam nesta interacdo, mostrando
alvos para a formulacéo de vacinas e elaboracédo de novos medicamentos (DaRocha
et al., 2002; Vasconcelos et al., 2004; Souza et al., 2010; Sibley, 2011).

Ao analisar genes diferencialmente expressos em uma biblioteca de cDNA das
formas amastigotas de T. cruzi, Teixeira e colaboradores (1994) identificaram uma
nova familia de glicoproteinas estreitamente relacionadas, as quais foram
denominadas amastinas, pois foram encontradas na superficie da forma amastigota
de T. cruzi. Esses autores identificaram esta familia génica especifica de amastigota
por meio de um screening diferencial de uma biblioteca de cDNA de amastigotas com
sondas feitas a partir de mRNA das formas amastigotas e de epimastigotas. A familia
multigénica das amastinas possui 12 copias no genoma do clone CL Brener de T.
cruzi e oS genes sao compostos por uma pequena regido nao traduzida 5’ UTR,
seguida de uma sequéncia de leitura aberta (ORF) de aproximadamente 522 pb e
uma regido nao traduzida 3’ UTR de 630 pb (Kangussu-Marcolino et al., 2013). Os
MRNASs de amastinas codificam proteinas de aproximadamente 174 aminoacidos que
contém varios sitios potenciais de O-glicosilacdo. Os mRNAs das amastinas possuem
aproximadamente 1,4 kb e séo cerca de 50 vezes mais abundantes em amastigotas
do que em epimastigotas ou tripomastigotas. Outro ponto importante desse estudo foi
a observacgao de que os genes das amastinas eram transcritos de forma semelhante
em amastigotas e epimastigotas, indicando que o controle dos niveis de mRNA das

amastinas nos diferentes estagios sofria a acdo de mecanismos pos-transcricionais.
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As cadeias polipeptidicas das amastinas nascentes contém quatro regifes
hidrofébicas com 20 a 30 aminoacidos cada, sendo duas dessas regibes nas
extremidades N e C terminais (Teixeira et al., 1994). Os genes das amastinas alternam
com genes que codificam outra proteina, chamada tuzina, cujo mRNA de 1,7 kb é
muito menos abundante em amastigotas. Experimentos que envolveram a exposi¢cao
de amastigotas, a cicloheximida, substancia que interfere na sintese protéica,
mostraram uma diminuicdo de 3 vezes no mRNA de amastina, ao contrario dos niveis
do mRNA de tuzina, que aumentou em torno de 7 vezes, mostrando que a regulacéo
da expressao desses genes alternados é regulada por diferentes mecanismos, apesar
dos genes das amastinas e tuzinas estarem organizados em clusters no genoma e
serem transcritos em um Unico pré-mRNA policistrénico. Quando a regido nédo
traduzida 3' UTR das amastinas mais sua regido intergénica foram fusionadas a regido
codificadora do gene da luciferase, a atividade de luciferase aumentou 7 vezes em
amastigotas e diminuiu 5 vezes em epimastigotas, mostrando que a regulacdo da
expressdo desses genes, relacionada com os estigios de desenvolvimento do
parasito, € dependente de sinais regulatérios presentes nessa regiao (Teixeira et al.,
1995). Foi demonstrado, também, que meia-vida do mRNA da amastina € 7 vezes
maior em amastigotas do que em epimastigotas, e que uma sequéncia especifica
conservada na regido nédo traduzida 3' UTR de todos os genes das amastinas é
responsavel pela regulacdo positiva de seus mMRNAs, conferindo-lhes maior
estabilidade. Essa regido poderia servir como sitio de ligacdo para proteinas
regulatérias que, uma vez estando mais abundante em amastigotas do que em
epimastigotas, promoveriam o aumento da duracdo destes mRNAs (Coughlin et al.,
2000).

Wu e colaboradores (2000) demonstraram que, além de T. cruzi, ortélogos de
genes das amastinas também estdo presentem em varias espécies do género
Leishmania. Usando uma metodologia semelhante aquela utilizada por Teixeira e
colaboradores (1994), esse grupo indentificou uma nova familia génica com
expressao aumentada nas formas amastigotas de Leishmania donovani. Essa familia
multigénica codificava uma proteina altamente hidrofébica com identidade de 36%

com as amastinas de T. cruzi.

A partir do sequenciamento dos genomas do T. cruzi (EI-Sayed et al., 2005),

L. major (Ivens et al., 2005), L. infantum e da L. braziliensis (Peacock et al., 2007) foi
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possivel verificar o nUmero exato de genes de amastinas. Ao todo, foram identificados
24 homologos de amastina em L. major e pelo menos 35 homaologos em L. infantum.
Dos 24 homodlogos em L. major, 14 possuem ortolégos em L. infantum como sugerido
por estudos de comparacdo de sequéncias e andlises filogenéticas. Por outro lado,
nas espeécies relacionadas ao género Trypanosoma, essa familia é restrita a apenas
2 membros em T. brucei e 11 membros em T. cruzi. Todos os membros da familia de
genes de amastinas nas espécies de Leishmania e Trypanosoma compartilham uma
organizagdo estrutural similar e contém um dominio extracelular de 11 aminoacidos
altamente conservado, que € exclusivo das amastinas. A maioria dos homélogos de
genes de amastinas é especificamente expressa no estagio amastigota do parasita.
Como em T. cruzi, alguns genes das amastinas de Leishmania spp também sé&o
intercaladas por genes de tuzinas. De modo similar ao T. cruzi as amastinas de
Leishmania spp possuem quatro hélices compostas por aminoacidos hidrofébicos,
intercaladas por dominios que apresentam aminoacidos hidrofilicos com grande
variabilidade entre os diferentes membros de amastinas (Rochette et al., 2005).
Jackson (2010) estudou a evolugdo da familia génica das amastinas de
diferentes representantes da familia Trypanosomatidae, dividindo a familia génica das
amastinas em 4 grupos, a, B, y e & amastinas. Para essa divisdo ele levou em
consideracao a posi¢cao gendmica, estrutura da proteina e filogenia. Assim, 0s genes
da a amastinas existem nos tripanosomatideos como um par in tandem enquanto que
as B amastinas existem em clusters de genes in tandem. Os genes das y amastinas
sdo conservadas no género Leishmania, mas ndo no género Trypanosoma e existem
como um arranjo génico de multiplas copias in tandem. Os genes das & amastinas
sdo altamente diversos, com loci espalhados em Vvarios cromossomos no género
Leishmania. Somente os genes das & amastinas séo intercalados pelos genes de
tuzinas. Como mostra a figura 5, Jackson (2010) elaborou uma arvore filogenética
mostrando que em T. cruzi existem somente membros pertencentes as familias das 3
e 0 amastinas, sendo que a sub-familia das & amastinas sofreu expansao no género

Leishmania.

13



ama34D
0.5 sub/site

1.000/58/0.64
{

ama34D
1.000/85/1.00

0.744/14/- ama34D

1.000/56/0.98

LbM204310
(brkt20 4340
LbM20 1080

{easoe
| pr—— S suo e
1.00021/0.91 = LbM20 0780 ama.

1.000/1510.63 — e iR ST

ST
ama34F

ama8B

ST
0.627/46-|

B) Tuzin association e . e
1.000/72/0.98 Cratwa 9. o
I w = L soy " 3
( 348 3
0.976/35/0.75 " o ‘:" - ama348
1,000/100/1.00 " Crania 39, ama368. 4 —
———— — unRiis p
UmF 34 0080
Brewas 4
0.993/3510.97 = 100 1047 i
1 50 OO iroget aazs0 [amazdB.
Canau o, omot
i

amal7.

o 7
o ama24

A) Signal
peptide

(28 1200
Linizh 1300
|—E ezt ieoo

0.780725/0.82 - [ [ Cmes mez

A2 1555
o S— X
LmgF28 1400

11010110
011010100 ama28

0000
S5 osas
S0 03s0
G 2. Sma30 1 ama30
Soyma a3
) 4
1.000/94/1.00 [r— 1
[ L04d30 1000
— e

Figura 5: Arvore filogenética com as amastinas pertencentes as diferentes subfamilias nas
diversas espécies de tripanosomatideos. O indentificador de cada amastina € mostrado em cada
ramo da arvore. As diferentes subfamilias estédo representadas a direita. As amastinas encontradas em
Trypanosoma cruzi estdo sinalizados por setas. Os eventos evolutivos representados pelos nodos das
arvores estao identificados pelas letras A: aquisicao de peptideos sinal; B: associacdo dos genes das
amastinas com genes de tuzinas; e C: diversificacdes das & amastinas em Leishmania spp (Adaptado
de Jackson, 2010).
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1.5 Estudo sobre a funcédo das amastinas em T. cruzi e em Leishmania spp

Cruz e colaboradores (2012) utilizaram a cepa G de T. cruzi para testar o papel
destas 0-amastinas, transfectando esses parasitos com as d-amastinas fusionadas
com a proteina GFP. Os parasitos na forma epimastigota transfectados apresentaram
altos niveis de metaciclogénese. Amastigotas intracelulares super-expresando as 6-
amastinas apresentaram uma rpida e eficiente transformacéo em tripomastigota de
cultura com altos niveis de liberacdo desta forma no sobrenatande de células HelLa
infectadas quando comparados com os valores apresentados pelos parasitos que nao
estavam super-expressando as ©&-amastinas. Experimentos de infeccdo in vivo
mostraram o aparecimento precoce e em altos niveis de ninhos de amastigotas em
tecido de figado de camundongos infectados com parasitos super-expressando as 6-
amastinas, quando comparados com a infeccdo com parasitos WT, mostrando assim,
um possivel papel das amastinas no processo de diferenciacdo do parasito durante a

infecgao por T. cruzi, tanto in vitro como in vivo.

Buscando entender sobre papel das amastinas em T. cruzi, Kangussu-
Marcolino e colaboradores (2013) avaliaram a expressao das p e & amastinas em
diferentes cepas de T. cruzi, observando que as d-amastinas tinham sua expressao
aumentada na forma amastigotas de varias cepas de T. cruzi, exceto na cepa G, que
€ conhecida por ter pouca capacidade de infeccdo. Em contraste com o que foi
observado em todas as cepas analisadas para &-amastinas, os transcritos de [3-
amastina eram mais abundantes em epimastigotas, o estagio encontrado no inseto

vetor.

Uma das melhores técnicas para se estudar a funcdo de determinada proteina
€ através do nocaute do gene. Porém, a obtencao de linhagens nocautes para todos
0s genes das amastinas por recombinacdo homéloga nao € possivel dado o nimero
elevado de coOpias deste gene no genoma de T. cruzi. Também nao seria possivel
realizar o silenciamento destes genes por RNA de interferéncia, pois como descrito
por DaRocha e colaboradores (2004), T. cruzi ndo possui uma maquinaria funcional
de RNA de interferéncia. Sabendo destas limitacdes para se estudar a funcdo das
amastinas em T. cruzi, Paiva e colaboradores (2015) estudaram o papel das
amastinas em Leishmania braziliensis. Foi observado neste trabalho que ao contrario

de T. cruzi, Leishmania possuia a expressao aumentada de todos 0s representantes
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das familias das amastinas na forma amastigota. Parasitos que tiveram as 0o-
amastinas silenciadas por RNAI apresentaram um menor indice de replicacdo em
macréfagos quando comparados com os parasitos WT. Além disso, foi observado uma
reducdo da interacdo da membrana destes parasitos com a membrana do vacuolo
parasitéforo. Outro dado importante deste estudo, camundongos infectados na pata
com os parasitos que haviam tido as &-amastinas silenciadas por RNAi nao
apresentaram parasitos em nenhum dos tempos avaliados quando comparados com

agueles que haviam sido infectados por Leishmanias WT ou expressando GFP.

Com o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre a funcdo das amastinas,
0 nosso grupo utilizou o ensaio do duplo hibrido em leveduras geneticamente
modificadas para identificar proteinas da célula hospedeira que poderiam interagir
com as amastinas presentes na superficie das amastigotas de T. cruzi. Para isso,
parte da regido codificadora que corresponde a alca hidrofilica de tamanho maior da
amastina foi fusionada com a regido codificadora do dominio de ligacdo ao DNA do
fator de transcricéo da levedura Gal4 (Gal4DB) de Saccharomyces cerevisae, e usado
como isca no experimento de duplo hibrido. Para o screening de possiveis alvos foi
testada uma biblioteca de mais de 15 mil cDNAs humanos fusionados com a regido
codificadora do dominio de ativacdo da transcricdo do fator de transcricdo Gal4
(Pretransformed Normalized Matchmaker™ Human HelLa S3 Library, Clontech).
Havendo a interacéo da isca com alguma das proteinas humanas, ocorreria, também,
a reconstituicdo das subunidades do fator de transcricdo e consequentemente a sua
funcdo, permitindo, assim, a transcricdo de um gene reporter, que nesse caso, foi o
gene da B-galactosidase. Em todos os clones nos quais o fator de transcricéo foi
reconstituido, houve expressao de B-galactosidase, gerando colbnias azuis em meio
seletivo, contendo X-gal, o substrato dessa enzima. Neste experimento foram obtidos
10 clones positivos, ou seja, colonias azuis. A maioria deles correspondia a diferentes
proteinas participantes do trafego celular ou secretadas. Porém, 2 destes clones
possuiam o cDNA que codificava a IL-15 humana (dados nédo publicados, veja

esquema na figura 6).

Os resultados obtidos nos ensaios chamaram a atencéo pelas caracteristicas
singulares de IL-15 humana, que ao contrario de outras citocinas, como IL-2 que tem
sua expressao restrita a células do sistema imune, o mMRNA de IL-15 é expresso

constitutivamente por uma variedade de tipos celulares e tecidos, incluindo
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monaocitos/macrofagos, células dendriticas, queratinécitos e células da epiderme,
fibroblastos e células epiteliais de varias origens, células nervosas, rim, placenta,
pulmao, coracdo e musculo esquelético (Grabstein et al., 1994; Musso et al., 1999;
Doherty et al., 1996; Rickert et al., 2000; Lee et al., 1996; Quinn et al., 1995).
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Figura 6: Ensaio de duplo hibrido para testar possiveis proteinas que poderiam interagir com as amastinas. A regido codificadora da primeira al¢a
hidrofilica da amastina foi clonada em fusdo com a regido codificadora do dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo Gal4 e usado como isca para
selecdo de uma biblioteca de cDNA humano contendo as regides codificadoras de mais de 15 mil genes clonados em fusdo com a regido codificadora do
dominio de ativacéo do fator de transcricdo Gal4 (presa). Leveduras auxotréficas haploides contendo o plasmideo da regido codificadora da primeira alga
hidrofilica da amastina foram cruzadas com as leveduras da biblioteca. A interagcdo entre isca e presa induz a reconstituicdo do fator de transcricdo Gal4,
transcrevendo o gene repdrter, que neste caso foi 0 que codifica a B-galactosidase. Dessa forma, em meio seletivo contendo o substrado X-gal, as col6nias
nas quais ocorrem interacdo entre a isca (amastina) e a presa (proteina humana) apresentam coloracéo azul.
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Outro fato importante € que estudos anteriores apontaram o aumento dos niveis
de IL-15 associados com a infeccdo por diversos patdgenos. A infeccdo pelo virus
HHV-6 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foi capaz de promover
a regulacéo positiva da citotoxicidade de celulas Natural Killer (NK). Por outro lado, a
inducdo da atividade das células NK pelo virus HHV-6 foi anulada por anticorpos
monoclonais anti-IL-15, mas ndo por anticorpos contra outras citocinas (IFN-alfa, IFN-
gama, TNF-alfa, TNF-beta, IL-2, IL-12), sugerindo que a IL-15 secretada em resposta
a infeccdo viral era responsavel pelo efeito observado. Além disso, foi possivel
detectar a regulacédo positiva do mRNA de IL-15 em mondcitos derivados de pacientes
infectados pelo virus HHV-6 (Flamand et al., 1996).

Cryptococcus neoformans potentemente estimulou a liberacdo de IL-15
biologicamente ativa em mondcitos. Tanto IL-15 como IL-2 contribuiram para a
proliferacdo de linfocitos e atividade anticriptocococica mediada por linfécitos neste
modelo de infecgdo. IL-15 foi capaz de restaurar a proliferacdo de linfécitos e sua
atividade anticriptocococica mesmo durante o bloqueio de IL-2 (Mody et al., 1998).

A presenca de IL-15 em lesdes cutaneas obtidas de pacientes com a doenca
de Hansen foi demonstrada por meio de exame imuno-histoquimico dessas lesées.
Além disso, foi demonstrado que Mycobacterium leprae e diferentes espécies
micobacterianas sé&o capazes de induzir efetivamente a secrecdo de IL-15 em
macrofagos. IL-15, também, melhorou o potencial citolitico das células efetoras
imunes in vitro e favoreceu a expansao do imunoldgica de células CD1b (Maeurer et
al., 1999).

Estudos que envolveram o efeito de diferentes virus (HSV, EBV, virus
sincicial respiratdrio, virus da estomatite vesiculosa, virus da gripe, reovirus e virus
Sendai) sobre a atividade de NK in vitro, mostraram uma regulagéo positiva imediata
da atividade de células NK das PBMC por meio da indugéo com IL-15. Este efeito foi
revertido na presenca de anticorpos anti-IL-15, confirmando a importancia crucial
deste citocina para esse tipo de resposta celular, bem como foi verificando um
aumento dos niveis de IL-15 em 20 horas pés-infecgdo(Fawaz et al., 1999).

