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RESUMO  

     

 O receptor aril hidrocarboneto (AHR) é um fator de transcrição ativado por ligante envolvido 

no controle de vários aspectos da resposta imune, incluindo a ativação e diferenciação de 

tipos específicos de células T e células apresentadoras de antígenos. Isso faz dele um 

relevante fator de transcrição para o contexto de infecções incluindo a infecção por 

Trypanosoma cruzi, e no contexto de doenças autoimunes como a Esclerose Multipla (EM) 

e seu modelo experimental a encefalomielite autoimune experimental (EAE). A relevância 

de AHR para o controle da infecção pela cepa Y de T. cruzi ainda é desconhecida e foi 

investigada ao longo desse trabalho. Camundongos selvagens (WT) e AHR KO foram 

infectados por T. cruzi e tiveram os níveis quantificados de: parasitemia, inflamação do 

miocárdio e fibrose, expressão de AHR, citocinas, moléculas citotóxicas, no baço e/ou 

coração. Observamos aumento na expressão de AHR no coração de camundongos WT aos 

15 dias após infecção (dpi). Os camundongos deficientes de AHR infectados por T. cruzi 

apresentaram redução na parasitemia, na inflamação e fibrose do miocárdio. Isso foi 

associado com um aumento da resposta imune caracterizada pelos níveis elevados de 

citocinas inflamatórias no coração desses camundongos. In vitro, a deficiência de AHR 

resultou em controle da replicação do parasita e redução nos níveis de ROS. Observamos que 

AHR influencia o desenvolvimento da infecção por T. cruzi por proporcionar o controle da 

produção de ROS e por influenciar a expressão de reguladores fisiológicos chave da 

inflamação. Já no contexto da autoimunidade, AHR controla a eficácia do laquinimode, 

composto em fase III de teste para o tratamento da EM. O laquinimode demonstrou efeito 

supressor em células dendriticas (DCs), mas ainda não se sabe se é de forma dependente de 

AHR. Em BMDCs não observamos efeito supressor do laquinimode, mas em DCs do baço 

vimos que o laquinimode e o delaq (um dos metabolitos do laquinimode), foram capazes de 

ativar AHR e reduzir a resposta inflamatória de forma dependente de AHR. Além disso, 

observamos um efeito supressor do delaq na produção de IL-6 e consequente redução da 

produção de IL-17 por células Th17 e aumento de Treg, também de forma dependente de 

AHR em DCs. Demonstramos aqui o papel antiinflamatório de AHR tanto na infecção 

experimental por T. cruzi quanto na EAE e a relevância desse receptor na resposta imune 

inata.  

  

  

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; doença de Chagas; receptor aril hidrocarboneto; 

macrófagos; resposta imune inata; espécies reativas de oxigênio; encefalomielite autoimune 

experimental.  

  

  

  

  

  

  



 

  

ABSTRACT  

     

The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-activated transcription factor 

involved in controlling several aspects of immune responses, including the activation and 

differentiation of specific T cell subsets and antigen-presenting cells, thought to be relevant 

in the context of experimental Trypanosoma cruzi infection, and in the context of 

autoimmune diseases as Multiple Sclerosis (MS) and its experimental model the 

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). The relevance of AHR for the outcome 

of T. cruzi infection is not known and was investigated here. We infected wildtype (WT) and 

AHR KO mice with T. cruzi-Y strain and we quantified the levels of: parasitemia, myocardial 

inflammation and fibrosis, expression of AHR, cytokines, production of cytotoxic molecules 

in heart and/or spleen. AHR expression was increased in the heart of infected WT mice at 15 

days post infection (dpi). Infected AHR KO mice displayed significantly reduced 

parasitemia, inflammation, and fibrosis of the myocardium. This was associated with an 

increased immune response characterized by increased levels of inflammatory cytokines in 

the heart of these mice. In vitro, AHR deficiency caused impairment in parasite replication 

and decreased levels of ROS production and the expression control of key inflammation-

physiological regulators. In the context of autoimmunity, AHR controls the efficacy of 

laquinimode (Laqui), a compound which is in stage III phase for the treatment of MS. 

Laquinimode have a suppressor effect on dendritic cells (DCs), thus is still not known if it is 

in an AHR -dependent manner. In BMDCs we did not observe a laquinimod-suppressor 

effect, but in DCs from spleen, we saw that laquinimod and delaquinimod (a laquinimod 

metabolite), were able to activate AHR and impair the inflammatory response in an AHR -

dependent manner. Furthermore, we note a delaquinimod suppressor effect in the production 

of IL-6 and consequent reduction of IL-17 production by Th17 cells, and an increase in Treg 

cells, also in an AHR-DCs dependent manner. Herein, we demonstrated the anti-

inflammatory role of AHR during experimental T. cruzi infectioin as well as during EAE, 

and the relevance of this receptor for the inate immune response.  

  

  

Key words: Trypanosoma cruzi; Chagas` disease; aryl hydrocarbon receptor; macrophages; 

innate imune response; reactive oxygen species; experimental autoimmune 

encephalomyelitis   
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INTRODUÇÃO  
     

We should spend less time ranking children and more time helping them to identify their 

natural competencies and gifts and cultivate these. There are hundreds and hundreds of 
ways to succeed and many, many different abilities that will help you get there  

  

Howard Gardner  
͟     
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1- DOENÇA DE CHAGAS  

  

1.1- Agente etiológico, vetor e ciclo de vida  

  

 A doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase Americana foi descoberta e 

descrita em 1909, em um trabalho pioneiro do médico Carlos Ribeiro Justiniano Chagas 

(Chagas, 1909). A doença tem como agente etiológico o Trypanosoma cruzi, um 

hematozoário flagelado que do ponto de vista filogenético pertence ao reino Protozoa, filo 

Euglenozoa, classe Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatida, família  

Trypanosomatidae e gênero Trypanosoma. Além de ser encontrada principalmente na 

América Latina, a doença de Chagas tem sido detectada nas últimas décadas nos Estados 

Unidos da América, Canadá, muitos países europeus e alguns países do Pacífico Ocidental. 

Atualmente, estima-se que cerca de 6 a 7 milhões de pessoas em todo o mundo estão 

infectadas pelo parasita (Figura 1). De acordo com a Organização Mundial da Saúde - World 

Health Organization (Who, 2014), essa nova distribuição global se deve ao fluxo de migração 

da América Latina para o resto do mundo. Apesar de estarmos há mais de um século da 

descrição da doença e do aumento da investigação científica na área, a doença de Chagas 

ainda representa um grave problema de saúde pública na América Latina e é reconhecida 

como uma das principais doenças tropicais negligenciadas no mundo (Who, 2014).  
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Figura 1. Distribuição global de indivíduos infectados por Trypanosoma cruzi. Inicialmente descrita como 

Tripanossomíase Americana, a Doença de Chagas e característica da América Latina, atualmente podemos 

encontrar indivíduos com a doença em outros continentes devido principalmente a migração de pessoas 

infectadas. Adaptado de (Ribeiro et al., 2012).  

  

Com relação ao ciclo de transmissão do parasita, a forma infectiva é a tripomastigota 

metacíclica (alongada com flagelo, o que facilita o movimento) (Teixeira et al., 2006). 

Intracelularmente, os parasitas escapam do vacúolo parasitóforo e diferenciam-se em formas 

amastigotas (forma ovóide e sem flagelo), que se reproduzem assexuadamente por fissão 

binária no citoplasma celular. Tal fato pode levar à degeneração e morte da célula hospedeira 

uma vez que há grande número e movimentação intensa dos tripomastigotas. Essas formas 

flageladas são liberadas no sangue, e no sistema linfático, e são capazes de infectar outras 

células do corpo, causando lesões, principalmente, em tecidos musculares cardíacos e lisos 

(Teixeira et al., 2006). Os barbeiros são os principais vetores para os humanos, no intestino 

médio desses insetos, os parasitas se tornam epimastigotas e se multiplicam e ao se 

diferenciarem na forma tripomastigota metacíclica, que é eliminada nas fezes e urina durante 

o repasto sanguíneo, podem penetrar através de feridas ou mucosas no organismo do 

hospedeiro definitivo, recomeçando assim o ciclo de transmissão da doença de Chagas 