Milano e colaboradores (2002) investigaram o envolvimento da IL-15 no
sistema imunologico em esposta a infeccdo por Leishmania infantum, estudando
pacientes com leishmaniose visceral (VL), demonstrando que IL-15 é produzida por

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) estimuladas pelo antigeno
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leishmanial (LAg) de pacientes com a doenca ativa em um nivel significativamente
maior do que aqueles produzidos por células de individuos curados ou saudaveis. Um
aumento significativo nos niveis séricos de IL-15 foi também observado em pacientes
com VL aguda em comparacdo com o0s pacientes curados. Além disso, a IL-15
recombinante teve um efeito consideravel na reducéo da IL-4 e aumento da producao
de IL-12 em resposta a LAg.

Estudos envolvendo a infeccdo por Candida albicans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, mostraram, através de analises de PCR e Western blot, o
aumento da expressao de IL-15 durante estas infec¢bes, juntamente com o0 aumento
da proliferacéo de células NK, indicando que IL-15 também esta envolvida na resposta
imune inata contra agentes fangicos e bacterianos (Tran et al., 2003).

A resposta complexa de macrofagos murinos durante a infeccdo com C.
parapsilosis foi investigada em nivel da expressdo de genes usando microarray. A
maioria dos genes regulados positivamente codificou moléculas envolvidas na
resposta imune e inflamacgéo, transcricdo, sinalizacdo, apoptose, ciclo celular,
transporte de elétrons e adesdo celular. Tipico dos macréfagos classicamente
ativados, houve uma regulacdo positiva significativa de genes que coordenam a
producao de citocinas inflamatérias, como TNF, IL-1 e IL-15 (Németh et al., 2014).

Estudos recentes que envolveram a analise de transcriptoma mostraram a
elevacdo dos niveis de mRNA de IL-15 durante a infeccdo por diversas cepas de T.
cruzi e Leishmania spp. Células HFF humanas apresentaram niveis de mRNA de IL-
15 aumentados durante a infeccdo pelas cepas Y (Li Y. et al., 2016) e Sylvio X-10
(Houston et al., 2016), apresentando aumentos de 1,5 e 1,7 vezes apos 72 horas do
inicio da infeccdo, respectivamente. Foram observados, também, o aumento dos
niveis de mRNA de IL-15 em macréfagos humanos infectados por L. major e L.
amazonensis (Fernandes et al., 2016), com aumentos em 24 horas pos-infeccédo de
2,3 e 2 vezes, respectivamente. Analises em lesdes de pacientes portadores de
leishmaniose cutéanea provocada por L. braziliensis (Christensen et al.,, 2016)
mostraram um fold change de 5,7 vezes nos niveis de mRNA quando comparados
com tecido de pacientes saudaveis. Na analise de transcriptoma de macréfagos
murinos infectados por L. major, foi observado um aumento dos niveis de mRNA de
IL-15 apos 48 horas do inicio da infeccdo, com aumentos de 3,4 vezes, porém foi
verificado uma regulagdo negativa do mRNA nas horas iniciais da infeccéo,
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apresentando um fold change negativo de 4,86 vezes (Dillon et al., 2015). Um trabalho
recente do nosso grupo de pesquisa que envolveu a andlise de transcriptoma de
células HFF infectadas pelos clones CL-Brener e CL-14 de T. cruzi também revelou
aumento da produgdo de mRNA de IL-15 em 96 horas ap0s o inicio da infec¢do, com
fold change de 3,4 e 2,7 vezes, respectivamente (dados ndo publicados).

Existe apenas um trabalho publicado descrevendo o aumento da producéo de
IL-15 em pacientes com a doenca de Chagas. Fonseca e colaboradores (2007)
demonstraram que na doenca de Chagas cardiomiopatica cronica (CCC) ocorre a
formacédo de um infiltrado inflamatério com predominancia de 2:1 de células TCD8+
em relacdo as células TCD4+, aumento dos niveis de IL-15 sobre IL-2 e uma
acentuada expanséo e viabilidade de células TCD8+ de memdria desses pacientes
quando estimuladas com IL-15. Além disso, foi possivel identificar por imuno-
histoquimica o aumento de IL-15 e células CD68+, que é um marcador especifico de

macrofagos, no tecido lesionado em compara¢do com individuos saudaveis.

1.6 Interleucina 15 (IL-15): uma citocina pleiotropica da resposta inflamatéria

Interleucina-15 (IL-15) € uma citocina pleiotropica pertencente a familia das
citocinas de 4-a-hélices que age principalmente durante a resposta inflamatoria,
atuando no aumento da proliferacdo de células NK e TCD8+ de memodria, e inibindo a
apoptose de varios tipos celulares (Budagian et al., 2006) (figura 6). A esta familia de
citocinas pertencem, também, as citocinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7 e IL-21, bem como
fatores de crescimento como: fator estimulador de colonia de granuldcitos/macrofagos
(GM-CSF), fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF), eritropoietina e
horménios classicos como fator de crescimento humano e prolactina (Bazan, 1990).
IL-15 tem um papel importante na proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de
diferentes células, sendo identificada em 1994 por dois grupos de pesquisa distintos,
quando chamou a atencado pela sua capacidade de mimetizar os efeitos de IL-2 em
ensaios que estimulavam a proliferagédo de células T IL-2-dependentes (CTLL2) na
presenca de anticorpos anti-IL-2 (Burton et al.,1994; Grabstein et al., 1994). No
primeiro estudo, pesquisadores do National Institutes of Health demonstraram que
uma linhagem de células T leucémicas, denominada HuT-102, secretava uma

linfocina de 14 kDa que era capaz de estimular a proliferacéo de células T e ativacéo
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de linfocitos granulares, denominando-a de IL-T (Burton et al.,1994). Em um trabalho
paralelo, cientistas da Immunex Corparation (Seattle, WA) fizeram a purificacdo de
uma citocina de 14-15 kDa do sobrenadante de uma linhagem de células epiteliais de
rim de macaco (CV-1/EBNA) por cromatrografia seguida de sequenciamento. A esta

citocina foi dado o nome de IL-15.

Essa citocina compartilhava muitas propriedades biolégicas com IL-2
(Grabstein et al., 1994), como por exemplo, o fato de IL-15 possuir 4-a-hélices, e
também compartilhar com IL-2 a cadeia 8 e a cadeia gama comum (¥Yc), que fazem
parte do seu receptor heterotrimérico, que também é composto pela subunidade q,
gue por sua vez, é especifica ao receptor de IL-15 (Giri et al., 1994) (figura 6). A
subunidade cadeia gama comum (Yc) também é compartilhada por outras citocinas
como IL-7, IL-9 e IL-21, que também possuem uma subunidade especifica em seu
receptor, garantindo uma interacéo de alta afinidade ao ligante (Leonard et al., 1995).
IL-15 atua na modulacdo de uma resposta imune adaptativa seletiva (Lodolce et al.,
2002) e exerce um papel fundamental no desenvolvimento de distintas populagdes de
células imunes, como as células NK, por exemplo (Becknell et al., 2005).

Em sua estrutura, IL-15 possui 2 pontes de dissulfeto nas posicdes 4°Cys-8Cys
e nas posices Cys-8Cys e fortes secdes helicoidais nas regides 1-17, 18-57, 65-
78 e 94-112 que, por sua vez, possibilitam a formacédo das 4-a-hélices (Grabstein et
al., 1994; Pettit et al., 1997). Na sua extremidade C-terminal, IL-15 possui, também,
dois potenciais sitios para N-glicosilacdo (Kurys et al., 2000). Através de um splicing
alternativo que geram 2 mRNAs distintos, ha a formacao de duas isoformas de IL-15,
que se diferenciam apenas no tamanho do seu peptideo sinal (Nishimura et al., 2000;
Prinz et al., 1998), onde um dos transcritos, que possui um longo peptideo sinal de
48 aminoacidos, € denominado IL-15LSP (do inglés “long signal peptide”) (Grabstein
et al., 1994), e outro transcrito que possui um curto peptideo sinal de 21 aminoacidos
€ denominado IL-15SSP (do inglés “short signal peptide”) (Meazza et al., 1996;
Nishimura et al., 2000). Estas duas isoformas de IL-15 apresentam diferentes padroes
de distribuicdo intracelular, trafego, secrecao e localizacdo endossomal, o que remete
para o importante papel do peptideo sinal nos diversos mecanismos de controle da
producdo de IL-15 (Meazza et al., 1996; Nishimura et al., 2000; Kurys et al., 2000;
Pereno et al., 2000). Um fato importante € que IL15SSP, ao contrario de IL15LSP n&o

€ secretada, em vez disso, esta isoforma é estocada no citoplasma (Kurys et al., 2000;
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Gaggero et al., 1999; Pereno et al., 2000). As duas isoformas de IL-15 também
apresentam localizac&o nuclear, podendo ser observada uma clara localizacéo de IL-
15 e a subunidade de alta afinidade de seu receptor, a IL-15Ra, na membrana nuclear
e nucleo (Pereno et al., 2000).

Diferentemente de outras citocinas, como IL-2 por exemplo, 0 mMRNA de IL-15,
que codifica uma proteina madura de aproximadamente 114 aminoécidos (Grabstein
et al., 1994), é expresso constitutivamente por uma variedade de tipos celulares e
tecidos, incluindo mondcitos/macrofagos, células dendriticas, queratindcitos e células
da epiderme, fibroblastos e células epiteliais de varias origens, células nervosas, rim,
placenta, pulmao, coracédo e musculo esquelético (Grabstein et al., 1994; Musso et al.,
1999; Doherty et al., 1996; Mattei et al., 2001; Ruckert et al., 2000; Rappl et al., 2001,
Satoh et al., 1998; Shinozaki et al., 2002; Quinn et al., 1995; Rickert et al., 2009).

Existe um fino controle da producdo de IL-15 que ocorre, em parte, pela
presencga de varios sitios e iniciagdo (AUG) localizados na regido nao codificadora 5’
UTR, sendo no total 12 AUGs em humanos e 5 AUGs em camundongos.
Experimentos que visavam elucidar a importancia da presenca desses AUGS no
controle da expresséo de IL-15 mostraram que a retirada de cada um desses codons
antes do codon de inicio aumentava cerca de 10 a 15 vezes a producédo de IL-15
(Bamford et al., 1996).

A cadeia a do receptor de IL-15 (IL-15Ra) é uma proteina transmembrana tipo
| (Anderson et al., 1995; Giri et al., 1995). A ligacdo de IL-15 com a cadeia a do seu
receptor ocorre independente da presenca das subunidades 3 e Y (Giri et al., 1995).
Essa cadeia especifica do receptor de IL-15 possui um curto dominio citoplasméatico
e uma regido extracelular rica em prolina e treonina, que é um dominio responsavel
pela interagdo com IL-15 denominado dominio Sushi (Giri et al., 1995). Os dominios
Sushi sdo dominios que, também, contém 4 cisteinas que formam 2 pontes de
dissulfeto ligadas por padrdo 1-3 e 2-4, que também sdo encontrados em varias
proteinas envolvidas na via do complemento e na cascata de coagulacdo. Esse
dominio é essencial para interacao do receptor com IL-15 (Perkins et al., 1988; Wei et
al., 2001). IL-15Ra contém apenas 1 dominio Sushi, porém IL-15 possui dois sitios de
ligacdo para IL-15Ra, onde ocorre uma ampla rede de interagdes idnicas entre IL-15
e IL-15Ra (Giri et al.,, 1995). Semelhantemente a IL-15, 0 mRNA de IL-15Ra é
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expresso em uma variedade de tipos celulares imunes e ndo imunes, como por
exemplo: células T, células B, do cérebro, do intestino, do figado, do musculo
esquelético, do pulméo, do coracéo e do rim (Giri et al., 1995; Anderson et al., 1995;
Waldmann et al., 1999; Fehninger et al., 2001; Tejman-Yarden et al., 2005; Schluns
et al., 2004).

Como mostra a figura 7, IL-15 se liga e desencadeia a sinalizacdo através das
cadeias B e Y de seu receptor, que possuem afinidade intermediéria pela citocina,
participando tanto da ligacdo com IL-15, quanto da propria transducao de sinal. Estas
cadeias ndo possuem atividade enzimatica sendo, desta forma, a propria ligagdo com
a citocina que causa a sua oligomerizacdo. Todavia a sinalizacdo por meio destas
subunidades necessita de recrutamento de quinases no dominio citoplasmatico
destas moléculas (Cosman et al., 1993). A sinalizacdo mediada por IL-15 em linfocitos
T resulta na ativacédo de Janus quinase (JAK) (que tem papel critico na sinalizacdo de
diversos membros da superfamilia de receptores de citocinas), culminando na
ativagdo da proteina transdutora de sinal e ativadora de transcrigdo (STAT) (Johnston
et al., 1995; Leonard et al., 2001). Assim que ocorre a interacdo do receptor com seu
ligante, as JAKs associadas sdo colocadas préximas, porém em oposicao, permitindo
a sua fosforilacdo cruzada e consequente ativacao. A cadeia  recruta JAK1 e a cadeia
Yc recruta JAK3. Dessa forma, € possivel ocorrer a fosforilacdo e ativacdo de STAT3
e STATS5, respectivamente (Johnston et al., 1995). Existem residuos especificos de
tirosina nos dominios citoplasmaticos das subunidades B e Yc que também se
fosforilam e sdo utilizados como sitios de encaixe para STAT (Gaffen et al., 1998).
Dessa forma, as proteinas STAT recrutadas séo fosforiladas por JAK ativadas. As
STATs fosforiladas em suas tirosinas formam homo e heterodimeros que se
translocam para o nucleo afim de se ligar em seus elementos regulatérios no DNA

alvo e ativar a expressao génica (Leonard et al., 2001).

24



5'UTR

5'UTR

T

Citoplasma

l B C ...
| ...

N

e
N Proteina madura C

IL-15 3'UTR 114aa

mature

K N-glicosilagao

IL-15Ra
D Fatores de ativagdode
macrofagos
MIP-1a e B, GM-CSF, TNF-a IL-2/15RpB

v’ Ativacdo G

v Proliferacdo

v’ Diferenciacdo

v’ Producdo de citocinas
e citoxicidade

Macréfago
ou APC

IL-15Ra
s ol isre SR L1SR
O sushi domain By

Figura 7: Principais caracteristicas da producédo e funcdo de IL-15. (A) Por meio de um splicing
alternativo é possivel haver duas isoformas de IL-15 que se diferem apenas no tamanho do peptideo
sinal (setas). Assim, a isoforma longa possui um peptideo sinal de 48 aminoacidos, ao contrario da
isoforma curta que possui um peptideo sinal de 21 aminoécidos. (B) Ambas as isoformas acabam
gerando uma proteina madura de 114 aminoacidos que possui potenciais sitios de N-glicosilacdo na
extremidade C-terminal. (C) Devido a uma secregdo ineficiente, a isforma curta se localiza
predominantemente no citoplasma da célula (amarelo), ao contrario da isorfoma longa, que é secretada
(vermelho). (D) IL-15 pode ser secretada ou encontrada associada a membrana celular via ligagdo com
a cadeia a de alta afinidade, que compde seu receptor heterotrimérico. Por esse mecanismo, ha
ativagdo de diversas células do sistema imunoldgico durante a sinapse imunolégica entre as células
apresentadoras de antigeno e as células naturais células assassinas (NK) ou células T CD8+, por
exemplo. IL-15Ra presente na superficie de macréfagos ou células dendriticas, apresenta IL-15 em
trans para células que expressam apenas IL-2/15RpB e yc, permitindo assim, a sinalizagdo através
desses complexos, o que induz a ativagéo da resposta imune, diferenciacéo, proliferacdo e inibicdo da
apoptose nas células alvo. (E) A subunidade a do receptor de IL-15 ndo é responsavel pela transducgéo
de sinal, visto que possui um curto dominio citoplasmético. Porém, se liga a IL-15 com alta afinidade,
garantindo a especificidade da ligagdo. A transducéo de sinal € mediada pelas subunidades B e Y, que
possuem longos dominios citoplasmaticos e também sao encontrados em receptores para outras
citocinas. Estes dois receptores induzem uma sinalizagéo convergente que envolve ativacdo de JAK1
(Janus quinase 1), JAK3 e STAT5 e STAT3 (proteina transdutora de sinal e ativadora da transcricao 5
e 3). A interacdo de IL-15 com a cadeia B e a cadeia y leva a fosforilagdo da receptor e de JAK1 e
JAK3, que estdo associados a cadeia B e a cadeia y, respectivamente. STAT5 e 3 entdo associados
com o receptor fosforilado sdo, também, fosforilados em um residuo de tirosina. Isso resulta na
dissociacdo de STAT5 e 3 do receptor e a subsequente dimerizacao de STAT5 e 3. Os dimeros STATs
fosforilados entéo, translocam para o ndcleo e promovem a transcri¢cdo de genes alvo, que geralmente
estdo envolvidos na resposta imune e ativacédo celular (Adaptado de Waldmann, 2006 e Guo et al.,
2017).
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Tem sido demonstrado que a via de sinalizacéo por IL-15 é capaz e ativar
fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1 e, também, ativar a proteina c-Myc (Zhu et
al.,1994; McDonald et al., 1998; McDonald et al., 2000).