(Figura 2).   
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Descrição dos estágios de vida no triatomíneo e no 

humano. A picada do barbeiro geralmente ocorre em áreas expostas do corpo e o indivíduo picado carrega 

acidentalmente as fezes do barbeiro infectado com T. cruzi para o local da picada, para mucosas ou para qualquer 

lugar na pele em que haja uma lesão. A forma infectiva é a tripomastigota metacíclica. Após a infecção, as 

formas tripomastigotas penetram em vários tipos de células do hospedeiro. Intracelularmente, os parasitas 

escapam do vacúolo parasitóforo e diferenciam-se em formas amastigotas, que se reproduzem assexuadamente 

por fissão binária no citoplasma celular. Tal fato pode levar à degeneração e morte da célula hospedeira uma 

vez que há grande número e movimentação intensa dos tripomastigotas. Essas formas flageladas são liberadas 

no sangue, e no sistema linfático, e são capazes de infectar outras células do corpo, causando lesões, 

principalmente, em tecidos musculares cardíacos e lisos. Os barbeiros no ato do repasto sanguíneo ingerem os 

tripomastigotas do sangue, e no estômago do invertebrado, a forma tripomastigota começa a adquirir aspectos 

arredondados, alguns se tornando esferomastigotas e outros epimastigotas. Ao chegar ao intestino, mais 

precisamente na porção média, os parasitas se tornam epimastigotas e se multiplicam. As formas epimastigotas 

migram para o intestino posterior do inseto, e la se diferenciam na forma tripomastigota metacíclica, que é 

eliminada nas fezes e na urina durante o repasto sanguíneo. Apos esse processo, por meio de um transporte 

mecanico realizado pelo potencial futuro hospedeiro, as formas tripomastigotas podem penetrar através de 
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feridas ou mucosa no hospedeiro definitivos, recomeçando assim o ciclo de transmissão da doença de Chagas. 

Adaptado de (Esper et al., 2015).  

  

  

Além da transmissão vetorial existem outras formas de infecção pelo agente 

etiológico sendo elas: a congênita; por transfusão de sangue ou de órgãos; e por ingestão oral. 

Essas últimas têm sido eleitas como de grande importância epidemiológica por levar a doença 

para outros países não endêmicos e por serem responsáveis por surtos recentes de doença 

aguda. Há ainda, mesmo que em menor ocorrência, as infecções que ocorrem por manuseio 

de animais e acidentes laboratoriais. (Teston et al., 2013; Who, 2014).   

  A doença é composta basicamente por uma fase aguda e uma fase crônica (Figura 3). 

A fase aguda é caracterizada por alta parasitemia e a presença de anticorpos específicos 

também auxilia a detecção da doença. (Teixeira et al., 2006). Já na fase crônica, o principal 

meio de constatação da doença é pela presença de anticorpos específicos, uma vez que a 

parasitemia é inexistente. Nesta fase os indivíduos são classificados como assintomáticos 

(forma indeterminada), podendo durar por toda a vida do paciente. Todavia, em cerca de 30% 

dos pacientes, a doença evolui para uma fase sintomática que pode se caracterizar na forma 

cardíaca, digestiva, cardiodigestiva ou nervosa (Tanowitz et al., 1992).  
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Figura 3. Fluxograma descritivo das fases da doença de Chagas. A detecção da doença ainda na fase inicial 

é importante para o ínício do tratamento e controle da infecção. Entretanto, a ausência de sintomas bem 

definidos torna difícil o diagnóstico. Dos indivíduos que são tratados na fase aguda, cerca de 80% apresentam 

sucesso no tratamento. Quando não tratados nessa fase ocorre a evolução para a fase crônica. Desses indivíduos 

que entram nessa fase, cerca de 30% desenvolvem a forma clinica severa da doença, que geralmente evolui para 

morte devido às complicações clínicas. A busca por marcadores prognósticos de progressão da doença é um 

aspecto crítico para prevenção da patogênese e introdução de medidas clínicas melhores. Adaptado de (Andrade 

et al., 2014).    
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1.2- Tratamentos  

  

Com relação aos tratamentos existentes, as drogas disponíveis são nifurtimox e 

benzonidazol – Rochagan ® (BZ). Entretanto, elas devem ser administradas por longos 

períodos de tempo, geram graves efeitos colaterais, são eficazes apenas na fase aguda, e 

geram tolerância (Punukollu et al., 2007; Tarleton, 2007). A ação do BZ pode envolver 

ligações covalentes e outros tipos de interações de intermediários nitro redutores com 

componentes do parasito ou até mesmo ligações ao DNA (Coura e Castro, 2002; Dias, 2009). 

Há evidências que indicam que o nifurtimox e o BZ possuem mecanismo de ação através da 

formação de radicais livres e/ou metabólitos eletrofílicos. O radical nitro que é formado pela 

ação do fármaco BZ estaria envolvido com seu efeito tripanocida por meio da formação de 

ligações covalentes com macromoléculas do T. cruzi, por exemplo, DNA e citocromo P450. 

O BZ aumenta a fagocitose e lisa o T. cruzi através de um mecanismo dependente de IFN-γ, 

que inibe o crescimento do T. cruzi por meio da ação da enzima NADH-fumarato redutase 

(Dias, 2009).   

  

1.3- Resposta imune a infecção por Trypanosoma cruzi  

  

1.3.1- Macrófagos e citocinas  

  

Com relação ao sistema imunológico, sabe-se que o sistema mononuclear fagocitário 

representa um subgrupo dos leucócitos, sendo que os componentes centrais são os monócitos, 

macrófagos, e as células dendríticas (DCs), que derivam de precursores mielóides da medula 

óssea.  No sangue estão presentes os monócitos e, principalmente nos tecidos, encontramos 

os macrófagos que possuem um importante papel durante a inflamação (Geissmann et al., 

2010). Durante a fase aguda da doença de Chagas há forte resposta inflamatória para controlar 

a replicação do parasita, e para isso ocorre o recrutamento das células da linhagem monocítica 

(Fabrino et al., 2011). A forma tripomastigota metacíclica tem a capacidade de invadir uma 

variedade muito grande de células no local em que foi inoculada, essa invasão às células do 

hospedeiro vertebrado ocorre pelo reconhecimento entre parasita e célula. Tal processo 

envolve uma variedade muito grande de moléculas que estão presentes tanto na célula do 

hospedeiro quanto no T. cruzi e pode ser dividido em três estágios: adesão e reconhecimento, 

sinalização e invasão. (Andrade e Andrews, 2005; Albertti et al., 2010; De Souza et al., 2010).    
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Quando ativados, os macrófagos podem produzir altos níveis de citocinas 

inflamatórias tais como interleucina (IL)-12 e fator de necrose tumoral (TNF). IL-12 pode 

ativar as células natural killers (NK) que são capazes de liberar interferon gamma (IFN-γ), 

isso leva a expansão de células T CD4+ e CD8+. Essas células T também são capazes de 

produzirem IFN-γ o que amplifica a expansão de mais células T (Torrico et al., 1991; Silva 

et al., 1992; Silva et al., 1995; Aliberti et al., 1996). IFN-γ ativa os macrófagos infectados 

por T. cruzi a produzirem óxido nítrico (NO), um importante agente microbicida durante essa 

infecção (Machado et al., 2000; Fabrino et al., 2011). A produção de IFN-γ é também 

implicada na indução da produção de TNF e IL-1β por macrófagos. (Silva et al., 2003). Por 

outro lado, as citocinas regulatórias IL-10 e fator de transformação de crescimento beta (TGF-

β) inibem a ativação de macrófagos mediada por IFN-γ, inibindo a produção de NO, 

quimiocinas e diferenciação de células produtoras de IFN-γ. (Silva et al., 1992; Silva et al., 

2003). Portanto, a neutralização de IL-10 endógena aumenta a produção de IFN-γ, indução 

de NO e consequentemente morte do parasita (Reed et al., 1994; Cardillo et al., 1996). A 

produção de NO também pode ser inibida pelo consumo do substrato da óxido nítrico sintase 

(NOS), a L-arginina. A enzima arginase pode metabolizar a L-arginina em Lornitina e uréia. 

Em macrófagos infectados, o consumo da L-arginina pela NOS ou pela arginase pode levar 

a morte ou a proliferação do parasita, respectivamente (Balaña-Fouce et al., 2012)   

 Coletivamente, esses estudos sugerem que IL-12 e IFN-γ favorecem a diferenciação 

de linfócitos T helper (Th)1, levando à produção de IFN-γ e consequente diminuição de 

síntese de IL-10, sendo esse mecanismo um fator chave requerido para indução e manutenção 

do controle da infecção aguda induzida por T. cruzi. (Torrico et al., 1991; Aliberti et al., 

1996). Dessa forma, entendemos que a interação apropriada entre as células apresentadoras 

de antígenos (APCs) e células T, e a consequente resposta imune gerada por tais interações, 

são essenciais para determinar o destino de uma infecção.  

(Fabrino et al., 2011).   

  

1.3.2- Estresse oxidativo   

  

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) e as de nitrogênio (RNS) são derivadas do oxigênio 

e nitrogênio e são mais reativas do que eles. A primeira redução do oxigênio molecular gera 

o O2*, que por nova redução gera o peróxido de hidrogênio (H2O2), e a reação do NO com o 

O2* gera o peroxinitrito (ONOO-) (Bayir, 2005). A atuação dessas espécies pode ser 

controlada pela atuação de diferentes proteínas com papel antioxidantes, tais como 
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superóxido desmutase, peroxidase, catalase e glutationa oxidase. A falta do balanço entre a 

produção das ROS e a detoxificação delas resulta em estresse oxidativo, que pode levar a 

inflamação, câncer, doenças renais, hepáticas, neurológicas e cardiovasculares (Matés et al., 

1999; Pacher et al., 2007).   

As ROS possuem um efeito citotóxico bem conhecido, mas apesar disso elas 

apresentam um papel bem diverso para o controle dos tripanosomatídeos (Paiva e Bozza, 

2014; Goes et al., 2016). Tal diversidade é devido ao fato de que dependendo da 

concentração, ROS pode levar à morte, ou replicação do parasita, ou participar da sinalização 

e proliferação celular (Paiva et al., 2012; Menna-Barreto e De Castro, 2014). Como os alvos 

de açāo de alguns dos tratamentos existentes estāo relacionados com os mecanismos 

oxidativos do agente etiologico da doença e do hospedeiro, o melhor entendimento desse 

processo nos modelos de estudo da doença de Chagas, podem colaborar para a melhora dos 

poucos tratamentos existentes, e até o desenvolvimento de novos tratamentos.   

1.3.3- Miocardite  

  

 A miocardite é caracterizada como um processo inflamatório, sendo que pode ser devido à 

infecção por protozoários como, por exemplo, pelo T. cruzi, por vírus, bactérias, fungos ou 

por causas idiopáticas. A causa do desencadeamento da miocardite pode ser por alojamento 

do agente inflamatório no tecido cardíaco com consequente ativação da resposta imune 

humoral e celular do hospedeiro. No caso da doença de Chagas, a patogênese do tecido 

cardíaco ainda não é claramente definida, mas algumas teorias são apontadas como 

causadoras da miocardite sendo elas: distúrbios neurogênicos, distúrbios microvasculares, 

dano dependente da presença do parasita e lesão tecidual mediada pelo sistema imune (Rassi 

e Marin, 2017).   

Dados de pacientes chagásicos com síndrome da imunodeficiência adquirida, 

demonstraram que houve aceleração de danos causados pela cardiopatia chagásica, mas sem 

a observação de amastigotas no tecido e sem reagudização da doença (Almeida et al., 2009). 

Esses dados dão força à teoria de que epítopos compartilhados entre o parasita e o hospedeiro 

seriam um dos responsáveis pelo dano cardíaco.  

 Com relação à inflamação e dano do miocárdio associado com a presença do parasita, sabe-

se que a ativação da imunidade inata e consequente imunidade adaptativa podem gerar 

inflamação crônica que tem como objetivo controlar o parasitismo local e é composta por 

ativação de diferentes tipos celulares, que produzem moléculas citotóxicas que podem 
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controlar a infecção, mas que também podem causar dano tecidual (Figura 4). Dentre elas as 

citocinas desempenham um papel importante uma vez que evidências mostraram que elas são 

capazes de modular diretamente a função da célula muscular cardíaca, o que pode deprimir 

ou potencializar a função contrátil dos cardiomiócitos. Tal alteração pode ser pelo fato de que 

dessa forma interferem na dinâmica intracelular de cálcio (Krown et al., 1995; Goldhaber et 

al., 1996; Roman-Campos et al., 2009).  

 Durante a fase aguda da doença de Chagas as manifestações mais graves são miocardite, que 

pode ser acompanhada por arritmias, insuficiência cardíaca congestiva e, de forma mais rara, 

meningocefalite. Dentre os 30-40% dos indivíduos que sobrevivem à fase aguda e 

desenvolvem sinais e sintomas na fase crônica que podem chegar a resultar em falha cardíaca 

e/ou digestiva (Esper et al., 2015). A falha cardíaca é a manifestação mais severa da doença 

e esta associada com inabilidade para trabalhar, baixa qualidade de vida e altas taxas de 

letalidade (Rassi e Little, 2000).  

  

  

 
  

  
Figura 4. Relação entre parasitemia, inflamação e fases da doença de Chagas. A maioria das pessoas 

infectadas por T. cruzi desenvolve parasitemia associada com uma intensa resposta imune celular e humoral 

envolvendo células tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa. Nessa fase os indivíduos podem 

apresentar características clinicas severas da doença que vão de febre alta, arritmia cardíaca a morte. Na grande 
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maioria dos casos há controle da fase inicial pelo sistema imune acompanhada da redução tanto da parasitemia 

quanto dos sintomas e inicio da fase crônica da doença. Nessa fase, a maioria dos indivíduos entra na fase 

indeterminada (assintomática) associada com uma resposta imune inflamatória e reguladora balanceada (baixa 

taxa de inflamação). Aproximadamente 30% dos indivíduos progridem para a forma clinica cardíaca associada 

com alto quadro inflamatório. Tipos celulares representados na figura: células T CD4, T CD8 e T duplo 

negativas (DN), macrófagos (MΦ), células natural killer (NK), células B CD5 (secretoras de  
IgM). O aumento da inflamação está associado com dados que demonstram aumento da resposta inflamatória 

(citocinas e quimiocinas). Adaptado de (Machado et al., 2012).  

  

2- ESCLEROSE MULTIPLA  

  

A esclerose múltipla (EM) é a desordem imunológica inflamatória e 

neurodegenerativa (desmielinizante) mais comum em jovens e adultos, especialmente na 

Europa e na América do Norte. Relatos iniciais da doença são do século XIV, e em 1868 o 

neurologista Jean-Martin Charcot foi o primeiro a fazer correlações entre as características 

clínicas da EM com mudanças patológicas observadas após a morte de indivíduos doentes.  

Robert Carswell e Jean Cruveilhier também fizeram importantes descrições inicias sobre a 

doença (Kumar et al., 2011).   

 Estimativas apontam que a prevalência mundial da doença é de aproximadamente 2.5 

milhões de indivíduos afetados, o que faz com que o entendimento dessa doença seja muito 

importante tanto para a cura desses indivíduos (saúde pessoal) quanto para a sociedade (saúde 

pública). Isso porque essa é uma das doenças neurológicas mais importantes, com altos gastos 

para o tratamento dos doentes e alto gasto financeiro causado pela inabilidade dos indivíduos 

afetados (Compston e Coles, 2008). Devido ao fato de que o início da EM é por volta dos 30 

anos, a perda de produtividade dos pacientes pode ser significativa, assim como o custo 

financeiro para a sociedade relatado acima (Al-Omaishi et al., 1999). Para compensar a perda 

financeira, indivíduos com EM recorrem a ajudas sociais para debilitados. Além disso, dados 

da National Multiple Sclerosis Society sugerem que americanos com EM usam mais recursos 

de cuidados com a saúde do que a população em geral.  

A média de prevalência da doença é maior do que 100 casos a cada 100.000 habitantes 

nas regiões com maior incidência (Figura 5). A doença também apresenta grande relevância 

no Brasil sendo que a prevalência varia de 1,36 por 100.00 indivíduos nas regiões equatoriais 

a 15 casos por 100.000 habitantes na região sudeste (Ferreira et al., 2004; Fragoso e Fiore, 

2005).   
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Figura 5 – Prevalência mundial da Esclerose Múltipla. No mapa podemos observar que a latitude esta 

associada a uma maior chance de desenvolvimento da EM e que provavelmente está associado diretamente com 

os níveis de radiação ultravioleta e indiretamente com os níveis de vitamina D. Adaptado de Atlas of MS 2013 

da Multiple Sclerosis International Federation.  

    

Devido à alta reatividade de células T e a liberação de citocinas, atribui-se a 

autoimunidade uma das maiores responsáveis pelo desencadeamento da doença, mas ainda 

não se sabe de forma assertiva qual a real etiologia da EM, mesmo sendo uma doença 

descoberta ainda no século XIX. Dados obtidos ao longo desses anos levam a crer que uma 

multiplicidade de fatores estão relacionados diretamente com a doença, como por exemplo, 

fatores genéticos, fatores ambientais e infecções. Com relação a genética, já se sabe da forte 

influencia de um dos alelos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)-II, e do 

gene do antigeno leucocitario humano HLA (Svejgaard, 2008; Sawcer et al., 2011; Parnell e 

Booth, 2017). Um dos dados que embasam a influência do fator genético é que o risco de 

desenvolver a doença vai de 1 a cada 1000 na população em geral, para 1 a cada 4 em gêmeos 

idênticos (Parnell e Booth, 2017). Há discussões também sobre a possibilidade de influência 

da infecção viral por Epstein-Barr, mas as bases moleculares ainda não são muito claras. Com 

relação aos fatores ambientais há relações com a baixa exposição aos raios ultravioleta (UV), 
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tabagismo e níveis reduzidos de vitamina D (Ramagopalan et al., 2010). Números sobre a 

maior incidência da doença em países de clima temperado, principalmente os situados na 

parte norte da Terra (Figura 5), estão relacionados de forma direta com os fatores ambientais 

citados (Simpson et al., 2011).  