Existem estudos que demonstram a existéncia de uma outra via, com
receptor alternativo, em mastocitos mediada por IL-15, denominado IL-15RX, e que
nao exige a participacdo das cadeias B ou Yc¢, também culminando na ativacao de
JAK2/STATS e Tyk2/STAT6 (Tagaya et al.,1996; Masuda et al., 2001; Masuda et al.,
2000).

Além das células T e NK, a sinalizacdo mediada por IL-15 é capaz de afetar
outros tipos celulares (Ohteki et al., 2001; Ohteki et al., 1998; Van Belle et al., 2005;
Lodolce et al.,, 2002; Becknell et al., 2005; Ma et al., 2006), como por exemplo:
neutréfilos e eosindfilos, estimulando a producdo de IL-8 (McDonald et al., 1998;
Cassatella et al., 2000; Musso et al., 1999; Girard et al., 1996; Girard et al., 1998;
Pelletier et al., 2002; Bouchard et al., 2004; Hoontrakoon et al., 2002; Ottonello et al.,
2002; Watson et al., 1998); no desenvolvimento e a proliferacdo de mastécitos (Galli
et al.,, 2005) em macréfagos (D’Agostino et al., 2004; Maeurer et al., 2000); e em
células dendriticas durante a infeccdo por Listeria monocytogeneses (Mattei et al.,
2001; Dubois et al., 2005; Liu et al., 2000). IL-15 também é capaz de estimular a
formacdo de células tipo osteoclastos em cultura de medula de osso de camundongo
in vitro (Ogata et al., 1999). Também foi demonstrado que células endoteliais do
corddo umbilical humano (HUVEC) e células endoteliais das microvilosidades
intestinais humanas (HIMEC) expressam mRNA de IL-15Ra e IL-15, onde IL-15
estimulou angiogénese in vivo e in vitro (Nilsen et al., 1998; Yang et al., 2002; Angiolillo
et al., 1997). IL-15 é altamente expressa no musculo esquelético possuindo efeitos
anabolizantes musculares in vitro semelhantemente a outro potente fator de
crescimento, o IGF-1 (Quinn et al., 1995). IL-15 e todas as trés subunidades do IL-
15R sdo amplamente expressas no sistema nervoso central de camundongos e
humanos, incluindo o cortex frontal e parietal, hipocampo, medula espinhal, talamo e
cerebelo (Hanisch et al., 1997; Kurowska et al., 2002).

Apesar de existirem diversos trabalhos que elucidam a via de sinalizacao
mediada por IL-15 e de seu papel estimulatério no sistema imune, poucos trabalhos
investigam o papel da IL-15 intracelular durante a infeccéo por diversos patdogenos. A
maioria dos trabalhos publicados envolvem a quantificacdo da IL-15 secretada em
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soro de pacientes acometidos com algum tipo de infeccédo, mostrando, na maioria das

vezes, um aumento acentuado nos seus niveis.

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de duplo hibrido, a possivel
interacdo entre amastina e IL-15 foi investigada através de experimentos de “pull
down” in vitro (Dissertacdo de Mestrado de Ramon Mendes de Almeida, UFMG -
2010). Foram testadas IL-15 recombinantes fusionadas com uma cauda de histidina
e a alca extracelular de amastina fusionada com a proteina GST. Os dados,
entretanto, foram inconclusivos, sendo necessario a realizacdo de novos
experimentos de “pull down” ou de co-imunoprecipitacdo, utilizando extratos celulares

de células que normalmente produzem IL-15.

Com base nos achados no ensaio de duplo hibrido e nos trabalhos
documentados acerca da elevacao dos niveis de IL-15 durante processos infecciosos,
decidimos buscar informacdes sobre o padrdao de expressao de IL-15 intracelular e
secretada durante a infeccdo por T. cruzi, para em seguida realizar novos
experimentos para verificar se h4 uma interacdo desta proteina com a forma
amastigota do parasito e, no caso de haver essa interacdo, saber qual seria o papel
daisoforma intracelular de IL-15 para sobrevivéncia do parasito no interior das células
hospedeiras.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

v

Investigar o papel de IL-15 na infeccdo por T. cruzi e outros parasitos

intracelulares.

2.2 Objetivos Especificos

v

Determinar os niveis de IL-15 secretada e ndo secretada em culturas de
macrofagos peritoneais murinos, células L6, LLCMK2 ou H9C2 infectados por
T. cruzi.

Determinar os niveis de IL-15 secretada e ndo secretada em culturas de
macrofagos infectados por L. amazonensis.

Avaliar a localizacéo e perfil de distribuicdo celular de IL-15 em culturas de
macrofagos infectados por T. cruzi ou L. amazonensis, e células L6 infectadas
por T. cruzi.

Avaliar o perfil de infeccdo de macréfagos murinos previamente estimulados
com IL-15 durante a infeccdo por T. cruzi.

Avaliar o perfil de infeccdo de macrofagos murinos nocautes para IL-15 durante

a infeccao por T. cruzi.
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3. Material e métodos

Todos os experimentos descritos neste trabalho seguiram a Lei 11.794 e as
Diretrizes para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(DBCA) do CONCEA. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), com o numero 305/2016.

3.1 Obtencdo de macrofagos intraperitoneais

Para obtencao de macrofagos peritoneais foram injetados 2-3 mL de tioglicolato
na cavidade peritoneal dos camundongos. Apds 72 horas do estimulo, os
camundongos foram sacrificados e o peritdneo foi exposto, onde foram injetados 7-10
mL de PBS 1X gelado e retirado o maximo possivel de PBS 1X. O conteudo foi
transferido das seringas para um tubo de centrifuga de 50 mL e o volume foi
completado para 40 mL com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicillina G, e 100 ug/mL de sulfato de
estreptomicina, pH 7.4 (Gibco®, Life Technologies Corporation). O conteudo foi
centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C sem break ou com break brando. Apos
esta etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 suplementado como descrito acima. A

viabilidade das células foi avaliada pelo método de exclusdo de Trypan.

3.2 Infeccdo de macréfagos peritoneais murinos com as formas tripomastigotas

de T. cruzi da cepa Y e promastigotas metaciclicas de Leishmania amazonensis

Os macrofagos peritoneais primarios de C57BL/6 foram cultivados em meio
RPMI 1640 suplementado como descrito no item 3.1 e plaqueados em placas de
cultura de 24 pocos (Corning) com laminulas de vidro circulares esteréis de 13mm no
fundo de cada poco (Glasscyto).

Para a infec¢do por Leishmania amazonensis, a cada poco, foram adicionados
uma proporcéo de 10 parasitos, na forma promastigota metaciclica, por macréfago e

mantidos em meio RPMI 1640 completo. Apds 24 horas de infecgéo, as células foram
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lavadas com meio RPMI 1640 completo a fim de remover os parasitos que néo foram
internalizados e mantidas em diferentes periodos a 37°C em atmosfera de 5% de COs-.

Para a infeccao por Trypanosoma cruzi, a cada pogo foram adicionados uma
proporcao de 5 parasitos, na forma tripomastigota, por macréfago e mantidos em meio
RPMI 1640 completo. Apos 2 horas de infeccao, as células foram lavadas com RPMI
1640 completo para remover parasitas que nao foram internalizados e mantidas em
diferentes periodos a 37°C em atmosfera de 5% de COz.

Para andlise por ELISA, 1x10° células foram plaqueadas e infectadas com T.
cruzi ou Leishmania amazonensis. As amostras do extrato celular e o sobrenadante
das culturas celulares foram analisadas por diferentes tempos.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, 5x10° células foram plaqueadas, e a
infeccdo foi avaliada por diferentes periodos. Apos cada periodo, as laminulas eram
fixadas com acetona por 30 segundos e guardadas em freezer a -20°C até o momento
das marcacfes com anticorpos.

Para os ensaios em que foram verificados os indices de infecgao, 5x10° células
foram plagueadas e a infeccdo observada em diferentes periodos. Ao final de cada
tempo, as laminulas eram lavadas 2 vezes com PBS 1X e coradas com panético

rapido LB (Laborclin — codigo 620529) para contagem.

3.3 Cultivo das linhagens celulares LLCMK2, L6 e HOC2

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram LLCMK2, L6 e H9C2,
cujas informacdes adicionais constam na tabela 1. Estas células foram cultivadas em
garrafas de cultura celular (25cm? ou 75cm?) em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, Sigma-Aldrich) acrescido de 1% de antibiético contendo 200 U/ml de
penicillina G e 100 ug/ml de sulfato de streptomicina, pH 7.4 e suplementado com 10%
de soro fetal bovino. A cultura foi mantida em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C, e o
crescimento celular foi visualizado diariamente em microscopio optico invertido.

Para manutencao das células, o meio de cultivo das garrafas com confluéncia
total foi removido, e as células foram lavadas com 3-5 ml de PBS 1X estéril, pH 7.4. A
garrafa foi incubada com 1-3 ml de solucéo de tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) por 5-10
minutos, a 37°C para desprendimento das células aderidas na superficie de cultivo.

Em seguida, para inativacdo da tripsina-EDTA, foi adicionado 1-3 ml de meio DMEM
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completo como descrito acima, e as aliquotas das suspensdes celulares obtidas foram
transferidas para novas garrafas com DMEM completo.

Para producdo de estoques celulares, as células foram periodicamente
removidas, quantificadas e ressuspensas em soro fetal bovino acrescido de 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) estéril. Essas suspensdes foram armazenadas em tubos de
criopreservacao a -20°C overnight e, em seguida, transferidas para freezer a -80°C,
mantidas por até 3 meses.

Quando as células eram destinadas aos ensaios de infec¢do, eram cultivadas
em garrafas com meio de cultura DMEM + 10% soro fetal bovino + 1% de antibiético
até atingirem uma confluéncia de 80%. Ao atingirem essa confluéncia (periodo de 5 a
7 dias), era feita a tripsinizacdo e contagem das células. Uma parte dessas células
era plagueada em placas de 24 pocos, e cultivadas com meio de cultura DMEM + 5%
soro fetal bovino + 1% de antibiotico, e o restante das células era transferido para uma

garrafa e expandido para posterior congelamento.

Tabela 1: Informacdes sobre as linhagens celulares utilizadas neste trabalho

Linhagem Organismo de Tipo celular Tecido de Cédigo
origem origem
L6 Rattus norvegicus Mioblasto Musculo ATCC CRL-1458
(rato) esquelético
LLC-MK2 Macaca mulata Epitelial Rim ATCC CCL-7
(Macaco, Rhesus)
HOC2 Rattus norvegicus Mioblasto Miocardio ATCC CRL-1446
(rato)

Fonte: https://www.atcc.org
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3.4 Cultivo das formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram coletadas do
sobrenadante de células LLCMK2 infectadas e cultivadas em meio DMEM acrescido
de 1% de antibidtico, enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino em atmosfera com
5% de CO2 por 5-6 dias, que foi o tempo necessario para se observar a ruptura das
células e, consequentemente, tripomastigotas no sobrenadante. Assim, o0
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1000 g por 10 minutos. O pellet foi
ressuspendido em 1-3 ml de meio DMEM completo como descrito acima. Apés
possiveis diluicbes, uma aliquota de 10 ul foi utilizada para contagem na camara de

Neubauer e o total de parasitos obtidos foi utilizado nos experimentos e infeccéo.

3.5 Infecc¢do de células LLCMK2, L6 e H9C2 com formas tripomastigotas de T.

cruzi dacepayY

Células LLCMK2, L6 ou H9C2 foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de
24 pocos (Corning) contendo laminulas de vidro circulares esteréis, de 13 mm, no
fundo de cada poco (Glasscyto).

Para andlise por ELISA, 5x10° células foram plaqueadas, infectadas na
proporcdo de 5 tripomastigota por célula. Foram obtidas amostras do extrato e
sobrenadante das culturas celulares e a infec¢éo foi avaliada em diferentes periodos.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, 5x10% células foram plaqueadas e
infectadas. As laminulas eram fixadas com acetona por 30 segundos e guardadas em
freezes a -20°C até o momento das marcagfes com anticorpos.

Para os ensaios em que foram verificados os indices de infec¢do, 5x10% células
foram plaqueadas e a infeccdo observada em diferentes periodos. Ao final de cada
tempo, as laminulas eram lavadas 2 vezes com PBS 1X e coradas com panético

rapido LB (Laborclin — codigo 620529) para contagem.
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3.6 Obtencdo das formas promastigotas metaciclicas de Leishmania

amazonensis

Os cultivos da forma promastigota de Leishmania amazonensis, gentilmente
fornecido pela Profa. Maria de Fatima Martins Horta do Departamento de Bioquimica
e Imunologia da UFMG, foram mantidos por passagens semanais no meio de cultura
Schneider recentemente preparado (Sigma-Aldrich Cat. No. S9895) suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor.

Para purificacao das formas promastigotas metaciclicas, as Leishmanias foram
cultivadas por 3 a 4 dias (no caso da Leishmania amazonensis). Ap0s isso, a cultura
da garrafa foi transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL e lavada duas vezes
com PBS 1X para remover parasitas aderidos. O tubo de centrifuga foi passado
ligeiramente no vortex para soltar os grumos de Leishmanias. Apds isso, o tubo foi
centrifugado a 500 rpm por 4 minutos a 4°C para remover possiveis residuos, e o

sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo de 50 mL.

Assim, houve mais uma etapa de centrifugacdo a 3.300 rpm por 15 minutos a
4°C. Durante a centrifugacao foi preparado o reagente ficoll 10% para, em seguida,
montar um gradiente, adicionando ficoll 20% em um tubo de centrifuga de 15 mL. Apés
a centrifugacéo da cultura de parasito, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de
PBS 1X estéril. O ressuspendido foi adicionado lentamente sobre o gardiente de ficoll
pela parede do tubo com auxilio de uma pipeta. O gradiente foi centrifugado a 2.500
rom por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, rapidamente, por cima do anel
esbranquicado com o cuidado de evitar a desorganizacdo do gradiente e, também,
devido a toxicidade do ficoll. Ao sobrenadante foram adicionados aproximadamente
40mL de PBS 1X e centrifugado a 3.300 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X. O procedimento foi
repetido por, no minimo, duas vezes. O numero de parasitos foi quantificado em

camara de Neubauer.
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3.7 Animais

Todos os camundongos utilizados para realizacdo dos experimentos deste
projeto foram C57BL/6 machos, obtidos no biotério de criagéo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG a partir da matriz de camundongos nocautes para IL-15
gentilmente cedidos pelo Dr. Herbert Tanowitz, gerados no “Institute for Animal
Studies do Albert Einstein College of Medicine”, nos EUA, conforme descrito por
Kennedy e colaboradores (2000). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
ambiente com temperatura controlada (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12-12h). Os

animais tiveram a disposicao racdo padrdo e agua de torneira filtrada.

3.8 Obtencdo das amostras da cauda de camundongo para genotipagem

Amostras da cauda de camundongos isogénicos do biotério de producédo da
UFMG, foram coletados cortando-se aproximadamente 0,5 cm da cauda de cada
camundongo pressionando a cauda com uma pinca préximo ao local do corte. Para
isso foi administrada, previamente, cloridrato de lidocaina (pomada) 50mg (EMS S/A),
para anestesiar o local do corte. Todo material utilizado para a retirada da amostra
das caudas era higienizado e destinado, unicamente, para esse fim. Apos esse
procedimento, as amostras eram acondicionadas em tubos de polipropileno
etiquetados e as amostras da cauda eram imediatamente incubadas com a solucéo

de lise para extracao do DNA.

3.9 Extracdo de DNA pelo protocolo de fenol/cloroférmio

Os camundongos tiveram aproximadamente 0,5 cm da cauda removido e
incubado, over night a 55°C, com 400 uL de solugéo de extracdo contendo 100 mM
de Tris-HCI, EDTA 5mM (pH 8,5), SDS 0,2% e NaCl 200 mM. No momento do uso, a
esta solugdo, eram adicionados 2 uL de proteinase K (100 ug/mL).

No dia seguinte, caso ainda existisse algum pedaco de tecido, era necessario
agitar o tubo no vértex até a cauda dissolver por completo. Em seguida, a amostra era
centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi

coletado e incubado com 700 uL de Fenol/Cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1).
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Apos isso, a amostra foi agitada por 1 hora no shaker (com inverséo), em velocidade
de 1.500 rpm. Novamente houve uma etapa de centrifugacdo a 14.000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente.

A fase aquosa superior que se formou foi colatada e incubada com
Fenol/Cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). Neste estagio, a amostra foi agitada por
1 hora no shaker (com inversdo), em velocidade de 1.500 rpm, seguida de
centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa
superior foi coletada e a esta foram adicionados 600 uL de etanol PA (Merk), com
incubacédo a -20°C por uma hora. ApGs esse periodo, o tubo que continha amostra foi
invertido até formar um precipitado. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 5
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado e incubado com 500uL de etanol 70%
gelado. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm, por 5 minutos a temperatura
ambiente a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 30 uL
de Tris-EDTA. A amostra de DNA foi quantificada em espectrofotdometro (Nanodrop ™
ou GeneQuant 1300).

3.10 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA purificado a partir da cauda de camundongo foi empregado como molde
nas amplificacdes por PCR para genotipagem dos camundongos a fim de distinguir
0S animais nocautes para IL-15, que foram usados nos experimentos, dos animais
selvagens e heterozigotos que possivelmente foram usados na geragao da col6nia IL-
15 nocaute.

As reacfes de PCR foram feitas em um volume total de 20 uL, utilizando-se
100 ng de DNA genbémico de camundongo, 0,5 yM de cada iniciador (Senso 1 —
TGGCCTCTGTTTTAGGGAGA e anti-senso 1 — AGGCCATCTCAGGAAGATCA; que
amplificariam o gene de IL-15 em um fragmento de 361 pares de bases em animais
selvagens e heterozigotos; e senso 2 - CGTTGGCTACCCGTGATATT e anti-senso 2
— AGAAGGCTTTGCAATGTTCA, que amplificariam o gene de IL-15 interrompido pelo

gene da proteina que confere resisténcia a neomicina com um fragmento de 308 pares

de bases em animais heterozigotos e nocautes) (figura 8); 0,2 mM de cada nucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 1X de tampao Go Taq (Promega) contendo 1,5mM de
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MgClz; 1,25 Unidades de Taqg DNA polimerase (Promega) e agua para completar o
volume.

As reagbes foram incubadas no termociclador ProFlex PCR System
(Biosystems), utilizando o seguinte programa: desnaturacao inicial de 95°C por 3
minutos; 30 ciclos de 95°C por 1 min, anelamento de 52°C por 1 min e extenséo a
72°C 1 min; além de uma extensao final a 72 °C por 12 minutos. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampéao
TAE 1X, contendo 10% de SYBR™ Safe (Thermo Fisher) e visualizados em luz UV.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando a genotipagem dos camundongos a
serem utilizados nos experimentos de infecgcdo. O DNA genémico dos camundongos candidatos a
serem utilizados nos experimentos de infeccdo foi purificado utilizando o protocolo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), e utilizado como molde na PCR na qual foram empregados
iniciadores que amplificavam um fragmento de 361 pares de bases, que correspondia ao gene de IL-
15 nao interrompido, e também, iniciadores que amplificavam um fragmento do gene que confere
resisténcia a neomicina, o qual foi utilizado para interromper o gene de IL-15 gerando os animais IL-15
nocautes. Dessa forma, para os animais selvagens (canaletas 01 e 02) é possivel observar apenas
bandas correspondentes ao fragmento de 361 pares de bases, ao contrdrio dos animais nocautes
(canaleta 04), em que é possivel observar apenas a banda correspondente ao fragmento de 308 pares
de bases. Para os animais heterozigotos é possivel observar a presen¢a das bandas correspondentes
aos dois fragmentos.
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3.11 indices de infeccédo

Para avaliar os indices de infeccao das células infectadas tanto por T. cruzi ou
L. amazonensis, as laminas de infec¢des de diferentes periodos foram coradas com
panotico rapido LB (Laborclin — codigo 620529). Foram contadas 300 células totais e
as contagens foram feitas em triplicata. Destas 300 células, foram contadas o numero
de células infectadas e a quantidade de parasitos em cada célula infectada.

Para os calculos da porcentagem de células infectadas foi utilizada a seguinte

formula:

n° de células infectadas x 100

n° total de células

Para determinar o nUmero de amastigotas a cada 100 células infectadas foi utilizada

a seguinte férmula:

n° de amastigotas

X100

n° de células infectadas

3.12 Medicao da producéo 6xido nitrico (NO)

A producdo de NO foi analisada indiretamente pela leitura colorimétrica do
nitrito em sobrenadantes das culturas de macrofagos infectados por T. cruzi nos
diferentes tempos de infeccao pelo reagente de Griess, conforme descrito por Green
et al. (1992). Foram coletados 50ul do sobrenadante por poco, misturados na
proporcao de 1:1 com o reagente de Griess [1 volume de 1% de Sulfanilamida (H3POa)
em 2,5% de acido ortofosférico em dgua deionizada com volume igual de 0,1% de N-
(1- Naptil) -Etilenediamida (NEED) em agua deionizada] em placa de 96 pocos. ApoOs

10 min, a mistura foi submetida a leitura num espectrofotdmetro para placa de 96
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pocos utilizando 540 nm como comprimento de onda. A concentracao foi calculada
por uma curva padrao pré-calibrada usando nitrito de s6dio (NaNO2) 10 mM diluido

em meio de cultura como padréo (Ding et al.,1988).

3.13 ELISA

Para obtencgédo do extrato celular, as células foram lisadas durante 5 minutos a
temperatura ambiente em um tampé&o de lise contendo EDTA 1X, SDS 3%, Tris-HCI
pH 7,5 (10Mm) e PMSF (0,7mM).

Em relagéo as amostras de sobrenadante analisados, foram retirados 100 uL
do total de 300 uL para andlise por ELISA, utilizando o kit DuoSet ELISA (DY447), da
R&D Systems. O anticorpo de captura foi diluido 1:120 em 100uL PBS 1X. O volume
foi imediatamente pipetado em uma microplaca de 96 pocos. A placa foi incubada a
temperatura ambiente over nigth.

No dia seguinte, o anticorpo de captura foi aspirado e cada poco foi lavado 3
vezes, enchendo cada poco com 400uL de tampéao de lavagem contendo Tween 20
(0,05%) em PBS 1X (pH 7,2-7,4). Em seguida, os pocos foram bloqueados com adi¢céo
de 300 L do reagente diluente, contendo BSA 1% filtrado em filtro de 0.2 micrémetros
ou 5% de leite em p6 desnatado (Molico), ambos diluidos em PBS 1X (pH 7,2-7,4). A
placa foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora, e apds esse tempo foi repetida
a etapa de lavagem por 3 vezes com tampéao de lavagem. Foram adiocionados 100
ML da amostra para analise e também, 100 pL do padréo, que fora previamente diluido
em reagente diluente, usando 7 pontos para curva padrdo, sendo a maior
concentracdo de 8000 pg/mL e diluicdes seriadas de 2 vezes. A placa foi coberta com
fita adesiva e incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo houve
aspiracdo do material, seguida de 3 lavagens com tampao de lavagem. Foram
adiocionados 100 pL do anticorpo de detecgéo, diluido 1:60 em 100uL de reagente
diluente em cada poco. A placa foi novamente coberta com fita adesiva e incubada
por 2 horas a temperatura ambiente. Ap0s esse tempo, foi feita a aspiracdo do
material, seguida de 3 lavagens e adicionados 100 uL da solucédo de Streptavidina
conjugada com HRP, diluida 1:40 em reagente diluente em cada pogo. A placa foi
coberta com fita adesiva e incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente, sem

exposicdo direta a luz. Depois de aspirado e lavado todo o material, foram
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adiocionados 100 L da solucdo de substrato, contendo peréxido de hidrogénio (H202)
e tetrametilbenzidina (TMB) na razéo de 1:1 a cada poco, e a placa foi incubada
durante 20 minutos a temperatura ambiente sem contato direto com a luz. Apds esse
tempo, foram adicionados em cada poco, 50 uL da solucédo de parada contendo 2 N
H2SOa4. A densidade Optica foi determinada, imediatamente, usando um leitor de

microplacas ajustado para 450 nm.

3.14 Imunofluorescéncia por microscopia confocal para deteccao de IL-15

As células cultivadas em laminulas de vidro foram lavadas com PBS 1X e
fixadas com acetona a 4° C por 1 minuto. Apés a fixacdo, as células foram lavadas
trés vezes com solucao de PBS 1X. O bloqueio e a permeabilizacdo foram feitos com
PBS 1X contendo 2% BSA e saponina 0,5% durante 20 minutos a temperatura
ambiente. No caso da marcacao de macréfagos murinos, uma vez que nestas células
h& a presenca de receptores Fc na sua membrana, foi necesséaria a incubagéo
adicional de um anticorpo Fc Block [BD Pharmingen CD16/CD32 (2 4G2)] diluido
1:100 em solucéo de bloqueio por 30 minutos. A incubac&o com anticorpo primario foi
feita usando anti-IL-15 de camundongo policlonal produzido em cabra (R&D Systems
— cbdigo AF447) diluido 1:10 em 30uL de PBS 1X com 2% BSA e saponina 0,5% foi
feita durante 45 minutos. Deste modo, as células foram lavadas trés vezes com PBS
1X durante 5 minutos e incubadas com anticorpo anti-IgG de cabra conjugado com
Alexa488 ou Alexa594 (Donkey a-Goat, Molecular Probes), diluido 1:100 em 30uL de
PBS 1X com 2% BSA e saponina 0,5% por 1 hora. As células foram lavadas
novamente com PBS 1X como descrito anteriormente, com o acréscimo de mais 3
lavagens apenas com PBS 1X. Em seguida, as laminulas foram incubadas com 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma Aldrich), diluido 1:1000 em 30uL de PBS 1X,
seguido de 3 lavagens com PBS 1X.

As laminulas foram montadas com gel de montagem anti-fading p-
Phenylenediamine (PPD) e seladas com base esmalte transparente. As imagens
foram capturadas no microscoépio invertido de fluorescéncia por microscopia confocal
Nikon Ti C2 equipado com objetiva de 60x do Center for Gastrointestinal Biology, do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.
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3.15 Comparacéao do sinal da fluorescéncia pelo calculo da Fluorescéncia Total
Celular Corrigida (CTCF)

Com o auxilio do software ImageJ foi possivel obter alguns valores necessarios
para se céalcular os valores de CTCF. Para isso, as células de cinco campos diferentes
foram selecionadas, gerando valores de densidade integrada, area da célula e média
de cinza. Para correcdo dos valores, em cada figura foram selecionadas 3 areas, de
qualguer tamanho, que nao possuiam fluorescéncia, a qual chamamos de fundo. Com

os valores obtidos, utilizamos a seguinte férmula:

CTCF = Densidade da Integrada — (Area da célula selecionada X Média da

fluorescéncia da leitura do fundo)

3.16 Infeccdo de células previamente estimuladas com IL-15 recombinante

Macrofagos peritoneais murinos obtidos a partir do estimulo inflamatoério por
tioglicolato foram plagueados e cultivados conforme descrito no item 3.5 e estimulados
com 10 ng/mL de IL-15 recombinante por 24 horas (R&D Systems) em cada poco.
Assim, no dia seguinte, estas células foram infectadas com T. cruzi na razéo de 5:1
parasitos por células. Os indices de infec¢do foram observados em diversos tempos
por meio da observacdo, em microscépio, das laminas coradas com pandtico rapido
LB.

3.17 Analises estatisticas

Os gréficos foram feitos plotando os resultados das contagens das triplicatas
de cada experimento com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software). As analises estatisticas foram feitas utilizando os métodos One way
ANOVA e Tukey's test como poés teste ou Two way ANOVA e Bonferroni's Multiple
Comparison como pos teste. P < 0,05, P< 0,01 e P<0,001 foram considerados
significativos, equivalendo *, ** e *** respectivamente. Os experimenros foram

repetidos, no minimo 3 vezes de forma independente.
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4. Resultados

4.1 Deteccdo de IL-15 no sobrenadante e em extrato celular de macrofagos

infectados com T. cruzi

Macréfagos murinos foram infectados na proporgédo de 5 tripomastigotas por
célula hospedeira. As células foram coradas e a porcentagem de células infectadas e
0 numero de amastigotas a cada 100 células infectadas em diferentes tempos foram
determinados. Os dados na figura 9A mostram que as porcentagens de células
infectadas foram de 38%; 49,33% e 67% em 24, 48 e 72 horas pds-infeccao,
respectivamente. Os dados na figura 9B mostram um aumento no numero de
amastigotas a cada 100 células infectadas, sendo de 255,4; 821,4 e 960,1 em 24, 48
e 72 horas apos o inicio da infec¢céo, respectivamente. Assim, 0s extratos celulares e
sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais murinos infectados com T.
cruzi, durante os tempos de 24, 48 e 72 horas, foram utilizados em ensaios de ELISA
para a avaliacdo da expresséao de IL-15. Os niveis de IL-15 secretada no sobrenadante
da cultura de macréfagos foram indetectaveis. Por outro lado, a andlise do extrato
celular de macréfagos infectados por T. cruzi apresentou aumentos de 3,6 vezes e
1,99 vezes nos niveis de producdo de IL-15 nos tempos de 24 e 48 horas poés-
infeccdo, respectivamente (Figura 10). Ap6s 24 horas de infec¢éo, os niveis de IL-15
detectados diminuiram sendo que, com 72 horas, foram observados valores proximos

agueles encontrados em macréfagos nao infectados.
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Figura 9: Porcentagem de células infectadas e nUmero de amastigotas por 100 células infectadas
em macréfagos peritoneais murinos infectados com tripomastigotas de T. cruzi. Macréfagos
peritoneais murinos foram infectados na propor¢éo de 5:1 tripomastigotas por célula. (A) Porcentagens
de células infectadas em diferentes tempos de infec¢do. (B) NUmero de amastigotas por 100 células
infectadas. No eixo x do gréfico estdo indicados os tempos de infeccdo. O asterisco acima de cada
barra contida no gréfico representa uma diferenca estatisticamente significativa comparada com o
primeiro tempo observado (p <0,05 = * e p <0,001 = ***),
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Figura 10: ELISA de extrato celular de macr6fagos peritoneais mostrando os niveis de IL-15 em
resposta a infec¢do por T. cruzi. 1x108 Macréfagos peritoneais murinos/pogo foram infectados com
a forma tripomastigota de T. cruzi numa razdo de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do grafico estédo
indicados os tempos de infec¢éo e no eixo y do gréfico estéo indicadas as concentra¢des de IL-15. Os
tempos de infeccdo observados foram 6, 24, 48 e 72 horas. O asterisco acima de cada barra contida
no gréfico representa uma diferenc¢a estatisticamente significativa em comparacéo com as células ndo
infectadas (p < 0,05 =* e p <0,001 = ***),
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4.2 Imunolocalizacéo de IL-15 em macréfagos murinos infectados por T. cruzi

Por sua localizagdo na membrana do parasito e por possuir duas alcas
hidrofilicas voltadas para o lado de fora da membrana do parasito (Teixeira et, al.,
1994), estando dessa forma em constante contato com as proteinas citoplasmaticas
das células hospedeiras, nds levantamos a hipotese de que o parasito poderia
interagir com IL-15 via amastinas e/ou outras proteinas associadas a esta. Baseado
nos resultados de ELISA que mostraram um aumento de IL-15 no extrato celular de
macrofagos peritoneais murinos, experimentos de imunofluorescéncia e analise por
microscopia confocal, utilizando um anticorpo anti-IL-15 e um anticorpo secundario
conjugado com o fluorocromo Alexa 594, foram feitos para verificar a existéncia de co-
localizacéo de IL-15 com as formas amastigotas de T. cruzi. Na figura 11.1 é mostrada
a localizacédo intracelular de IL-15 com uma distribuicdo difusa e uniforme nas por¢cées
citoplasmatica e nuclear para células néo infectadas. E nas células infectadas foi
observada a predominancia de IL-15 na porcao citoplasmatica com prevaléncia sobre
a porcdo nuclear. Na figura 11.2, por meio de amplificacdo da imagem, & possivel
observar regides onde ha polarizacdo de IL-15 citoplasméatica para préximo do
parasito. Na figura 12 sdo mostrados os controles da imunofluorescéncia de
macrofagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos quais foram utilizados
apenas a marcagcado com anticorpo secundario, a fim de certificar a ndo existéncia de
marcacao inespecifica. O sinal de fluorescéncia, nessas células, foi quantificado e
convertido em unidades de fluorescéncia total celular corrigida (CTCF), o que permitiu
verificar que, em macréfagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, houve um
aumento na CTCF comparado com os valores da CTCF das células ndo infectadas
(figura 13A). Sabendo que a infeccdo por T. cruzi induz a producdo de IL-15
citoplasmatica em macrofagos murinos, a nossa proxima pergunta foi se essa proteina
produzida tendia a se concentrar em alguma regido especifica da célula. Apés a
quantificacdo da fluorescéncia da regiao citoplasmatica e nuclear, foi observado um
aumento da fluorescéncia na regido citoplasmatica das células infectadas quando

comparadas com as células ndo infectadas (figura 13B).
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Figura 11.1: Localizacdo de IL-15 citoplasméatica de macréfagos murinos durante a infecgao por
T. cruzi. Nas células infectadas (24hpi) (B, D e F) é possivel observar a polarizagao de IL-15 (vermelho)
para préximo do parasito, se encontrando predominantemente na regido do citoplasma da célula, ao
contrario das células nédo infectadas (A, C e E), nas quais a IL-15 se encontra distribuida de forma
difusa. O DAPI (azul) indica a localizagdo de material genético tanto do macrofago quando do parasito.
Barra = 10pum.
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Figura 11.2: Localizacdo de IL-15 citoplasmatica de macréfagos murinos durante a infecgao por
T. cruzi (com amplificagdo da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possivel observar uma
tendéncia a polarizagdo de IL-15 (vermelho) em regiBes préximas ao parasito (regido destaca pelo
circulo). O DAPI (azul) indica a localizagao de material genético tanto do macréfago quando do parasito.