A doença pode afetar várias partes do sistema nervoso central (SNC), o que inclui 

medula espinhal, tronco cerebral, cerebelo, cérebro e nervos ópticos, mas os nervos 

periféricos não são afetados. A EM é caracterizada por numerosas lesões discretas (placas) 

espalhadas por toda a substância branca do SNC. Essas lesões causam múltiplos e variados 

sintomas e sinais de disfunção neurológica. Um sintoma inicial comum é a neurite óptica, 

que é uma desordem transiente do nervo óptico que frequentemente gera visão borrada ou 

cegueira provisória. Outros sintomas sensoriais podem incluir dormência, formigamento dos 

pés ou das mãos, frio ou dor ardente e tontura. Sintomas motores podem incluir falta de 

coordenação motora, desequilíbrio, fraqueza, tremor e aumento de tônus muscular..    

 Além dos sintomas serem variados, assim também é o curso da doença. Existem três tipos 

principais de curso da EM: surto remissão que compreende cerca de 85% dos casos e é 

caracterizada por surtos isolados seguidos por subsequentes períodos de estabilidade; 

secundária progressiva, que se estabelece apos vários surtos com a debilidade clinica 

aumentando continuamente; e primaria progressiva, em que os pacientes desenvolvem 

déficits clínicos progressivos e contínuos desde o primeiro surto (Friese et al., 2006).  

  

2.1- O modelo murino da EM  

  

Existem diversos modelos experimentais da EM e o que usamos neste estudo foi o da 

encefalomielite autoimune experimental (EAE). O composto utilizado para imunização dos 

animais foi a glicoproteína da mielina de oligodendrócitos (MOG) 35-55, peptídeo que tem 

sido descrito como um dos possíveis responsáveis pela resposta autoimune. No entanto, como 

algumas características imunológicas da EAE não são as mesmas da EM, tem-se discutido 

que a EAE na verdade é um modelo de doença autoimune específica ao antígeno (MOG). A 

descrição da relação de MOG com a doença é datada em 1976 quando Lebar e colaboradores 

disseram que a desmielinizaçāo observada em animais induzidos era mediada por anticorpos 

que reagiam a um componente da mielina, e que na época era denominado M2 (Lebar et al., 

1976). Ao longo de quase 20 anos diversas descobertas foram realizadas com relação a essa 

proteína e a doença, e em 1998, Slavin e colaboradores imunizaram camundongos C57BL/6 
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com MOG35-55. Eles observaram que os animais desenvolveram uma doença de surto único e 

cronicamente paralisante e dessa forma consolidaram o modelo em questão (Slavin et al., 

1998). Além da debilidade motora há outras semelhanças entre a EM e a EAE, sendo um 

exemplo o fato de que a desmielinizaçāo e o infiltrado inflamatório no SNC de células T 

CD4+ encontradas em pacientes com EM, também pode ser observado no modelo da EAE 

(Hjelmström et al., 1998; Goverman, 2009). Essa similaridade permite que a EAE seja um 

modelo útil para o estudo dos mecanismos fisiopatológicos da EM. Um ponto negativo do 

modelo é que dois medicamentos testados com sucesso na EAE, não tiveram eficácia 

comprovada na EM. Entretanto, outras terapias para EM testadas na EAE foram eficazes na 

atenuação da EAE, sendo que uma delas é um dos tratamentos de primeira linha da EM, o 

acetato de glatiramer.  

  

2.2- Resposta imunológica na EM e EAE  

     

O papel de células T CD4+ autorreativas é fundamental no processo fisiopatologico 

da EM e EAE. A maior parte destas células seria eliminada durante o desenvolvimento no 

timo, mesmo aquelas que expressam receptores de mielina. Entretanto, a ideia é que algumas 

células autorreativas escapariam da seleção tímica e constituiriam o repertório periférico de 

células T. Estas células seriam ativadas a partir do contato com o epítopo antigênico, contato 

este mediado pelo MHC em conjunto com sinais coestimulatórios apropriados de APCs. 

Nesse processo, o repertório de auto antígenos apresentados aumentaria progressivamente e 

a tolerância seria perdida (Mbongue et al., 2014; Grigoriadis et al., 2015). As DCs tem forte 

influência na tolerância (Obregon et al., 2017). Devido ao papel de APCs e ao perfil 

tolerogênico, essas células são importantes para a manutenção tanto da homeostasia quanto 

da conexão da resposta imune inata com a adaptativa. O papel das DCs na autoimunidade do 

SNC não esta relacionado apenas a polarização das células T em órgãos periféricos. As DCs 

também promovem a entrada de células T no SNC, a polarização de células patogênicas no 

SNC e a disseminação da resposta autoimune a novos epítopos no SNC (Quintana, 2013a).  

Células T ativadas na periferia atravessam a barreira hematoencefálica (BBB) para o 

SNC onde são reativadas e passam a secretar citocinas e desse modo exercer funções efetoras. 

As células Th1 produzem IFN-γ e TNF, enquanto as células Th17 secretam tanto IL-17 

quanto IL-21 e IL-22 e podem também produzir IFN-γ, sendo que todas elas contribuem para 

a patogenicidade da doença (Baecher-Allan et al., 2018). As células T efetoras (CD8+) 
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também podem ser uma fonte produtora de IL-17 e IFN-γ, e na EM tem sido descritas como 

componentes principais das lesões em todo o cérebro e em todos os diferentes estágios da 

doença (Baecher-Allan et al., 2018; Lassmann, 2018). Essa intensa secreção de citocinas leva 

a ativação de células imunes residentes no SNC (microglia, astrócitos, macrófagos), assim 

como a liberação de citocinas por essas células, aumento da função de APCs e aumento da 

produção de ROS e RNO. As células T efetoras podem ser reguladas, tanto na periferia quanto 

no SNC, por células T reguladoras (Treg-Foxp3+ ou  

Tr1-Foxp3-), células T CD8+ reguladoras, células NK e células B reguladoras (BaecherAllan 

et al., 2018).  

2.3- Tratamentos  

  

A EM ainda é uma doença sem cura. O tratamento é tipicamente focado 

principalmente em reduzir a progressão da doença e amenizar os sintomas. Em algumas 

pessoas os sintomas são muito amenos e por isso não há necessidade de tratamento. A maior 

parte da resposta imune associada a EM ocorre nos estágios iniciais da doença. Um 

tratamento agressivo nessa fase pode retardar a formação de novas lesões. Para os indivíduos 

com quadro de surto e remissão, o que engloba o maior número de doentes, existem alguns 

tratamentos disponíveis sendo eles: IFN-β, ocrelizumab, acetato de glatiramer, fumarato de 

dimetila, fingolimode, teriflunomide, natalizumab, alemtuzumab, mitoxantrone (Schapiro, 

2009).    

Apesar dos diversos avanços conquistados com os estudos sobre a EM, incluindo as 

terapias citadas acima, ainda há necessidade de melhorar as estratégicas terapêuticas 

existentes, e até mesmo o desenvolvimento de novas terapias. Para isso, os modelos animais 

tem auxiliado muito no que diz respeito às descrições do funcionamento básico do sistema 

imune na autoimunidade e consequentemente na compreensão dos mecanismos de atenuação 

da patologia da EM. O modelo murino da EM, a EAE, tem sido extensivamente utilizado 

para desvendar os mecanismos da inflamação autoimune. A imunização contra antígenos de 

mielina não mimetiza exatamente os mecanismos que levam ao estabelecimento da EM, mas 

ainda sim, os dados desse modelo são extremamente úteis, e quando um possível tratamento 

para a EM é identificado, a eficácia desse tratamento em diferentes modelos de EAE 

geralmente será um dos testes da relevância do candidato a um real medicamento para a EM.  

De fato, muitas terapias testadas em pacientes com EM são baseadas em conceitos 

derivados dos dados de EAE. No caso da EM, lidamos com um estado patológico dependente 
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do tráfego de células do sistema imune e da produção de citocinas, o que significa que há 

numerosos alvos em potencial para o tratamento durante o desenvolvimento da doença. 

Contudo, a seguinte lógica deve ser levada em consideração: primeiro, há que ser feito um 

esforço para inibir o desenvolvimento inicial da população patogênica; segundo, reduzir o 

fluxo de migração de células para o local da inflamação e finalmente, neutralizar as moléculas 

efetoras produzidas por essa população (Miller e Karpus, 2007). Com o intuito de identificar 

o alvo terapêutico que tenha um papel nas fases citadas acima, ou de minimizar os efeitos 

colaterais dos medicamentos já existentes ou ainda em fases de teste, é importante 

compreender os mecanismos da patogenicidade.  

2.3.1 Laquinimode   

  

 O laquinimode (Nerventra ou ABR-215062) é um composto administrado de forma oral que 

esta na fase III de teste para o tratamento da EM primária progressiva e também para a doença 

de Huntington (Thöne e Linker, 2016). Os efeitos observados nos testes com laquinimode 

são parecidos com os efeitos do fingolimode, composto que já é usado em tratamentos de 

pacientes com EM (Pubchem, 2018). Estudos in vitro e in vivo já demonstraram efeitos 

benéficos do laquinimode nos modelos de EM (Brück e Wegner, 2011). Dados obtidos em 

ratos evidenciaram redução da produção de citocinas próinflamatórias (TNF e IL-12) e 

aumento de citocinas anti-inflamatórias (TGF-α e IL-4) quando tratados com laquinimode 

(Brück e Wegner, 2011).   

Outro importante resultado, que tem relação com um dos maiores problemas da 

patogenicidade da EM, foi a observação do bloqueio da entrada de células T inflamatórias no 

SNC. Além disso, o tratamento com laquinimode também retardou o quadro clinico da EAE 

de maneira dose dependente (Yang et al., 2004). Outra citocina que tem relevante efeito na 

EM e nos modelos dessa doença, e que teve redução da produção em animais tratados com 

laquinimode, foi a IL-17. Tal efeito foi maior quanto maior a dose administrada (Wegner et 

al., 2010; Brück e Wegner, 2011; Kaye et al., 2016).  Como citado anteriormente, outro ponto 

chave para a proteção da patogênese inflamatória da doença é o controle do dano no SNC. 

Laquinimode demonstrou ter efeito neuroprotetivo devido à proteção axonal e inibição da 

ativação da micróglia (Brück e Wegner, 2011; Mishra et al., 2014; Lühder et al., 2017). Desse 

modo, os estudos demonstram que laquinimode age principalmente via redução do infiltrado 

de células T CD4+ para o SNC e dessa forma leva a neuroproteção.  
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A capacidade de laquinimode de prevenir os surtos de remissão, e diminuir 

significativamente a proliferação tanto de células T CD4+ quando T CD8+ no SNC no modelo 

de EAE, foi associada com redução da capacidade das células dendríticas de ativar as células 

T em questão (Jolivel et al., 2013).  Joviel e colaboradores também observaram que DCs 

maturas, de camundongos e de humanos, tratadas com laquinimode tiveram baixos níveis de 

produção de quimiocinas levando a uma diminuição da quimioatração de monócitos. Em 

pacientes com EM tratados com laquinimode também observaram um controle negativo na 

produção de quimiocinas por DCs convencionais (cDCs) (Jolivel et al., 2013).   

  

3- O RECEPTOR ARIL HIDROCARBONETO  

  

3.1- Funções fisiológicas  

  

Uma pesquisa recente na base de dados PubMed utilizando o termo aryl hydrocarbon 

receptor (AhR) resultou em mais de 8000 trabalhos, e a busca por AhR e ligands resultou em 

mais de 1220 trabalhos que descrevem diversos ligantes para esse receptor, e as diversas 

possibilidades de respostas fisiológicas que resultam da interação entre eles. Por isso, se 

pudéssemos personificar o AhR diríamos que ele é “extremamente social”. Entretanto, na 

década de setenta, o que hoje é conhecido como AhR, foi inicialmente associado apenas como 

um possível receptor para o 2,3,7,8-Tetraclorodibenzop-dioxina (TCDD) que é um poluente 

altamente tóxico (Poland et al., 1974). Dois anos depois o mesmo autor demonstrou em 

células hepáticas que TCDD se ligava ao ainda desconhecido receptor. Poland e 

colaboradores descreveram que tal ligação resultava na indução da atividade da enzima aril 

hidrocarboneto hidroxilase (AHH), que é codificada por genes da família do cyp1 do 

citocromo P450, e que esta enzima provavelmente não era o único produto induzido por meio 

da interação do possível novo receptor com TCDD (Poland et al., 1976). Os estudos de Poland 

foram de extrema importância, pois partiu deles e dos estudos de Nebert as primeiras ideias 

sobre a existência do AhR que veio a ser descrito como tal em 1980 por Okey e colaboradores 

(Nebert 1980, Okey, Bondy et al. 1980, Nebert, Jensen et al. 1982)   

Hoje sabemos que AhR é uma proteína composta por 805 aminoácidos em 

camundongos e 848 em humanos, pesa cerca de 100 kilodaltons (kDa) e atua como fator de 

transcrição geralmente dependente de ligante. Análises filogenéticas demonstraram que AhR 

é uma proteína altamente conservada. Na escala evolutiva ela está presente em todos os 
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grupos viventes, dos vertebrados em diante, e há homologia em invertebrados. (Hahn et al., 

1997). AhR localiza-se no citoplasma e após ser ativada pelo ligante é translocada para o 

núcleo. É expressa em células que se espalham por todo o corpo, principalmente em barreiras 

de entrada de patógenos e poluentes, tais como pele, pulmão e intestino. No intestino, AhR é 

fundamental para a sobrevivência e para a função das células linfoides inatas (ILC) do tipo 3 

positivas para o retinoic-acidreceptor-related orphan receptorgamma t (RORγt) (Qiu et al., 

2013; Artis e Spits, 2015). As ILCs são essenciais para a composição da imunidade da mucosa 

e secretam a IL-22, que é importante para manter a imunidade e a integridade da mucosa (Qiu 

et al., 2012).  Sendo assim, AhR tem um papel protetivo pois é ele que, em conjunto com 

RORγt+, orquestra a imunidade inata nesse órgão (Qiu et al., 2012). Devido a ampla 

localização/distribuição, o receptor tem a capacidade de auxiliar na identificação e 

sinalização, para o sistema imune (principalmente na resposta inata), da presença de fatores 

nocivos ao organismo, atuando, dessa forma, como um sensor ambiental e possível alvo 

terapêutico (Quintana, 2013b).   

Grande parte do que foi descrito até o momento sobre esse receptor, foi elucidado com 

a indução de AhR por poluentes e ligantes exógenos como: hidrocarbonos aromáticos 

policíclicos (PAHs), bifenilas policloradas (PCBs) e hidrocarbonos aromáticos halogenados 

(HAH). Muitos outros compostos químicos têm relação com AhR, mas a maioria deles, se 

comparados ao TCDD, atuam fracamente como indutores. Isso se deve ao fato de que, 

geralmente, os compostos halogenados são os que possuem maior afinidade pelo AhR 

(Stejskalova et al., 2011). Além dos ligantes exógenos, sabe-se que AhR é suscetível à 

indução por vários compostos endógenos ou ainda pode ser induzido até mesmo na ausência 

de ligantes (Denison et al., 2011; Quintana e Sherr, 2013; Lee et al., 2017; Gutiérrez-Vázquez 

e Quintana, 2018). Três fatores dificultam a identificação de ligantes endógenos desse 

receptor: 1) o local e a concentração do suposto composto, pois as quantidades necessárias 

para ativar o receptor podem ser pequenas e, além disso, a atuação pode ser muito pontual; 

2) a comprovação da ativação do receptor é feita, principalmente, pela quantificação de 

CYP1A1. Entretanto, como nem todos os ligantes levam a produção de altos níveis de 

CYP1A1, podem haver casos em que a quantidade dessa proteína não possa ser mensurada, 

mesmo havendo a indução da expressão dela; 3) o ligante pode ser um composto instável, o 

que também dificulta a identificação.   

Mesmo com essas limitações, vários ligantes já foram identificados: curcumina; 

carotenoides e flavanóides (quercetina); índigo e idirubina (metabólitos do triptofano); 
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6formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) (um fotoproduto da degradação do triptofano quando 

exposto a radiação U.V.); bilirubina e biliverdina; prostaglandinas; lipoxina (LXA) A4, 

2(1′H-indole-3′-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid methyl ester (ITE) e outros compostos 

(Schaldach et al., 1999; Song et al., 2002; Quintana, 2013b). Por fim, na indução que ocorre 

na ausência de ligante, a ativação de AhR pode se dar de maneira pós traducional ou pelo 

aumento das concentrações de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP) que levam a 

translocação nuclear (Elizondo et al., 2011) e indução de genes alvos em células Hepa1c1c7 

(Oesch-Bartlomowicz et al., 2005).   