Barra = 10pum.
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Figura 12: Controles da imunofluorescéncia de macrofagos peritoneais murinos infectados por
T. cruzi, utilizando apenas a marcagdo com anticorpo secundario. A fim de certificar de que nao
haveria intera¢ges inespecificas com o anticorpo secundario, células ndo infectadas (A e C) e apds 24
horas do inicio da infec¢édo (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo secundério anti-
IgG conjugado com Alexa 594. Constam, também, os campos claros a fim de se observar a delimitagédo
das células. Barra = 10um.
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Figura 13: Comparacéo do sinal de fluorescéncia (CTCF) para IL-15 intracelular entre macriéfagos
ndo infectados e infectados com T. cruzi. A compara¢éo do sinal de fluorescéncia foi feita com o
auxilio do software ImageJ, que fornece valores para serem utilizados em uma férmula matematica,
que por sua vez, gera indices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em células néo
infectadas. (A) Comparacao da CTCF entre células ndo infectadas e células 24 horas apoés o inicio da
infeccdo. (B) Comparagédo da CTCF do nudcleo e do citoplasma entre células ndo infectadas e células
24 horas ap6s o inicio da infecgdo. O asterisco acima de cada barra contida no gréafico representa uma
diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢cdes observadas (p <0,001 = ***),
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4.3 Deteccao de IL-15 em sobrenadante e extrato celular de macrofagos durante

a infeccao por Leishmania amazonensis

Pelo fato de que na infeccdo por diferentes espécies de Leishmania, em
contraste com a infecgdo por T. cruzi, ocorrer a replicacdo do parasito no vacuolo
parasitéforo (para uma revisdo, veja, Rittig M.G & Bogdan C., 2000), nés nos
perguntamos se haveria um padrao de inducéo e/ou distribuicdo de IL-15, na infeccéo
por Leishmania, diferente daquele padréo que foi observado durante a infec¢ao por T.
cruzi. Para verificar esse padrao de expressao e distribuicdo, macrofagos peritoneais
murinos foram infectados com a forma promastigota metaciclica de L. amazonensis.
na proporcao de 10:1 parasitos por célula. A determinacdo das porcentagens de
células infectadas mostrou valores de 20,6%; 36,33% e 43% em 24, 48 e 72 horas,
respectivamente (figura 14A). O nimero de amastigotas a cada 100 células infectadas
observados foram 230,9; 367,2 e 412 em 24, 48 e 72 horas pos-infeccao,

respectivamente (figura 14B).
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Figura 14: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em macrofagos peritoneais murinos infectados com promastigotas metaciclicas de
Leishmania amazonensis. Macréfagos peritoneais murinos foram infectados na propor¢éo de 10:1
promastigotas metaciclicas de Leishmania amazonensis por célula. (A) Porcentagens de células
infectadas em diferentes tempos de infeccao. (B) Nimero de amastigotas por 100 células infectadas.
No eixo x do grafico estdo indicados os tempos de infeccao. O asterisco acima de cada barra contida
no grafico representa uma diferenca estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo
observado (p <0,01 =** e p <0,001 = ***),
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O sobrenadante e o extrato celular obtido da cultura de macréfagos infectados
por L. amazonensis foram analisados por ELISA de captura. Os niveis de IL-15 no
sobrenadante desta cultura de células foram indetectaveis. Por outro lado, foi possivel
observar que em macrofagos infectados por L. amazonensis havia a inibicdo da
producao de IL-15 intracelular nas horas iniciais da infec¢do: uma reducdo de 2; 1,8 e
1,3 vezes em 6, 24 e 48 horas pos infeccao, respectivamente quando comparados
com as células ndo infectadas. Apo6s 72 horas do inicio da infeccao, foi observado
que os niveis de IL-15 intracelular chegavam a valores préximos daqueles

encontrados em macréfagos nédo infectados.
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Figura 15: ELISA de extrato celular de macr6fagos peritoneais mostrando os niveis de IL-15 em
resposta a infeccdo por L. amazonensis. 1x10%® Macréfagos peritoneais murinos/pogo foram
infectados com a forma promastigota metaciclica de L. amazonensis numa razao de 10:1 parasitos por
célula. No eixo x do gréfico estao indicados os tempos de infeccéo e no eixo y do gréfico estéo indicadas
as concentracdes de IL-15. Os tempos de infec¢cdo observados foram 6, 24, 48 e 72 horas. O asterisco
acima de cada barra contida no grafico representa uma diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com as células ndo infectadas (p < 0,01 = ** e p <0,001 = ***),
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4.4 Imunolocalizacdo de IL-15 em macréfagos murinos infectados por

Leishmania amazonensis

Para avaliar o padrdo de distribuicdo de IL-15 durante a infecgao por L.
amazonensis, foi realizado o ensaio de imunofluoresncéncia em macréfagos
peritoneais murinos infectados por L. amazonensis apos 24 horas do inicio da infec¢ao
utilizando um anticorpo anti-IL-15 e um anticorpo secundario conjugado com o
fluorocromo Alexa 488. Como pode ser observado na figura 16.1, ha uma tendéncia a
polarizacdo de IL-15 intracelular para regides proximas aos amastigotas de L.
amazonensis. Na figura 16.2, por meio de amplificacdo da imagem, € possivel
observar regibes onde ha polarizacdo de IL-15 citoplasmatica para proximo do
parasito. Na figura 17 sao mostrados os controles da imunofluorescéncia de
macrofagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos quais foram utilizados
apenas a marcacao com anticorpo secundario, a fim de certificar a ndo existéncia de
marcacao inespecifica. De acordo com as figuras 18A e 18B é possivel observar que,
de modo geral, ha uma predominancia da localizacdo de IL-15 intracelular na regido
citoplasmatica celular, o que foi observado mesmo em 24hpi, sendo um dos tempo

em que foi observada uma reducéo nos niveis de IL-15.
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Figura 16.1: Localizacdo de IL-15 citoplasmatica de macréfagos murinos durante a infec¢éo por
Leishmania amazonensis. Nas células infectadas (24hpi e 72hpi — parte central e parte inferior,
respectivamente, dos blocos A, B e C) é possivel observar uma concentracédo do sinal de fluorescéncia
referente a IL-15 citoplasmatica (verde) em torno do parasito, ao contrario do que ocorre nas células
nao infectadas (parte superior dos blocos A, B e C), nas quais IL-15 se encontra distribuida de forma
difusa. O DAPI (azul) indica a localizagao de material genético tanto do macrofago quando do parasito.
Barra = 10pum.



Figura 16.2: Localizacdo de IL-15 citoplasmatica durante a infec¢cdo de macr6fagos murinos por
Leishmania amazonensis (com amplificacdo da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possivel
observar uma tendéncia a polarizagdo de IL-15 (verde) em regides proximas ao parasito (regido destaca
pelo circulo). O DAPI (azul) indica a localizagdo de material genético tanto do macréfago quando do
parasito. Barra = 10pm.
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Figura 17: Controles da imunofluorescéncia de macréfagos peritoneais murinos infectados por
L. amazonensis utilizando apenas a marcagcdo com anticorpo secundario. A fim de certificar de
gue nao haveria interagdes inespecificas com o anticorpo secundario, células ndo infectadas ( A e C)
e ap6s 72 horas do inicio da infeccdo (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo
secundario anti-lgG conjugado com Alexa 488. Constam, também, os campos claros a fim de se
observar a delimitagéo das células. Barra = 10um.
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Figura 18: Comparacao do sinal de fluorescéncia (CTCF) paraIL-15 intracelular entre macr6fagos
ndo infectados e infectados com L. amazonensis. A comparacao do sinal de fluorescéncia foi feita
com o auxilio do software Imaged, que fornece valores para serem utilizados em uma férmula
matematica, que por sua vez, gera indices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em
células nao infectadas (A, parte esquerda) Comparacdo da CTCF entre células ndo infectadas e
células 24 horas apoés o inicio da infec¢do. (A, parte direira) Comparacdo da CTCF do nucleo e do
citoplasma entre células ndo infectadas e células 24 horas apds o inicio da infec¢do. (B, parte
esquerda) Comparacdo da CTCF entre células ndo infectadas e células 72 horas apos o inicio da
infeccdo. (B, parte direira) Comparacdo da CTCF do ndcleo e do citoplasma entre células néo
infectadas e células 72 horas ap6s o inicio da infec¢do. O asterisco acima de cada barra contida no
grafico representa uma diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢cdes observadas (p <0,01
=** @ p <0,001 = ***),
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4.5 Deteccao de IL-15 em sobrenadante e extrato celular de cultura de células
L6, LLCMK2 e H9C2 infectadas com T. cruzi

De acordo com a literatura, IL-15 tem diversas particularidades que a diferencia
das outras citocinas da resposta inflamatdria. Uma das caracteristicas peculiares de
IL-15 é que esta € produzida por outras células e tecidos além do sistema imune
(Grabstein et al., 1994). Assim, o padrédo de expresséao de IL-15 foi analisado em vérias
linhagens celulares infectadas por T. cruzi , como por exemplo, em células L6, uma
linhagem de mioblasto isolada do musculo esquelético de ratos, por apresentarem
caracteristicas de células musculares diferenciadas como a alta expressdo da
proteina GLUT4 (Wang Q. et al., 1999); em células LLCMK2, uma linhagem de célula
epitelial originada de tecido renal de macaco (Hull R. N. et al., 1956; Evans V. J. et al.,
1959); e em células H9C2, que sdo uma linhagem de cardiomidcitos multinucleados,
sem atividade contrétil provindos do tecido de ventriculos de ratos BDIX, possuindo
diversos marcadores cardiacos (Kimes BW et al., 1976; Peter et al, 2016; Tan et al.,
2010). Estas células foram plagqueadas e infectadas na proporcdo de 5:1
tripomastigotas por célula. Os indices de infeccdo e numero de amastigotas por 100
células infectadas foram determinados. Para a infeccdo das células L6, as
porcentagens de células infectadas apresentadas foram de 34%, 44% e 82,66% em
24, 48 e 72 horas poés infeccéo, respectivamente. O niumero de amastigotas a cada
100 células infectadas observado foi de 455,4; 1221,4 e 1360,1 em 24, 48 e 72 horas
apos o inicio da infeccdo, respectivamente (figura 19 A e B). Para a infeccdo das
células LLCMK2, as porcentagens de células infectadas apresentadas foram de
28,66%; 59% e 67% em 24, 48 e 72 horas poés infeccdo, respectivamente. O nimero
de amastigotas a cada 100 células infectadas observado foi de 581,1; 1048 e 1660,2
em 24, 48 e 72 horas ap0s o inicio da infeccdo, respectivamente (figura 20 A e B).
Para a infeccdo das células H9C2, as porcentagens de células infectadas
apresentadas foram de 38%, 72% e 85,33% em 24, 48 e 72 horas pos infeccao,
respectivamente quando comparadados com o tempo de 24 ap0s o inicio da infecgéo.
O numero de amastigotas a cada 100 células infectadas observado foi de 331,4; 583,8

e 710,9 em 24, 48 e 72 horas pos-infeccao, respectivamente (figura 21 A e B).
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Figura 19: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em células L6 infectadas com T. cruzi. Células L6 foram infectados na propor¢céo de 5:1
parasitos por célula com tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens de células
infectadas em diferentes tempos de infeccdo. (B) Nimero de amastigotas por 100 células infectadas.
No eixo x do grafico estdo indicados os tempos de infeccao. O asterisco acima de cada barra contida
no grafico representa uma diferenca estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo
observado (p <0,001 = ***),
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Figura 20: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em células LLCMK?2 infectadas por T. cruzi. Células LLCMK2 foram infectados na
proporcao de 5:1 parasitos por célula com tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens
de células infectadas em diferentes tempos de infec¢do. (B) Nimero de amastigotas por 100 células
infectadas. No eixo x do gréfico estdo indicados os tempos de infec¢do. O asterisco acima de cada
barra contida no gréfico representa uma diferenca estatisticamente significativa comparada com o
primeiro tempo observado (p<0,01 = ** e p <0,001 = ***),
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Figura 21: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em células H9C2 infectadas com T. cruzi. Células H9C2 foram infectados na propor¢ao
de 5:1 parasitos por célula com tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens de células
infectadas em diferentes tempos de infeccdo. (B) Nimero de amastigotas por 100 células infectadas.
No eixo x do gréfico estéo indicados os tempos de infecgdo. O asterisco acima de cada barra contida
no gréafico representa uma diferenga estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo
observado (p <0,001 = ***¥),
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Assim, o sobrenadante e o extrato celular destas culturas de células foram
analisados por ELISA de captura. N&o foi possivel detectar IL-15 nos sobrenadantes
das culturas de células L6 ou LLCMK2 infectadas por T. cruzi. Por outro lado, amostras
de extrato celular da cultura de células L6 mostraram um aumento da producéo de IL-
15 intracelular de 2 vezes em 24 horas poés infeccdo quando comparados com as
células ndo infectadas (figura 22). A amostra do extrato célular da cultura de células
LLCMK2 apresentou um aumento na producao de IL-15 intracelular de 1,8; 1,69; 1,4
e 1,5 vezes em 24, 48, 72 e 96 horas pds infeccdo, respectivamente quando
comparadas com as células nao infectadas (figura 23). A amostra do extrato célular
da cultura de células H9C2 apresentou um aumento na producao de IL-15 intracelular
de 2,2; 3,12 e 3,28 vezes em 48, 72 e 96 horas pos infeccdo, respectivamente quando
comparadas com as células nado infectadas (figura 24). Foi possivel detectar IL-15
secretada no sobrenadante da cultura de células H9C2 infectadas por T. cruzi sendo
que os niveis dessa citocina aumentaram 6,2; 6; 12,1; 13,3 e 8,9 vezes em 6, 24, 48,
72 e 96 horas apos o inicio da infecgéo (figura 25).

63



800+

= *k*
= 600
£ T
£
2 400-
% =
= =

200~

0

WY oenp' Hanpt agnPt g2npt gene

Figura 22: ELISA do extrato celular de células L6 mostrando os niveis de IL-15 em resposta a
infeccdo por T. cruzi. 5x10° células/poco foram infectadas com a forma tripomastigota de T. cruzi
numa razdo de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do grafico estdo indicados os tempos de infeccdo e
no eixo y do grafico estdo indicadas as concentragdes de IL-15. Os tempos de infec¢cdo observados
foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no grafico representa uma

diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com as células ndo infectadas (p <0,001 = ***),
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Figura 23: ELISA do extrato celular de células LLCMK2 mostrando os niveis de IL-15 em resposta
a infeccdo por T. cruzi. 5x10° célula /poco foram infectados com a forma tripomastigota de T. cruzi
numa razdo de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do grafico estdo indicados os tempos de infeccao e
no eixo y do grafico estdo indicadas as concentragdes de IL-15. Os tempos de infec¢cdo observados
foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gréafico representa uma
diferenca estatisticamente significativa em comparacao com as células néo infectadas (p < 0,05 =*, p
<0,01 =** e p <0,001 = ***),
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Figura 24: ELISA do extrato celular de células H9C2 mostrando os niveis de IL-15 em resposta a
infeccdo por T. cruzi. 5x10° células /poco foram infectadas com a forma tripomastigota de T. cruzi
numa razdo de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do grafico estdo indicados os tempos de infeccdo e
no eixo y do gréafico estdo indicadas as concentra¢Bes de IL-15. Os tempos de infeccao observados
foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gréafico representa uma
diferenca estatisticamente significativa em comparagéo com as células ndo infectadas (p <0,001 = ***),
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Figura 25: ELISA do sobrenadante de cultura de células H9C2 mostrando os niveis de IL-15 em
resposta ainfeccéo por T. cruzi. 5x105 células /pogo foram infectadas com a forma tripomastigota de
T. cruzi numa razédo de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gréafico estdo indicados os tempos de
infeccdo e no eixo y do gréfico estdo indicadas as concentracdes de IL-15. Os tempos de infeccédo
observados foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no grafico
representa uma diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com as células ndo infectadas
(p < 0,05 =*e p <0,0001 = ***),
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4.6 Imunolocalizacao de IL-15 em células L6 infectadas por T. cruzi