AhR encontra-se no citosol de diversas células como um complexo formado por 

proteínas de choque térmico (HSP) 90, hepatitis B vírus X-associated protein 2 (XAP2 ou 

ARA9 ou AIP) e a proteína quinase c-SRC. Quando o ligante entra em contato com o receptor 

esse complexo é translocado para o núcleo, local onde ocorre a heterodimerização do AhR 

com o translocador nuclear (ARNT). O complexo heterodimérico reconhece elementos 

responsivos à dioxina (DRE), que são sequências nos promotores capazes de recrutar co-

ativadores e induzir a transcrição de genes alvo (Denison et al., 1988b; a; Petrulis et al., 2003; 

Schulte et al., 2017). Alguns dos genes descritos como regulados por AhR são a 

cicloxigenase-2 (catalisa a conversão de ácido araquidônico a prostaglandinas) (Martey et al., 

2005); a quimiocina CCL1 (quimiotaxia de monócitos) (N'diaye et al.,  

2006); a proteína supressora de sinalização de citocinas (SOCS) 2 (Boverhof et al., 2004; 

Machado et al., 2006); a distrofina Dp71 (distrofia muscular Duchenne) (Bermúdez De León 

et al., 2006); MHC Q1b (Dong et al., 1997) e o fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 

2 (Nrf2) (antioxidante em locais com estresse oxidativo) (Marchand et al., 2004).   

O fenótipo observado em camundongos AhR knockout (KO) e a indução de AhR por 

TCDD permitiram elucidar varias funções fisiológicas de AhR como: deficiência reprodutiva 

(Fernandez-Salguero et al., 1995); desenvolvimento vascular (Lahvis et al., 2000) e 

homeostase do sistema endócrino (Nishimura et al., 2005). Há também, associação da 

exposição de dioxinas com mudança no número e função de linfócitos (Neubert et al., 1993; 

Tonn et al., 1996). Já foi descrito que em modelos murinos o TCCD tem capacidade de alterar 

a resposta humoral dependente de células T, e dessa forma, suprimir a produção de anticorpos 

(Vecchi et al., 1980) o que consequentemente leva a redução de células T de memória 

(Dooley e Holsapple, 1988). A ativação de AhR pode inibir diretamente a ativação de células 

T e a sua subsequente diferenciação, o que resulta na supressão da proliferação de células T 

auxiliares e células B (Nohara et al., 2005).  
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Quando ativado por TCDD, AhR pode induzir uma supressão potente da resposta 

imune adaptativa (Funatake et al., 2004) interferindo na expressão de MHC-II em algumas 

APCs (Shepherd et al., 2001) e até mesmo inibindo a atividade de neutrófilos (Ackermann et 

al., 1989). Foi sugerido também que a ativação de AhR por TCDD pode resultar na 

imunossupressão em camundongos pela indução de células Treg (Funatake et al., 2005). 

Entretanto, muitos autores têm sugerido que o efeito supressor de AhR não esteja relacionado 

com a geração de células supressoras, mas que o receptor esteja ativando células T efetoras 

de tal forma a chegar a induzir a apoptose delas, e principalmente, que o TCDD, e não outras 

dioxinas, tem um mecanismo de ação que é independente de AhR (Camacho et al., 2002; 

Singh et al., 2008; Funatake et al., 2009). Outros estudos reforçaram essa ideia quando 

demonstraram a importância de AhR no desenvolvimento das células Th17. A diferenciação 

in vitro de Th17 dependente de AhR foi demonstrada por (Veldhoen et al., 2008), quando 

com o uso de um antagonista houve a diminuição da quantidade de células Th17 

diferenciadas. Quando em contato com o agonista FICZ, a ativação de AhR aumentou o 

número de células Th17 e a produção de IL-17 de forma dosedependente (Kimura et al., 

2008).  

Outra via de atuação de AhR é sobre a enzima indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). 

Essa proteína catalisa a clivagem oxidativa do anel indol de moléculas regulatórias 

importantes como serotonina, melatonina e o triptofano. Essa enzima possui um sitio de 

ligação para o ânion superóxido (O2*), que atua como um doador de oxigênio (Kobayashi et 

al., 1989). IDO pode ser induzido em condições inflamatórias, e o IFN-γ é um dos principais 

ativadores dessa enzima. A degradação e a depleção do triptofano pela IDO podem levar a 

quase completa inibição do crescimento de patógenos dependentes desse aminoácido, pois o 

triptofano é o aminoácido menos disponível, é indispensável para a composição de várias 

proteínas e dessa forma é fundamental para o crescimento desses patógenos (Pfefferkorn, 

1984; Däubener et al., 1993; Mackenzie et al., 1998; Mackenzie et al., 1999; Knubel et al., 

2010). Tem sido descrito que o NO pode levar a degradação da IDO, portanto NO teria um 

efeito de controlar a estabilidade e atividade da IDO (Hucke et al., 2004).  Em fagócitos 

mononucleares também foi observada a inibição da IDO pelo NO e pela iNOS (Thomas et 

al., 1994; Alberati-Giani et al., 1997). Ao contrário do papel do NO como inibidor da IDO, 

AhR pode atuar como um indutor dessa enzima. Essa via, AhR/IDO, ainda pode ser 

positivamente regulada por alguns metabólitos da degradação do triptofano, como por 

exemplo a quinurenina, que pode ativar AhR (Jaronen e Quintana, 2014; Gutiérrez-Vázquez 
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e Quintana, 2018). Em DCs derivadas da medula óssea, a ativação de AhR por 

lipopolissacarídeo (LPS) e CpG regulou a expressão da IDO e a função das DCs que levaram 

a diferenciação de células T em células Treg e Th17 (Nguyen et al., 2010). Torna-se claro 

que a atividade da IDO pode afetar significativamente vários processos fisiopatológicos, 

sendo considerada uma defesa inata do hospedeiro contra infecções, incluindo a infecção por 

T. cruzi (Knubel et al., 2010). No entanto, a compreensão da relevância de AhR na interação 

desses diversos fatores que influenciam a atividade da IDO ainda demanda estudo.   

3.2- Papel do AhR nas doenças infecciosas    

  

Em conjunto, o vasto número de ligantes descritos acima, os genes induzidos e as 

funções fisiológicas, demonstram que AhR exerce diversas funções importantes tanto na 

fisiologia normal quanto na doença. Como o AhR possui características de sensor ambiental, 

ele torna-se uma molécula relevante para o contexto de resposta imune efetora realizada por 

APCs. A combinação dos níveis de citocinas, do tipo de tecido e do ligante envolvido, 

determina se a ativação de AhR resultará no estímulo ou na supressão de uma resposta imune 

específica e por isso seu papel vem sendo estudado ao longo de algumas infecções (Esser e 

Rannug, 2015). Durante a infecção experimental por Listeria monocytogenes os 

camundongos AhR KO são mais susceptíveis a infecção do que os heterozigotos frente a uma 

primeira infecção. Entretanto, os animais KO não demonstraram diferença na resistência 

adquirida a infecção e nem na produção de citocinas por células T. (Shi et al., 2007). Frente 

a infecção experimental por Leishmania major os camundongos deficientes de AhR tiveram 

menor número de parasitas nas feridas da pata quando comparados com os WT. Essa 

diferença pode estar associada com um aumento, no início da infecção, da citocina pro-

inflamatória TNF e com a redução de células Treg nos camundongos AhR KO. (Elizondo et 

al., 2011). Na infecção experimental por Plasmodium berguei ANKA os camundongos 

deficientes de AhR tiveram aumento na parasitemia, mortalidade anterior a dos WT, aumento 

de IL-17 e IL-6 no cérebro, aumento de IFN-γ e TNF no baço. Além disso, AhR também foi 

descrito com capacidade de controlar a expressão de SOCS3 no cérebro (Brant et al., 2014). 

Durante a infecção por T. gondii foi demonstrado que AhR é capaz de induzir SOCS2, que 

atua como um importante mediador intracelular das ações anti-inflamatórias da LXA4 

(Machado et al., 2006; Mcberry et al., 2012).  