Em seguida, nos perguntamos se o padrao de distribuicdo de IL-15 observado
em macrofagos murinos infectados por T. cruzi poderia, também, ser observado em
modelo de infeccdo de células ndo imunes e nao fagociticas. Para responder esta
pergunta, realizamos o ensaio de imunofluorescéncia em células L6 infectadas por T.
cruzi e observamos que, em células néo infectadas, IL-15 se encontra bem difusa
entre ndcleo de citoplasma, porém, quando esta célula € submetida a infeccdo, a
proteina, que tem sua producdo aumentada, se concentra no citoplasma, se
concentrando em maior intensidade com as formas amastigotas de T. cruzi. Esses
resultados podem ser observados na figura 26.1. Na figura 26.2, por meio de
amplificacdo da imagem, & possivel observar regibes onde ha polarizacdo de IL-15
citoplasmatica para proximo do parasito. Na figura 27 sdo mostrados os controles da
imunofluorescéncia de macréfagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos
quais foram utilizados apenas a marcacdo com anticorpo secundario, a fim de
certificar a ndo existéncia de marcacao inespecifica. Para quantificar o resultado da
imunofluorescéncia, nds determinamos a CTCF das células infectadas e néo
infectadas, podendo, desta forma, constatar um maior sinal de fluorescéncia para IL-
15 intracelular nas células infectadas quando comparadas com as células néo
infectadas. Esse resultado pode ser observado na figura 28A. Em seguida nos
perguntamos se havia diferenca da quantidade de IL-15 intracelular na comparacao
entre a porcdo nuclear e citoplasmatica. Para isso a CTCF das por¢des nuclear e
citoplasmatica foi determinada tanto para células infectadas quanto para células ndo
infectadas. Esses resultados mostraram que a quantidade de IL-15 intracelular na
porcdo nuclear em ambas as situagdes ndo varia. Por outro lado, houve aumento
significativo da CTCF na porcdo citoplasmatica das células infectadas quando
comparadas com as células ndo infectadas, mostrando que a proteina que era
produzida devido a infeccdo, se concentrava no citoplasma da célula. Esses

resultados podem ser observados na figura 28B.
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Figura 26.1: Localizacdo de IL-15 citoplasmatica durante a infeccdo de células L6 por T. cruzi.
Nas células infectadas (24hpi) (B, D e F) € possivel observar a polarizagdo de IL-15 (verde) para
proximo do parasito, em volta dos quais ha maior intensidade do sinal de fluorescéncia para a citocina,
se encontrando predominantemente na regido do citoplasma da célula, ao contrario das células nédo
infectadas (A, C e E), nas quais a IL-15 citoplasmatica se encontra distribuida de forma difusa. O DAPI
(azul) indica a localizacéo de material genético tanto do macréfago quando do parasito. Barra = 10um.
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Figura 26.2: Localizagdo de IL-15 citoplasmatica durante a infeccao de células L6 por T. cruzi
(com amplificagdo da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possivel observar uma tendéncia a
polarizacédo de IL-15 (verde) em regides préoximas ao parasito (regido destaca pelo circulo). O DAPI
(azul) indica a localizagdo de material genético tanto do macrofago quando do parasito. Barra = 10um.
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Figura 27: Controles da munofluorescéncia de células L6 infectadas por T. cruzi utilizando
apenas a marcagao com anticorpo secundario. A fim de certificar de que nao haveria interacdes
inespecificas com o anticorpo secundario, células néo infectadas (A e C) e apds 24 horas do inicio da
infeccao (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo secundario anti-lgG conjugado com
Alexa 488. Constam, também, o campo claro a fim de se observar a delimitacéo das células. Barra =
10pm.
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Figura 28: Comparacéo do sinal de fluorescéncia (CTCF) paraIL-15 intracelular entre macréfagos
ndo infectados e infectados com T. cruzi. A comparac¢do do sinal de fluorescéncia foi feita com o
auxilio do software ImageJ, que fornece valores para serem utilizados em uma formula matematica,
que por sua vez, gera indices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em células nédo
infectadas (A) Comparacdo da CTCF entre células ndo infectadas e células 24 horas ap6s o inicio da
infeccdo. (B) Comparacédo da CTCF do nucleo e do citoplasma entre células ndo infectadas e células
24 horas ap6s o inicio da infecgéo. O asterisco acima de cada barra contida no gréafico representa uma
diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢des observadas (p <0,01 = ** e p <0,001 = ***).
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4.7 Infeccdo de macrofagos peritoneais murinos previamente estimulados com

IL-15 com tripomastigotas de T. cruzi

Assim, para verificar os efeitos biologicos da IL-15 secretada e testar se ha
diferenca nos papéis das duas isoformas de IL-15 durante a infec¢do por T. cruzi,
macrofagos murinos foram estimulados com IL-15 recombinante (10ng/mL) por 24
horas e logo apos esse tempo foram infectados com T. cruzi na propor¢do de 5
parasitos por célula. As laminas referentes a diferentes tempos de infeccdo foram
coradas e os indices de infec¢do foram observados. De acordo com a figura 29A e
29B o0 estimulo com IL-15 recombinante induz um aumento na atividade tripanocida
por parte dos macréfagos em 24 e 48 horas ap6s inicio da infeccéo, observado pela
reducdo de 32% e 41,5% na porcentagem de células infectadas, respectivamente.
Houve reducdo no nimero de amastigota a cada 100 células infectadas, onde foi
observada uma de reducdo de 37,86% em 48 horas poOs-infeccdo. Esta atividade
tripanocida foi mantida quando o co-estimulo foi feito com IFN-Y(100ng/ml),

apresentando reducdes significativas em todos os tempos observados.
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Figura 29: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em macréfagos murinos previamente estimulados com IL-15 infectados com T. cruzi.
Macréfagos murinos previamente estimulados com IL-15 (10ng/ml) e/ou IFN-Y(100ng/ml) foram
infectados na proporcado de 5:1 parasitos por célula. (A) Porcentagens de células infectadas em
diferentes tempos de infeccdo. (B) Numero de amastigotas por 100 células infectadas. No eixo x do
grafico estdo indicados os tempos de infeccao. O asterisco acima de cada barra contida no grafico
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparada com as células infectadas, mas nao
estimuladas (p <0,05 = *, p <0,01 =** e p <0,001 = ***),
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A fim de obter mais informacdes acerca do mecanismo desencadeado por IL-
15 trans-apresentada (Sandau et al.,, 2004) em relacdo ao aumento da acéo
tripanocida em macréfagos previamente estimulados observados na figura anterior,
decidimos quantificar indiretamente a producdo de Oxido nitrico por parte destas
células, nas condicdes observadas, pelo método de Griess. Como é possivel observar
nos dados da figura 30, ha um aumento da producao de 6xido nitrico por parte das
células que foram estimuladas com IL-15 recombinante a partir de 24 horas do inicio
da infeccdo, e este aumento parece ser potencializado pelo co-estimulo com

interferon-gama.
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Figura 30: Producdo de 6xido nitrico por macréfagos murinos previamente estimulados com
IL-15 infectados com T. cruzi. Macréfagos murinos previamente estimulados com IL-15 (10ng/mL)
foram infectados na proporcao de 5:1 parasitos por célula. A producdo de 6xido nitrico foi quantificada
indiretamente pelo método de Griess. O asterisco acima de cada barra contida no gréafico representa
uma diferenca estatisticamente significativa comparado com as células infectadas, mas néo
estimuladas (p <0,05 =*, p <0,001 = ***),

76



4.8 Infeccdo de macrofagos peritoneais murinos nocautes para IL-15 com

tripomastigotas de T. cruzi

Com o objetivo de observar os efeitos bioldgicos de IL-15 intracelular durante a
infeccdo por T. cruzi, macréfagos peritoneais murinos foram infectados com a forma
tripomastigota numa proporcédo de 5:1 parasitos por célula. Foram comparadas as
infeccbes de macréfagos de camundongos selvagens com camundongos nocaute
para IL-15, gentilmente cedidos pelo Dr. Herbert Tanowitz do “Institute for Animal
Studies do Albert Einstein College of Medicine”, nos EUA. Neste ensaio foram
observadas as porcentagens de células infectadas, para macréfagos selvagens, com
média de 25,41% e 52,55% nos tempos de 3 e 48 horas, respectivamente. Para
macréfagos de camundongos nocautes para IL-15 foram observadas porcentagens
de células infectadas com média de 16,38% e 18,33% nos tempos de 3 e 48 horas,
respectivamente. Nao foi observada uma diferenca estatisticamente significativa no
periodo de 3 horas pés infeccdo. Contudo, foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significativa no periodo de 48 horas poOs infeccdo, o que
correspondeu a uma reducdo em torno de 60,5% nas porcentagens dos macrofagos
infectados nocaute comparados aos macrofagos selvagens infectados (figura 31A).
Do mesmo modo, o numero de amastigotas por células infectadas apresentou
diferenca estatisticamente significativa, também, no periodo de 48 horas pos infeccao.
Para os macréfagos de camundongos selvagens para IL-15, a média de amastigotas
a cada 100 células infectadas foi de 195 e 791 nos tempos de 3 e 48 horas
respectivamente. Por outro lado, nos camundongos nocautes para IL-15 a média foi
de 156 e 389 nos tempos de 3 e 48 horas, respectivamente (figura 31B).
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Figura 31: Porcentagem de células infectadas e numero de amastigotas por 100 células
infectadas em macréfagos murinos nocautes para IL-15 infectados com T. cruzi. Macréfagos
murinos nocautes para IL-15 foram infectados na proporcdo de 5:1 parasitos por célula. (A)
Porcentagens de células infectadas em diferentes tempos de infeccédo. (B) NUmero de amastigotas por
100 células infectadas. No eixo x do grafico estao indicados os tempos de infecgdo. O asterisco acima
de cada barra contida no grafico representa uma diferenga estatisticamente significativa entre as
condicdes observadas (p <0,01 =** e p <0,001 = ***),
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5. Discussao

Trypanosoma cruzi apresenta um complexo ciclo de vida em ambos
hospedeiros vertebrados e invertebrados, envolvendo alteracdes em sua forma
celular, passando por varios estagios de desenvolvimento que sdo conhecidos como
amastigota, epimastigota e tripomastigota, sendo que o estagio amastigota € aquele

capaz de se dividir dentro e fora das células hospedeiras (Rodrigues et al., 2014).

Um dos mais importantes desafios para se compreender os mecanismos pelos
quais se estabelece a doenca de Chagas seria, justamente, o estudo dos fatores
envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro. Ao se estudar a interacdo parasito-
hospedeiro durante a infeccao por T. cruzi, deve-se levar em consideracao que sua
populacdo diverge muito nos aspectos bioquimicos, de viruléncia e de patogénese
(Yoshida, 2006; Espinoza et al., 2010; Revollo et al., 1998; Pena et al., 2015), e que
sdo gerados diferentes tipos de respostas durante as fases da doenca, dadas as
diferentes composicées genéticas dos hospedeiros que sdo estudados tanto na
infeccdo experimental, quanto na infeccdo humana (Miles et al.,1981; Higuchi et al.,
2003). Estudar a interacao do parasito com a célula hospedeira pode ajudar a elucidar
guestdes acerca de reconhecimento, invaséo, estabelecimento do ciclo intracelular no
hospedeiro, e principalmente, saber sobre fatores que viabilizam a replicagédo dos
amastigotas e das mudancas que ocorrem na célula hospedeira durante este estagio

da infeccéao.

Atualmente, existem varios métodos pelos quais se pode estudar a interacéo
entre proteinas e, consequentemente, elucidar o seu papel, que no caso das
amastinas, possivelmente seria no estabelecimento da infeccdo por T. cruzi. Esses
métodos podem ser classificados em trés grupos: in vitro, como por exemplo:
purificacdo por cromatografia de afinidade seguida de espectometria de massa, que
envolve a marcacdo da proteina de interesse, com etapas de purificagdo e andlise
espectroscopicas; co-immunoprecipitacdo, que testa interagdes entre complexos de
proteinas, baseando em suas formas nativas, utilizando extrato celular total;
cristalografia de raios-X, que permite visualizacdo das estruturas das proteinas em
nivel atdmico, aumentando a compreensdo da interagdo entre proteinas e sua funcao;
e espectroscopia de ressonancia magnética, que também permite detectar interacoes
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entre proteinas, mesmo que essas sejam muito fracas. Em relacdo aos métodos in
vivo, podemos citar a técnica do duplo-hibrido de leveduras, que normalmente utiliza
dois hibridos de levedura, para deteccao de possiveis interagdes entre proteinas em
meio bioldgico (Young et al., 1998; Joung et al., 2000; Hurt et al., 2003; Fields & Song,
1989; Keegan et al., 1986; Ma J. & Ptashne, 1987; Ito T. et al.,, 2001). Para as
metodologias in silico, como exemplo, temos: a abordagem de sequéncia baseada
em ortélogo, que se baseia na natureza homologa de proteinas anotadas usando um
algoritimo de pareamento local das sequéncias; a abordagem de sequéncia baseada
em pareamento e dominios, que prevé interacdes de proteinas dominio-dominio; a
abordagem baseada na estrutura, que prevé interacdes proteina-proteina, levando em
consideracdo suas estruturas primarias, secundarias e terciarias; a abordagem do
gene neighborhoob, que observa se o gene analisado € conservado em Varios
genomas, tendo, assim, uma potencial possibilidade de ligacdo funcional entre as
proteinas codificadas por esses genes relacionados; a fusdo génica, que as vezes &
chamada como método Rosetta, que se baseia no conceito de que algumas proteinas
de apenas um Unico dominio possam ser fusionadas com proteinas de outros
organismos, formando um multi dominio e a arvore filogenética, que prevé a interacao
proteina-proteina com base na histéria evolutiva da proteina (para uma reviséo, veja,
Rao et al., 2014).

Buscando elucidar o papel das amastinas e sobre a proteinas que poderiam
interagir com elas durante a permanéncia do parasito no interior das células, 0 nosso
grupo de pesquisa desenvolveu ensaios de duplo hibrido. Essa metodologia foi
escolhida, pelo fato de ndo se saber quais proteinas poderiam interagir com as
amastinas, e por essa técnica ser mais adequada para estudos voltados para a
identificacdo, em uma biblioteca aleatéria de proteinas, das potenciais proteinas que
possam interagir com uma proteina de interesse. Esta técnica ja foi utilizada em varios
trabalhos que estudaram diversos organismos patogénicos, como por exemplo: C.
albincans (Stynen et al., 2010), E. coli (Wang et al., 2011), M. tuberculosis (Lin et al.,
2012), P. falciparum (Brown et al., 2011), Influenza virus (Huang et al., 2013),
Leishmania (Meleppattu et al., 2015). Em relacdo ao T. cruzi, a maioria dos trabalhos
envolvem a deteccédo da interacéo de proteinas regulatérias envolvidas na transcricao

e processamento de RNA (Cribb & Serra, 2009; Singh et al., 2014). Porém ainda néo
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se havia utilizado essa técnica durante a infec¢do por T. cruzi como foco na interacéo

com as proteinas do hospedeiro.

Nos ensaios de duplo hibrido, a primeira al¢a hidrofilica da amastina foi usada
como isca contra uma biblioteca de cDNAs humanos composta por aproximadamente
20 mil genes, sendo possivel detectar 10 clones positivos. Dois desses clones
continham a sequéncia que codificava IL-15 humana. Porém, esses ensaios
necessitam de validag&o, pois ha chances de ocorrer um grande niumero de interacdes
falso-positivas, ou interacdo que nao se pode detectar, levando a resultados falso-
negativos. Para se estabelecer um ensaio de duplo hibrido, deve-se levar em
consideracdo que as proteinas que se quer testar devam se localizar no interior das
células e, também, que as proteinas ndo vao estar em seu ambiente fisiologico
natural, podendo fazer com que elas ndo se dobrem corretamente, interferindo na sua
capacidade de interacao (Uetz et al., 2000; Ito et al., 2001; Semple et al., 2002; James
et al., 1996).

Na tentativa de validar os resultados obtidos nos ensaios de duplo hibrido, o
nosso grupo de pesquisa desenvolveu ensaios de “pull down” utilizando IL-15
recombinante fusionada com uma cauda de histidina e a alga extracelular de amastina
fusionada com a proteina GST. Porém, nossos resultados foram inconclusivos,
possivelmente devido ao fato de as proteinas produzidas terem sido encontradas
insolUveis, sendo necessario trata-las com agentes solubilizantes, ndo se sabendo,
dessa forma, se a estrutura das proteinas recombinantes seria a mesma das proteinas
nativas, ou se as condi¢cdes usadas durante o experimento séo as ideais para que a
interacdo ocorra. Pensando em otimizar esse ensaio e diminuir todo esse Vviés,
pretendemos realizar o ensaio de “pull down” utilizando extratos celulares de parasitos
super expressando amastina::GFP, por exemplo. Ainda podemos realizar o ensaio de
co-imunoprecipitacdo de amastina e IL-15 a partir de lisados totais de células
produtoras de IL-15 infectadas com T. cruzi expressando amastina::GFP e identificar
por meio de espectrometria de massas, por exemplo, todas a proteinas que estariam
interagindo com a alga hidrofilica das amastinas. Uma das vantagens da técnica de
co-imunoprecipitacédo € a possibilidade do uso de células eucaridticas que permite que
haja modificagbes poés-traducionais, que podem ser essenciais para que ocorra
interacdo entre proteinas, o que ndo seria possivel em sistemas de expressado

procarioticos (Moresco et al., 2010).
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A interleucina 15 possui varias caracteristicas que a difere das outras citocinas,
e apesar de compartilhar alguma semelhanca estrutural com IL-2, como, por exemplo,
o fato de possuir 4-a-hélices, IL-15 ndo tem sua expressao restrita a apenas células
do sistema imune, mas também pode ser encontrada em varios tipos celulares, onde
exerce o principal papel de inducdo da proliferacdo e inibicdo de apoptose. A
expressdo de IL-15 foi relacionada a infeccdo por diferentes patdogenos, como por
exemplo: por Mycobacterium leprae (Maeurer et al., 1999), Cryptococcus neoformans
(Mody et al., 1998), Leishmania infantum (Milano et al., 2002), C. parapsilosis (Németh
et al., 2014), virus HHV-6, HSV, EBV, virus sincicial respiratério, virus da estomatite
vesiculosa, virus da gripe, reovirus e virus Sendai (Fawaz et al., 1999; Flamand et al.,

1996) Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Tran et al., 2003).