As proteínas da família SOCS medeiam as ações delas ligando-se aos domínios 

intracelulares dos receptores de citocinas ou hormônios, prevenindo a ligação e ativação de 
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elementos downstream à sinalização (Alexander e Hilton, 2004). Algumas proteínas SOCS 

também facilitam a degradação dependente de proteossoma de fatores de transcrição através 

da indução de ubiquitinação (Kile et al., 2002; Alexander e Hilton, 2004), via 

poliubiquitinação catalisada pelo complexo ElonginasBC/Culin-2 ligados ao domínio SOCS-

box no carboxi-terminal das proteínas SOCS. A família de proteínas SOCS compreende oito 

elementos denominados CIS e SOCS1 até SOCS7. SOCS1, SOCS2 e SOCS3 têm sido os 

membros mais estudados e são associados com a supressão de transdução da sinalização de 

citocinas pela inibição da atividade da proteína Janus kinase (JAK). SOCS1 desempenha um 

papel importante como um regulador negativo da sinalização de IFN-γ, enquanto SOCS3 tem 

uma função dual, uma vez que é capaz de inibir simultaneamente a cascata de sinalização 

desencadeada por citocinas pro inflamatórias e anti-inflamatórias tais como IL-6 e IL-10, 

respectivamente (Delgado-Ortega et al., 2013). Já foi bem descrito que a família SOCS tem 

regulação cruzada e que SOCS2 pode influenciar a atividade de outros membros da família, 

como por exemplo SOCS1 e SOCS3 (Delgado-Ortega et al., 2013). SOCS2 é induzido por 

LXA4 e análogos estáveis de lipoxina (ATLs) e associa-se com TRAF2 e TRAF6, moléculas 

adaptadoras essenciais para o desenvolvimento das respostas imune inata e adaptativa (Choi, 

2005; Machado et al., 2006). Dados do nosso grupo demonstraram que SOCS2 atenua os 

danos fisiológicos causados no coração durante a infecção experimental por T. cruzi (Esper 

et al., 2012), mas a importância de AhR, neste modelo, ainda é desconhecida.  

Com toda essa diversidade de atuação, podemos concluir que a indução de AhR pode 

gerar diferentes respostas inflamatórias, de forma célula e contexto específico, e o 

entendimento da sua atuação em outras vias demonstra-se importante. Como citado 

anteriormente, durante a infecção por T. gondii foi observado, em DCs, o envolvimento de 

AhR nessa infecção (Machado et al., 2006; Mcberry et al., 2012). No entanto, o papel de 

AhR na indução/modulação de SOCS2, quando ativado por LXA4 e outros ligantes, durante 

a infecção por T. cruzi ainda é desconhecido. O único estudo que envolve AhR e a infecção 

por T. cruzi demonstrou que, tanto células B primárias humanas quanto de camundongos 

produzem IL-17 por meio de um programa transcricional independente dos fatores de 

transcrição AhR e RORγt (Bermejo et al., 2013).   

Outro fator que faz com que AhR tenha um papel relevante nas doenças infecciosas é 

a relação com as ROS. Estudos tem demonstrado que a ativação de AhR resulta em estresse 

oxidativo, e que provavelmente é induzido pelo metabolismo de alguns ligantes de AhR pelas 

CYPs (Denison et al., 2011). Ao contrario, outros estudos têm mostrado que AhR pode atuar 
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como um agente protetor contra o estresse oxidativo por meio da indução da expressão de 

genes que estão envolvidos com respostas antioxidantes. Alguns desses genes são os que 

codificam as enzimas glutationa 5-transferase (GST) e NAD(P)H quinona oxiredutase 1 

(NQO1), que são bem conhecidas para o controle da defesa contra as ROS. Além disso, o 

Nrf2 que regula a expressão de proteínas antioxidantes, também é regulado por AhR 

(Dietrich, 2016).   

Sendo assim, como AhR está envolvido com uma resposta imune diversa e o seu papel 

durante a infecção por T. cruzi ainda não foi completamente elucidado, é de extrema 

importância tentarmos entender qual é essa relação, para que futuramente AhR seja um 

possível e potencial alvo de intervenções terapêuticas durante a doença de Chagas.  

  

3.3- Papel do AhR na autoimunidade   

  

Durante a EAE AhR é capaz de regular a diferenciação de Treg e Th17. Quando o 

receptor é ativado por TCDD há indução de células Treg que resultam na supressão da EAE. 

Entretanto, quando o receptor é ativado por FICZ há interferência no desenvolvimento das 

células Treg e aumento na diferenciação das células Th17 e, dessa forma, aumenta a 

severidade da doença nos camundongos (Quintana et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Como 

o balanço entre as células Treg e Th17 tem sido considerado até mesmo mais importante que 

o balanço Th1/Th2 no que diz respeito ao desenvolvimento da autoimunidade, o foco dos 

estudos nesse contexto é principalmente o papel de AhR no sistema imune adaptativo 

(Quintana e Sherr, 2013). No entanto, respostas imunes adaptativas são moldadas e 

direcionadas pelo contexto de citocinas e sinais coestimuladores, que são fornecidos 

principalmente pelo sistema imune inato (Qiu et al., 2012; Qiu et al., 2013). Além disso, as 

células do sistema imune inato são as primeiras a entrarem em contato com poluentes 

ambientais e são potencialmente influenciáveis pelas condições dos arredores. Entretanto, o 

papel de AhR na imunidade inata durante doenças autoimunes do SNC não é completamente 

conhecido.  

Na EM e na EAE a micróglia e monócitos inflamatórios, membros importantes da 

imunidade inata, foram encontrados em lesões na substância branca e cinzenta do SNC, sendo 

que são os últimos a serem pensados como determinantes essenciais de gravidade e 

progressão da EM (Trebst et al., 2001; Kutzelnigg et al., 2005; Weiner, 2008; Mayo et al., 

2012). Além disso, vários efeitos na acumulação de monócitos no cérebro têm sido 
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descobertos na EAE e na EM. Monócitos inflamatórios parecem estar envolvidos na 

desmielinização, fagocitose, neurodegeneração (Bauer et al., 1994; Basso et al., 2008), 

apresentação de antígenos para as células T, promover a disseminação do epitopo (KatzLevy 

et al., 2000; Miller et al., 2001; Mcmahon et al., 2005), e por fim estão associados com a 

progressão da EAE (Fife et al., 2000; Ajami et al., 2011). Por outro lado a micróglia e os 

monócitos também podem favorecer a mielinização, levar a sobrevivência neuronal e reduzir 

as respostas inflamatórias mediadas por células T (Stadelmann et al., 2002; Kotter et al., 

2005; Doring e Yong, 2011). Tem sido demonstrado que AhR é expresso em neutrófilos, 

macrófagos e DCs (Frericks et al., 2007; Kerkvliet, 2009) e que o knock-down genético deste 

receptor em DCs causa deficiência na produção da IL-10 em resposta ao estímulo dos 

receptores do tipo toll (TLR) (Masuda et al., 2011). Entretanto, os mecanismos moleculares 

que são a base desse processo, e que determinam um resultado prejudicial ou favorável, ainda 

estão, em grande parte, desconhecidos para a EM e para a EAE.   

Sabemos que as DCs controlam as células T, e apesar de alguns estudos sugerirem 

fortemente um papel de AhR no controle das DCs (Bankoti et al., 2010; Mezrich et al., 2010; 

Nguyen et al., 2010; Benson e Shepherd, 2011; Aguilera-Montilla et al., 2013; Jin et al., 

2014), ainda se faz necessário buscar um entendimento melhor da função da expressão de 

AhR nessas células no contexto da autoimunidade. Como descrito anteriormente um dos 

compostos em fase de teste para o tratamento da EM é o laquinimode. Já foi descrito que esse 

composto é capaz de ativar AhR e que esse receptor é essencial para a eficácia da droga, 

contudo ainda não sabemos se em DCs esse efeito também é dependente de AhR. Na 

metabolização do laquinimode há formação de pelo menos 6 compostos (M1-M6). A 

desmetilação da quinolina do ABR-215062 gera um composto M5 que nesse trabalho será 

denominado como delaquinimode (delaq). Dados do grupo demonstraram que o delaq ativa 

AhR de forma mais intensa que o laquinimode e por isso visamos compreender melhor os 

mecanismos de ação do fármaco para possivelmente aumentar a eficácia do tratamento.   
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JUSTIFICATIVA  
     

     

Mesmo após mais de 100 anos de estudos sobre essa doença de Chagas cerca de 6 a 

7 milhões de pessoas estão infectadas, os custos para tratamento dos doentes são altos, os 

tratamentos existentes ainda não são satisfatórios, a doença ainda é negligenciada e várias 

questões permanecem obscuras (Chagas, 1909; Who, 2014). O AhR já foi descrito como um 
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dos receptores de LXA4, sua ativação resulta na indução de SOCS2 em DCs além de levar a 

produção de citocinas anti-inflamatórias durante a infecção por T. gondii (Machado et al., 

2006; Mcberry et al., 2012),    e SOCS2 é importante para a função cardíaca durante a 

infecção por T. cruzi (Esper et al., 2012). Além da LXA vários outros compostos endógenos 

e exógenos, têm sido descritos como ativadores de AhR, o que inclui pigmentos bacterianos 

que podem atuar como padrões moleculares associados a patógenos, e isso faz com que esse 

receptor tenha um papel de receptor intracelular de reconhecimento de padrões e sensor 

ambiental (Moura-Alves et al., 2014; Rothhammer et al., 2016). Na infecção experimental 

por Plasmodium berguei ANKA AhR esta relacionado com a redução da produção de IL-17, 

IL-6 e SOCS3 no cérebro dos camundongos deficientes de AhR (Brant et al., 2014).   