Em relacdo a infeccéo por T. cruzi, foi documentada a elevacéo dos niveis de
IL-15 em lesBes de tecido cardiaco de pacientes portadores da doenca de Chagas
cardiomiopatica crbénica, havendo co-localizacdo, neste local, desta citocina com
células CD68 positivas, que é um marcador especifico de macrofagos (Fonseca et al.,
2007). Apesar de IL-15 possuir duas isoformas, que diferem apenas no tamanho da
sequéncia codificadora do seu peptideo sinal (Nishimura et al., 2000), a maioria dos

trabalhos publicados estuda apenas a sua forma secretada.

Neste trabalho, utilizando a técnica de ELISA de captura, realizamos a
qguantificacdo de IL-15, tanto secretada, quanto a sua forma citoplasmatica. A
dosagem da proteina na sua isoforma citoplasmética foi quantificavel em todos os
ensaios. Por outro lado, os niveis da forma secretada foram indetectaveis em todos
0s ensaios de infec¢do, com excecédo da infeccdo das células H9C2. Acreditamos que
a dificuldade de se dosar os niveis de IL-15 secretada esteja no fato de, além de sua
producao ser regulada devido ao fino controle que ocorre em todas as etapas de sua
expressdo, como por exemplo, a presenca de varios sitios e iniciacdo (AUG)
localizados na regiao 5 UTR, ainda haja o controle da sua secrecéo pelo peptideo
sinal que varia de tamanho nas diferentes isoformas, pois existe uma associagao de
uma secrecao ineficiente a presenca do curto peptideo sinal (Bamford et al., 1996;
Tagaya et al., 1997). Outra hipotese para explicar a dificil deteccéo de IL-15 secretada
no sobrenadante de cultura de células, seria o fato de que IL-15Ra, componente de
alta afinidade, normalmente presente em seu receptor e, que é produzido em maior

quantidade comparado a IL-15, possa também existir tanto na forma ligada a
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membrana quanto na forma sollvel, que é liberada da membrana por clivagem
proteolitica. A secrecdo da forma soluvel de IL-15Ra (sIL-15Ra) no sobrenadante &
muito semelhante ao que ocorre com o receptor da IL-6, por exemplo, onde a sua
disponibilidade difere muito entre situacfes fisiologicas e patoldgicas, afetando as
propriedades de sinalizacao de seu ligante em diversos aspectos (Nowell et al., 2003;
Budagian et al., 2004). Foi demonstrado que em camundongos, a geracao da forma
de soluvel de IL-15Ra é mediada pela enzima conversora do TNF, e que na presenca
de sIL-15Ra em fluidos biolégicos pode afetar negativamente a disponibilidade de IL-
15 livre por competicao pela preferéncia de IL-15 junto ao seu receptor cognato que
permanece ligado a membrana. Outro ponto importante é que a habilidade de slL-
15Ra em formar complexos com |L-15 pode causar dificuldade de deteccao de IL-15
livre em soro ou sobrenadante de cultura celular, uma vez que IL-15 possui dois sitios
de ligacéo para IL-15Ra em regides denominados dominos Sushi (Bulfone-Paus et
al., 2006; Budagian et al., 2006; Mortier et al., 2004; Rose-John et al., 2003). Além do
mais, trabalhos realizados in vivo mostraram que a administragdo de slL-15Ra em
cultura de células NK induziu a inibicdo da proliferacdo das células e das respostas
de células T antigeno-especificas, mostrando que esta forma solluvel de IL-15Ra age
de forma a dificultar a interacdo de IL-15 secretada com seu receptor (Nguyen et al.,
2002; Rucker et al., 2005).

Para investigar se T. cruzi seria capaz de induzir a expressdo de IL-15,
macrofagos murinos e diversas linhagens celulares foram infectadas com T. cruzi na
proporcao de 5:1 tripomastigotas por célula. Neste trabalho foi utilizada a cepa Y (Tcll),
que é uma cepa descrita como reticulotropica pois, além de infectar musculos,
também possui uma maior capacidade de parasitar os fagécitos residenciais e
mononucleares inflamatorios em comparacdo com outras cepas, pelo menos em
camundongos na fase aguda da infeccao. Sua preferéncia pela infeccao destes tipos
de células permite que essas cepas infectem uma variedade maior de tecidos e iSso
pode estar relacionado ao aumento da viruléncia (Postan et al., 1983; Andrade et al.,
1997; Taliaferro et al., 1955). T. cruzi foi capaz de induzir a produgdo de IL-15
citoplasmatica em macrofagos murinos, células L6 e células LLCMK2 a partir de 24
horas apo6s do inicio da infeccéo, porém esse efeito estimulatério foi mais persistente
nas ceélulas LLCMK2, que apresentaram aumentos da expressdo de IL-15

citoplasmatica em até 96 horas poés infecgdo, que foi o ultimo tempo analisado para
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as linhagens celulares. Esse aumento com maior duracéo pode ser devido a auséncia
de feedback negativo durante esses tempos, e uma forte responsividade destas
células & infeccado por T. cruzi no que diz respeito a producdo de IL-15. J& em
macréfagos murinos, o aumento da expressdo de IL-15 citoplasmatica pode ser
observado em até 48 horas ap0s o inicio da infeccdo. De modo semelhante as células
LLCMK2, as células H9C2, mostraram um aumento da producdo de IL-15
citoplasmatica a partir de 48 horas pdés-infecgcéo, que durou até o ultimo periodo de
tempo observado. Esta linhagem celular foi utilizada em estudos in vitro devido a sua
morfologia se assemelhar a cardiomidcitos embrionarios imaturos e pela vantagem de
esse modelo celular ser de facil manipulacéo e pela capacidade que as células tém
de se proliferar ilimitadamente (Peter et al., 2016). Outra vantagem destas células, é
qgue elas possuem alguns componentes da via de sinalizacdo essencial para sua
diferenciacdo em células musculares cardiacas maduras. Além disso, esses
cardiomiécitos embrionarios proliferam bem em condi¢des in vitro, permitindo uma
cultura relativamente facil (Tan X.A et al., 2010; Louch et al., 2001; Watkins et al.,
2011; Fu et al., 2005). Outro fato importante € que apesar de poder infectar uma
grande variedade de tecidos e células nucleadas, um restrito grupo de tecidos, como
por exemplo musculo esquelético, nervos entéricos e adipdcitos estdo diretamente
envolvidos na patogénese da doenca de Chagas. Assim, se observa uma exacerbada
infeccdo e inflamacdo em células do miocéardio, por exemplo (para uma revisao veja
Dias, J.C.P. & Coura, J.R, 1997). Como ja documentado, IL-15 foi detectada em nivel
de mRNA em células cardiacas (Grabstein et al., 1994; Quinn et al., 1995), nas quais
IL-15 atuou como um estimulador de tipos especificos de miosina, promovendo a
diferenciacdo de midcitos em fibras musculares. Ainda ja foi observado que T. cruzi
possui grande tropismo por estes tipos celulares (Von et al.,1989; para uma revisao
leia Fernandes M.C. & Andrews N.W., 2012).

Em macrofagos murinos, que sao células especializadas, foi observado que os
niveis de IL-15 citoplasmatica tendem diminuir no decorrer da infec¢éo. Isso pode ser
devido ao préprio mecanismo de feedback que esse tipo de célula exerce por meio da
secrecdo de citocinas antagonistas a IL-15 (Ruckert et al., 1998), que sédo de carater
anti-inflamatorio, como é caso de IL-10, por exemplo (lyer & Cheng, 2012). Uma
explicacéo para o aumento da producéo de IL-15 citoplasmatica durante o estagio de

replicacéo de T. cruzi no hospedeiro vertebrado, seria o fato de esta citocina ter efeitos
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anti-apoptéticos que ja foram documentados por diversos trabalhos que envolveram
varios tipos celulares expostos a diversas situacoes. A exemplo disso podem-se citar
os efeitos anti-apoptoticos de IL-15 sobre queratindcitos, nos quais inibiu a apoptose
induzida por UVB e anti-Fas, além de induzir a proliferacdo por meio da ativacdo das
vias ERK1/2, PI3K e Akt (Rtickert et al., 2000); e em fibroblastos murinos, nos quais a
formacédo do complexo IL-15/IL-15Ra foi capaz de reverter os efeitos apoptéticos de
TNF-alfa, por meio da ativacéo das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-XI (Bulfone-
Paus et al.,, 1997; Oh S. et al., 2008). Assim, inibindo a apoptose destas células
inevitavelmente sentenciadas a morte devido a infeccdo, o parasito teria por mais

tempo a célula hospedeira e as condicfes necessarias para sua multiplicacao.

Além disso, na andlise do sobrenadante de células H9C2 infectadas com T.
cruzi foi possivel detectar a presenca de IL-15 secretada desde as primeiras horas
apos o inicio da infeccdo. Mesmo sendo em valores bem reduzidos em relagéo
aqueles encontrados para analise dos extratos celulares, foi possivel observar um
aumento significativo na maioria dos tempos analisados. Trabalhos anteriores ja
documentaram a deteccdo de IL-15 secretada em diferentes situacdes, nas quais
obtiveram valores semelhantes aos que foram encontrados para células H9C2 neste
trabalho, como por exemplo: em soro de pacientes portadores de leishmaniose
visceral (Milano et al., 2001), no sobrenadante de células HelLa estimuladas com TNF-
alfa (Ouyang et al., 2013), no sobrenadante de macréfagos infectados por L. Infantum
(DeOliveira F.A. et al., 2015), no sobrenadante de células B16 e Hepa infectadas por
um virus recombinante LX/(IL-15), que expressava IL-15 (Xu et al., 2017). Por outro
lado, Bamford e colaboradores (1996) relataram a dificuldade de se detectar IL-15 em
sobrenadante apds a analise de diferentes tipos de células, mostrando que a liberacéo
de IL-15 secretada no sobrenadante de células se relaciona com o tipo celular, o tipo
de estimulo ou patdgeno e as condi¢cdes as quais foram obtidas e analisadas as
amostras. Devido a esta dificuldade de se detectar IL-15 secretada no sobrenadante
de cultura celular é que alguns autores sugerem, neste caso, realizar a concentracao
de, pelo menos 5 vezes, do conteudo do sobrenadante coletado para andlise (Saeed
et al., 2001).

Neste trabalho, utilizamos, paralelamente a infeccdo por T. cruzi, 0 modelo de
infecc@o por L. amazonensis, parasito o qual € reponsével por cerca de 8% dos casos

de leishmaniose cutanea no Brasil (Camara et al., 2011). Alem do mais, ao contrario
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de outras espécies de Leishmania, durante a infeccdo por L. amazonensis ha a
formacdo de um largo e espacoso vacuolo parasitéforo, com elevado numero de
amastigotas por vacuolo (Real et al., 2008), que pode estar relacionado, por exemplo,
com a evasao do parasito em relacdo a resposta imune do hospedeiro, por promover
um ambiente onde as enzimas envolvidas na lise dos parasitos, estejam relativamente
diluidas (Alpuche-Aranda et al., 1994; Real et al., 2010). Assim, apés o
sequenciamento do genoma de L. amazonesis, em 2013, foi possivel obter
informacgdes acerca do estabelecimento da interacdo parasito-hospedeiro, mostrando
gue assim como L. mexicana ha a presenca de representantes da familia das
amastinas que séo Unicas para o0 género, e que poderiam estar relacionadas com a
difusdo da forma cutanea da doenca. Por meio de andlises de bioinformética, foi
possivel, também, estabelecer padrées de interacdo de proteinas do parasito com
proteinas do hospedeiro, como € o caso de protainas do choque térmico do parasito
gue interagem com receptores do tipo Toll 9 (TLR9) do hospedeiro, inibindo a
expressao de expresséo de 6xido nitrico, beneficiando, desta forma, a proliferagédo do
parasito (Real et al., 2013).

A infeccdo de macrofagos murinos por L. amazonensis induziu a uma
reducdo nos niveis de IL-15 intracelular nas horas iniciais da infec¢do. Esse achado
corrobora um estudo que envolveu a analise do perfil transcriptdbmico de macrofagos
murinos infectado por L. major, que apesar de apresentar perfil de infeccdo e
caracteristicas diferentes de L. amazonensis, mostrou uma regulacdo negativa de
MRNA de IL-15 em 4 horas apés a infeccao (Real et al., 2008, Real et al., 2013, Dillon
L.A et al.,, 2015). Outros experimentos envolvendo a infecgdo por Leishmania
mostraram um perfil de regulacdo negativa semelhante ao que foi observado neste
trabalho. Uma possivel explicacédo para essa reducdo nos niveis de IL-15 intracelular
€ que durante a infec¢éo por Leishmania haja forte producéo de IL-10, que se envolve
diretamente no mecanismo de feedback negativo da producéo de IL-15. Estudos ja
demonstraram que a infecgdo por L. donovani causou a supresséo da IL-12, com
significativo aumento de IL-10 (Chandra D. & Naik S, 2008), corroborando 0s nossos
resultados, uma vez que ja foi demonstrado que IL-15 é um importante estimulador
para IL-12 (Avice et al.,, 1998). Assim inibindo a sintese de IL-15, haveria,
consequentemente, a reducdo nos niveis de IL-12. Deste mesmo modo, a infec¢ao

por Leishmania, também, induz uma forte expressédo de IL-4, polarizando a resposta
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inflamatoria para o tipo Thl, com consequente reducao nos niveis de IL-12, IFN-y e
producdo de NO por macrofagos (Alexander J. et al., 1999).

Nos casos de infeccdo por T. cruzi e Leishmania, por meio de ensaios de
imunoflourescéncia, foi possivel observar uma reorganizacéo na distribuicédo da IL-15
citoplasmatica, levando uma aglomeracdo da proteina em regides em volta dos
parasitos ao contrario da célula ndo infectada, onde IL-15 assume uma distribuicéo
difusa. A proteina que foi produzida em excesso, devido a infec¢do, mostrou tendéncia
a se concentrar no citoplasma da célula, local onde ocorre a replicacdo do parasito.
Esse aumento da concentracdo de IL-15 em locais proximos dos parasitos pode se
relacionar com a fato que no meio intracelular, IL-15Ra se encontra ligada com IL-15
via seu dominio Sushi, atuando como uma chaperona. Essa intera¢do com IL-15, além
de garantir o aumento da meia-vida da IL-15, induz fomagé&o de agregados, mediando
sua ligacdo a membrana (Bergamaschi C. et al., 2009; Giri et al., 1995; Mortier et al.,
2004; Lorenzen et al., 2006; Wang et al., 2005). Pois assim como ocorre na membrana
nuclear, a ligacédo de IL-15 com a membrana do parasito poderia ser ancorada por
esse receptor (Barzegar et al., 1998; Pereno et al., 2000). Um outro fato importante é
gue a formacédo desse complexo ligado a membrana celular induz a uma reciclagem
trans-endossomal das duas moléculas e isso promove uma maior duracédo de IL-15
ligada a membrana (Dubois et al., 1999; Dubois et al., 2002; Barzegar et al., 1998;
Pereno et al., 2000). O fato de IL-15 possuir 4 hélices alfa nos da indicios de que a
proteina por si sé possa existir de forma ligada a membrana através das chamadas
balsas lipidicas (Goebel et al., 2002; Vamosi et al., 2004). Isso, também, poderia
explicar o fato de IL-15 se co-localizar com a forma amastigota de L. amazonensis,
mesmo este parasito estando separado do citoplasma da célula pela membrana do
vacuolo parasitéforo. Uma observacédo importante na infeccéo de células L6 por T.
cruzi, foi a presenca de um aglomerado proteico de IL-15 claramente co-localizando
em volta das formas amastigotas de T. cruzi. Neste tipo celular houve uma maior e
mais nitida co-localizacéo de IL-15 com o parasito. Isso é muito importante dado que
durante a infecc¢do por T. cruzi, 0 parasito tende a se estabelecer em células e tecidos
musculares (Araujo-Jorge et al., 1992). Pela representacdo grafica da figura 32, é
possivel observar como se da o perfil de interacdo e distribuicdo de IL-15

citoplasmatica durante a infec¢ao por T. cruzi e L. amazonensis.
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Figura 32: Interagdo de IL-15 citoplasméatica com os amastigotas de T. cruzi e L. amazonensis.
Por meio da observagdo das imagens de imunofluorescéncia podemos especular sobre como se da a
distribuicdo de IL-15 citoplasmética durante a infecg8o por T. cruzi e L. amazonensis. Em células néo
infectadas, cuja producdo de IL-15, tanto citoplasmatica, quanto secretada se encontra em niveis basais
devido a sua expressao constitutiva. Assim, & possivel observar uma distribuicdo difusa da citocina
intracelular nos compartimentos citoplasmatico e nuclear (A). Quando a célula é infectada, além de
haver uma alteracdo na producdo da citocina, ha, também, uma reorganizagdo da distribuicdo da
citocina, que comeca a se concentrar em regides préximas ao parasito (B). No caso da infeccdo por
Leishmania, essa polarizacdo e interacdo pode ser possivel devido as caracteristicas de IL-15, sua
extrutura ser de 4 hélices alfa e de estar ligarada a cadeia alfa de seu receptor, o que a possibilita estar
ancorada tanto na membrana celular, quanto em compartimentos intracelulares, como o vacuolo
parasitoforo, por exemplo (C).
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Os nossos dados de ELISA estdo de acordo com dados da literatura que
mostram, por meio de analises de transcriptoma em diferentes tipos celulares e de
amostras de tecidos, a elevagédo do mRNA de IL-15 nas horas inicias da infecg&o por
T. cruzi quando comparadas com 0s controles nao infectados (Li Y. et al., 2016;
Houston et al., 2016; Fernandes et al., 2016; Christensen et al., 2016; Dillon et al.,
2015).

Quando macroéfagos peritoneais murinos foram tratados com IL-15 (10ng/mL)
por 24 horas e em seguida infectados com T. cruzi, houve significativa reducéo do
namero de amastigotas em 24 e 48 horas apds o inicio da infeccdo. Além desse
estimulo, foi utilizado um co-estimulo com interferon gama (100ng/mL), que além de
induzir uma acéo tripanocida em macréfagos murinos mais precocemente, ainda
potencializou os efeitos de IL-15 em 24 e 48 horas ap0s o inicio da infeccdo. Esses
dados remetem a um duplo papel de IL-15, que tem sua disponibilidade no meio
extracelular controlada basicamente pela sua taxa de secre¢éo, uma vez que as duas
isoformas s&o estruturalmente idénticas, diferindo apenas no tamanho do seu
peptideo sinal (Grabstein et al., 1994) De igual maneira, existem alguns trabalhos que
associam a morte de patdgenos com a elevacdo dos niveis de IL-15 em soro de
pacientes ou sobrenadante de cultura de células, como € o caso do trabalho que
avaliou a taxa de multiplicacdo de L. infantum em macréfagos previamente
estimulados com IL-15 em diferentes concentracdes, mostrando que a partir do
estimulo com 10ng/mL da citocina recombinante, ja se poderia observar uma reducao
significativa do crescimento parasitario (D’Agostinho et al., 2004).

Sabendo da importancia da producdo de Oxido nitrico (NO) por
macrofagos no combate a infeccdo por diferentes patégenos e que estas células
imunes sdo as principais produtoras de o6xido nitrico (Koo J. et al., 2016), nos
perguntamos se o efeito tripanocida observado pelo estimulo com IL-15 recombinante
era devido a inducdo do aumento da producdo de Oxido nitrico. Um aumento
consideravel de 6xido nitrico nas células que haviam sido estimuladas por IL-15 foi
observado e mais uma vez a co-estimulagdo com interferon gama potencializou o
aumento da producao de 6xido nitrico. Varios autores jA demonstraram que a enzima
oxido nitrico sintase, responsavel pela producdo de NO, tem um papel decisivo na
atividade tripanocida, e que o bloqueio desta enzima abole completamente a atividade

tripanocida por parte de macréfagos ativados. Foi demonstrado que o tratamento de
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camundongos C57BL/6 infectados com inibidores de NO sintase aumentou a
parasitemia e mortalidade (Nogueira & Cohn, 1978; Reed et al.,1987; Vespa et
al.,1994).

Atualmente ha disponiveis uma série de estratégias para se estudar a funcéo
de um gene, dentre estas, 0 nocaute por recombinacdo homadloga se apresenta muito
eficiente. Realizar metodologias como esta para elucidar a funcdo das amastinas em
T. cruzi ndo é possivel devido a existéncia de varias cOpias de amastinas presentes
no genoma do parasito. Na tentativa de testar nossa hip6tese da possivel interacéo
das amastinas com IL-15, e o possivel papel desta citocina em beneficio da viabilidade
do parasito, camundongos C57BL/6 machos nocautes para IL-15, foram importados
dos Estados Unidos, do Institute for Animal Studies do Albert Einstein College of
Medicine. Durante todo este trabalho foi tentado o estabelecimento de colbnias de
camundongos nocautes para IL-15 por meio do cruzamento destes camundongos
machos nocautes para IL-15 com fémeas selvagens obtidas no biotério Central da
UFMG. No trabalho que descreve como os camundongos nocautes para IL-15 foram
gerados, Kennedy e colaboradores (2000) documentaram que apesar de nao ter sido
observada nenhuma anormalidade histolégica ou infeccdo generalizada, o nocaute de
IL-15 provocou reducdo no peso absoluto médio dos linfonodos periféricos quando
comparados aos camundongos selvagens. Foi observada, também, uma reducao no
namero absoluto de células NK e reducédo de 2 vezes do nimero absoluto de linfocitos
intraepiteliais CD3 positivos. Foi relatado que camundongos nocautes permaneceram
saudaveis quando mantidos sob condicdes livres de patégenos. Contudo, devido aos
defeitos graves na funcdo das células NK e a reducao seletiva nas células T CD8+
periféricas, quando infectados pelo virus Vaccinia, esses camundongos apresentaram
severas morbidades como: pele arruinada, aparéncia curvada, atividade reduzida e
sinais de febre e caquexia. Foi observado, também, que células dendriticas e
macrofagos derivados de camundongos nocautes para IL-15 apresentavam
expresséo reduzida de IL-12, interferon gama de Oxido nitrico durante diferentes
estimulos (Ohteki et al., 2001). O estabelecimento desta colénia de camundongos
nocautes para IL-15 seria imprescindivel para testar nossa hipétese de que IL-15
contribui, de forma positiva, na viabilidade das formas amastigotas de T. cruzi, pois
como mostrado em nossos resultados preliminares, a auséncia desta citocina induz a

uma reducado nos indices de infeccdo apds 48 horas do inicio da infeccdo. Dessa
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forma, apos o estabelecimento desta col6nia, continuaremos nossos experimentos
com as repeticdes in vitro e prosseguiremos para os testes in vivo, que além da cepa
Y, envolverd outras cepas de T. cruzi.

Coletivamente, nossos resultados mostram que a isoforma intracelular de I1L-15
poderia exercer um papel muito importante na viabilidade da replicacdo de T. cruzi no
interior da célula. Essa citocina estaria intimamente ligada a multiplicacdo dos
parasitos no interior da célula e ainda atuaria na promoc¢éao da inibicdo do apoptose
destas células. Acreditamos que os niveis de IL-15 secretada e ndo secretada durante
a infeccdo seriam regulados no sentido de controlar a infecgcdo, porem existiriam
alguns parasitos, como no caso de T. cruzi, que induziriam a producdo da proteina
intracelular, quebrando esse equilibrio para favorecer a si. Acreditamos que esta
interacdo seja mediada pelas amastinas ou por um complexo proteico associado a
elas, pelo fato de que na forma amastigota ha elevada producdo das amastinas e por
sua localizacdo estratégica na membrana do parasito. Porém, para validar nossa
hip6tese de que a interacdo da IL-15 intracelular com a forma amastigota de T. cruzi
seria devido a presenca das amastinas, ainda sera necessario realizar alguns
experimentos que fardo parte das perspectivas para concluir este trabalho.

Além do mais, foram feitas tentativas de demonstrar a presenca de IL-15
citoplasmatica por outras metodologias, como por exemplo western blotting que é uma
técnica amplamente utilizada para identificar e quantificar proteinas. A maioria dos
trabalhos que envolve a quantificacdo de IL-15 utiliza técnicas como PCR em tempo
real, imunohistoquimica e ELISA, que, no momento, € o padrdo ouro para
guantificacdo de citocinas, e muitos deles estédo citados neste trabalho. Porém, alguns
autores documentaram as mesmas dificuldades que encontramos durante 0s ensaios
de western blotting. Saeed e colaboradores (2001) avaliaram a producéao e distribuicao
de IL-15 em amostras da interface de tecido de articulagdes que haviam apresentado
rejeicdo a implantes. Além de reconhecer multiplas bandas, sendo a maioria, com
massa molecular entre 63-65 kDa, o anticorpo anti-IL-15 também reconhecia bandas
de 13-14kDa, por isso foi sugerido que essas mdultiplas bandas poderiam ser
correspondentes a IL-15 em diferentes fases de processamento, denominadas pré-
pro-IL-15, cujo processamento seria similar ao da insulina (Fu Z. et al., 2013). Apos
tratamento enzimatico, que utilizou N-glicopeptidase F, foi possivel observar bandas

menores, inclusive de 13-14kDa. Por outro lado, Escudero-Hernandez e
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colaboradores (2017) analisaram a presenca de IL-15 em amostras de tecido de
duodeno de pacientes portadores da doenca celiaca, utilizando um anticorpo anti-IL-
15 monoclonal. Assim, foi possivel detectar a presenca de multiplas bandas, inclusive
aquela que correspondia ao peso de 15 kDa. Porém, quando utilizado um anticorpo
anti-15Ra, também era possivel detectar essas mesmas multiplas bandas, cujas
massas variavam entre 40-56kDa. Sendo assim, foram indicadas sendo resultado da
formacao de um complexo composto por IL-15 e a cadeia alfa de alta afinidade que
compde o0 seu receptor. Em relagdo a muitas citocinas, inclusive IL-15, j& havia sido
reportada a sua capacidade de serem N-glicosiladas ou formar oligdmeros (Balknill,
1996). Por outro lado, Ouyang e colaboradores (2013) apontam o fato de que, no
ambiente citoplasmatico, IL-15 interage fortemente com a cadeia a de alta afinidade
de seu receptor, que atua como uma chaperona, lhe conferindo maior estabilidade e
meia-vida (Duitman et al., 2008). Dessa forma, ainda ha necessidade de padronizar
0s ensaios de western blotting, para deteccdo de IL-15, em nossos trabalhos, pois
temos interesse em obter informagdes acerca da integridade da banda referente a
citocina nas situac¢des abordadas e possuir, assim, mais uma metodologia com a qual
seja possivel certificar dos resultados encontrados até o momento. Pelo fato de néo
ter sido possivel, até 0 momento, detectar a banda, de aproximadamente 15 kDa,
referente a massa molecular de IL-15 por meio do western blot, surgiu a necessidade
de testar a especificidade do anticorpo anti-IL-15 que utilizamos nos ensaio de
imunofluorescéncia, pois pelo fato de IL-15 ter uma estrutura formada por 4 a-hélices,
semelhante as amastinas (Teixeira et al., 1994; Rochette et al., 2005; Grabstein et al.,
1994; Pettit et al., 1997; Chirifu et al., 2007), o anticorpo utilizado poderia estar
interagindo, também, com estas Ultimas proteinas, o que poderia, de certo modo, ndo
gerar resultados falso-positivos, mas superestima-los, uma vez que houve deteccdo
de IL-15, mesmo em células ndo infectadas como mostrado nos ensaios de ELISA.
Desta forma, um dos experimentos que serdo realizados, envolvera a incubacgéo de
extrato de amastigotas extracelulares com anticorpo anti-IL15, com posterior analise
por western blotting. Apds essas validacfes, nosso proximo passo sera validar o
experimento de duplo hibrido com uma sequencia de experimentos que visam testar
a nossa hipoétese da interacdo das amatinas com IL-15. Além de realizar ensaios de
pull-down, desta vez com células que sabidamente produzem IL-15 infectadas com T.

cruzi, realizaremos ensaios de co-imunoprecipitacdo usando anticorpo anti-IL-15 e
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extratos proteicos de macréfagos ou linhagens celulares infectadas com cepas de T.

cruzi expressando 6-amastinas em fusdo com a proteina GFP ou com Tag de HA.

Utilizaremos a técnica de edi¢cdo génica por CRISPR em T. cruzi, a fim de
estabelecer o nocaute das amastinas. Sera que, com o nocaute das amastinas, o T.
cruzi ainda conseguiria se multiplicar dentro das células? Haveria alguma alteracéo
no perfil de localizacdo de IL-15 citoplasmatica observado nos ensaios de
imunofluorescéncia quando as células fossem infectadas por esses parasitos que
tiveram as amastinas nocauteadas por CRISPR? Também realizaremos ensaios de
infeccdo in vitro, com T. cruzi, em fibroblastos super-expressando IL-15
citoplasmatica. Sera que a super-expressao desta citocina beneficiaria a replicacéo
do parasito no interior da célula? E até que ponto este aumento na producao de IL-15

seria favoravel para o parasito e, também, para a célula hospedeira?

Outra hipétese é que, além de interagir com as amastinas ou proteinas
associadas a elas, IL-15, também, seria capaz de transduzir sinaliza¢cdo por meio
desta interacdo, pois as amastinas serviriam como uma espécie de receptor (vide
esquema da figura 33). Para testar esta hipotese, um dos experimentos que serao
realizados envolvera a incubacdo de amastigotas extracelulares geradas in vitro com
IL-15 recombinante. Haveria alguma alteracdo nos indices de replicacdo, ou até
mesmo, na morfologia destes parasitos? E que tipo de sinalizacdo esta citocina estaria
desencadeando nos amastigotas? Ensaios semelhantes aos que foram realizados por
Paiva e colaboradores (2015), utilizando Leishmania braziliensis que tiveram as o-
amastinas silenciadas por RNAI, serdo feitos a fim de esclarecer se esse
silenciamento afeta a interacdo dos amastigotas com IL-15, testando, mais uma vez
se a interacdo dos parasitos, observada pelos ensaios de imunofluorescéncia, foi de
fato, com IL-15. Se a interacao for mediada pelas amastinas, o silenciamento destas
afetaria a localizacdo de IL-15 junto ao parasito?

Ao estabelecer a colénia dos camundongos nocautes para IL-15, retomaremos
0s ensaios de infeccdo in vitro dos macréfagos obtidos a partir destes animais, e
teremos a oportunidade de realizar os primeiros ensaios de infeccdo in vivo, de
animais nocautes para IL-15, com T. cruzi. Certamente, esses ensaios poderdo ajudar
a elucidar um pouco mais acerca da patogénese da doenca de Chagas e esclarecer
até que ponto a IL-15 contribui para os aspectos clinicos da doenca. Paralelamente

ao estabelecimento da colonia de camundongos nocautes para IL-15, utilizaremos a
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técnica de silenciamento génico por RNA de interferéncia carreado por vetor retroviral
em macrofagos derivados da medula éssea (BMDMs) que foram gerados a partir de
camundongos como previamente descrito por Marim e colaboradores (2010). Esses
ensaios serao feitos em colaboragéo com o grupo de trabalho do Dr. Dario S. Zamboni,
do Departamento de Biologia Celular, da Escola de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto -SP. Uma das grandes vantagens deste
tipo de silenciamento genico mediado por vetor retroviral é a maior estabilidade, longa
duracdo do vetor de expressao e alta eficiencia na transducéo e no silenciamento
génico (Lund et al., 1996; Mclnerney et al., 2000; Pannell et al., 2001; Senigl et al.,
2017; Mascarenha et al., 2017). Assim, apds a transducéo, esses macrofagos serdo

infectados por T. cruzi e os indices de infecgdo serdo avaliados.
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Legenda:

(:) IL-15

IL-15
IL-15R-alfa

O Amastina

Complexo
IL-15 intracelular + IL-15R

Figura 33: Hipdtese da interagdo de IL-15 intracelular com as amastinas presentes na superficie
dos amastigotas de T. cruzi. Devido a sua localizagdo estratégica na superficie dos amastigotas, as
amastinas que possuem duas alcas hidrofilicas, de tamanhos diferentes, voltadas para o citoplasma
da célula hospedeira; e com base nos achados nos experimentos de duplo-hibrido, que mostraram a
interacdo da primeira al¢ca hidrofilica das amastinas com IL-15, e também, nos experimentos de
imunofluorescéncia, em que foram utilizados anticorpos anti-IL-15 em células infectadas por T. cruzi,
nas quais foi possivel observar uma polarizagdo do sinal de fluorescéncia para IL-15 em regides
préximas aos parasitos, nds levantamos a hip6tese de que as amastinas ou proteinas associadas a
elas seriam utilizadas como receptor para IL-15 intracelular, que se encontra tanto ligada a cadeia alfa
de alta afinidade de seu receptor heterotrimérico, como na forma descomplexada. Assim, essa ligacao
seria capaz de desencadear uma sinalizagdo no préprio parasito, 0 que poderia, de certa forma,
viabilizar a sua replicacdo no ambiente citoplasmético da célula hospedeira.
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6. Perspectivas

Sumarizando os principais experimentos que serdo realizados a fim de testar
nossas hipoéteses acerca da possivel interagdo das amastinas com IL-15, e sobre o

papel desta ultima na viabilidade do parasito no interior da célula, tem-se:

v' Ensaios de infec¢ao in vivo com T. cruzi de camundongos nocautes para IL-
15;

v' Ensaios de infeccdo in vitro de macréfagos com mRNA de IL-15 silenciados
por RNAI;

v Ensaios de Western Blotting com incubacdo de extrato de amastigotas

extracelulares com anticorpo anti-IL15

v' Ensaios de pull-down com extratos celulares de células que sabidamente

produzem IL-15 infectadas com T. cruzi,

v' Ensaios de co-imunoprecipitacdo com anti-IL-15 e extratos proteicos de
macréfagos ou linhagens celulares infectadas com cepas de T. cruzi

expressando &-amastinas em fusdo com GFP ou com Tag de HA,;
v' Ensaios de infec¢ao in vitro e imunofluorescéncia com anti-IL-15 po6s

infeccdo de macréfagos e outras células com cepas de T. cruzi nocautes para
d-amastinas por CRISPR/Cas9;

v' Ensaios de infeccdo in vitro com T. cruzi de fibroblastos super-expressando
IL-15;
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v' Ensaios in vitro com a incubacdo de amastigotas extracelulares, geradas in

vitro, com IL-15 recombinante;

v' Ensaios de infecc¢éo in vitro utilizando Leishmania braziliensis que tiveram as

®-amastinas silenciadas por RNAI.
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