AhR tem sido descrito como uma proteína fundamental para a eficácia do 

laquinimode, composto já em fase III de testes para o tratamento de doenças autoimunes. 

Uma das vias de atuação do laquinimode é o controle de IL-17, citocina que é mediadora 

central do processo inflamatório da EAE (Kaye et al., 2016; Baecher-Allan et al., 2018). Os 

efeitos do laquinimode são dependentes das DCs e da sinalização via AhR. Entretanto, ainda 

não se sabe se AhR também é necessário para os efeitos do delaq, e se seriam dependentes 

de AhR em DCs.   

Assim, acreditamos que a compreensão da função de AhR na modulação do sistema 

imune inato e adaptativo durante a infecção experimental por T. cruzi e o entendimento da 

participação desse receptor na eficácia de fármacos já existentes, e em fase de teste para o 

tratamento de doenças autoimunes, é essencial para ajudar na elaboração de compostos para 

a melhora dos danos e sintomas causados pela doença ou até de medidas preventivas mais 

eficientes.   
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OBJETIVOS  
       

1.1- Objetivos gerais  

  

Elucidar a influência do receptor AhR na resposta imunológica inata e a conexão com 

a resposta adaptativa, tanto na infecção por Trypanosoma cruzi quanto na eficácia de 

potenciais fármacos para o tratamento da EM.  

  

1.2- Objetivos específicos   

  

● Analisar se AhR é induzido in vivo ao longo da infecção experimental por  

Trypanosoma cruzi nos principais locais acometidos pela doença (coração e baço).     
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● Definir se AhR exerce alguma função na modulação da resposta imune durante 

infecção por T. cruzi.     

● Elucidar in vivo e in vitro o papel de AhR na indução da produção das ROS e 

esclarecer o envolvimento desses compostos com o controle da replicação do 

parasita.     

● Analisar in vitro se AhR é modulado em macrófagos e DCs e avaliar o papel desse 

receptor na indução da resposta imune em células tratadas, ou não, com antagonistas 

de AhR durante a infecção por T. cruzi.     

● Investigar a participação de AhR na via IFN-γ / IDO / quinunerina / AhR durante a 

infecção por T. cruzi.     

● Avaliar se AhR é ativado em DCs tratadas com laquinimode ou delaquinimode

     

● Avaliar o perfil de ativação das DCs tratadas com laquinimode ou delaquinimode 

na presença ou ausência de AhR     

● Avaliar a capacidade das DCs tratadas com laquinimode ou delaquinimode de 

polarizar células T, e qual população é induzida, na presença de MOG35-55.     

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

MATERIAL E MÉTODOS  
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 1-  Animais  

     

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6 (tipo selvagem - WT), SWR/J 

(Swiss) e AhR KO em que o gene de interesse foi deletado. Os animais C57BL/6 foram 

obtidos no Biotério Central, os Swiss do Centro de Bioterismo (CEBIO) e os camundongos 

AhR KO foram obtidos junto a colônia de criação no biotério de criação do grupo de 

Imunofarmacologia do ICB e mantidas em micro isoladores com filtro e ventilação. Os 

animais de experimentação foram acondicionados com barreiras ambientais, sob condições 

de temperatura e foto período controladas e receberam ração (Labina, Paulinea, SP, Brasil) e 

água filtrada ad libitum. Camundongos fêmeas ou machos com idade entre oito e dez semanas 

foram utilizados nos experimentos. Todos os experimentos realizados com os animais em 

questão estão de acordo com os protocolos éticos. Este projeto foi submetido e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal/Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CETEA/CEUA) da UFMG, sob os números de protocolo 089/10 e 305/2016  

Para os experimentos realizados na Harvard Medical School (HMS) os camundongos 

C57BL/6, 2D2 TCR (Bettelli et al., 2003) e Itgax-Cre foram comprados na Jackson 

Laboratory. Para a deleção específica de AhR em DCs (ItgaxcreAhRfl/fl) cruzamos os 

camundongos Itgax-Cre com os AhRfl/fl, que possuem o fundo B6. A deleção de AhR foi 

verificada por PCR e western blot. Os camundongos usados tinham idade entre oito e 12 

semanas e foram mantidos nas instalações da HMS. Todos os experimentos foram feitos na 

HMS de acordo com as regras do Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).  

  

 2-  Infecção experimental por Trypanosoma cruzi  

     

Parasitas da cepa Y de T. cruzi foram mantidos em camundongos Swiss e utilizados 

para infecção in vivo. Os animais foram inoculados intraperitonealmente com 1x103 formas 

tripomastigotas sanguíneas em uma solução final de 200 µL de sangue e tampão fosfatosalino 

(PBS). A parasitemia foi quantificada no pico da liberação de parasitas aos 9 dias após 

infecção (dpi), ou diariamente do terceiro ao décimo quinto dpi. Para essa análise coletamos 

5 µL de sangue da veia caudal dos animais e em uma lâmina exposta ao aumento de 40X no 

microscópio óptico, contamos as formas tripomastigotas em 100 campos.    

Em experimentos realizados in vitro, com a cepa Y, foram utilizadas formas 

tripomastigotas cultivadas e isoladas de células epiteliais de rim de macaco Rhesus 
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(LLCMK2). Essas células foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm3 em meio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e suplementado com 

5% de soro bovino fetal inativado (SBF) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 2 mM de 

Lglutamina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL 

de estreptomicina (Gibco, BLR Life Technologies). As culturas foram mantidas a 37 °C e 5% 

de CO2. Após infecção, replicação e liberação do parasita nestas células foi feita a coleta do 

sobrenadante seguida de centrifugação a 500 x g por 10 minutos para sedimentação das 

células. Posteriormente o sobrenadante desta centrifugação foi novamente centrifugado a 

1000 x g por 10 minutos com desaceleração lenta. O número de parasitas foi contado na 

câmara de Neubauer e a quantidade foi ajustada em uma proporção 5:1 (parasitas/célula).   

  

 3-  Cultura de células do baço  

     

Suspensões celulares de animais WT e AhR KO controles, e infectadas com T. cruzi 

por 10 dias, foram lavadas em solução salina balanceada de Hank’s (HBSS) e tratadas com 

tampão de lise (9 partes de 0.16 mM de cloreto de amônio e 1 parte de 0.17mM de TrisHCl, 

pH 7.5) por 4 minutos. As células foram então lavadas três vezes em HBSS, centrifugadas 

500 x g e ajustadas para uma quantidade de 1x106 células por poço em meio RPMI-1640 

suplementado como descrito anteriormente. As suspensões celulares foram adicionadas em 

placas de cultura (Nunc) de 96 poços para detecção de citocinas por ensaio imunoabsorvente 

ligado à enzima (ELISA), marcação com sondas para quantificação de compostos citotóxicos 

ou preparadas para citometria de fluxo.  

  

 4-  Quantificação de peroxinitrito em células do baço tratadas com FeTPPs  

  

Células do baço de camundongos WT e AhR KO foram isolados como descrito acima 

e tratados por 1 hora com 10 µM ou 50 µM de FeTPPS (CALBIOCHEM, San Diego, 

California, USA) um decompositor de ONOO- que o isomerisa em nitrato. Em seguida 

incubamos as células com 25 mM da sonda Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Invitrogen) 

por 30 min a 37 oC, 5% de CO2 ao abrigo da luz como descrito por (Kooy et al., 1994), com 

modificações, para quantificar indiretamente o ONOO-. A fluorescência foi medida em um 

fluorímetro (Synergy 2, BIOTEK, USA) em um comprimento de onda de excitação de 507 

nm e emissão a 529 nm. Os dados foram representados como unidades arbitrárias da 

florescência emitida pela sonda.  
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 5-  Histologia e quantificação de fibrose cardíaca  

  

Após a eutanásia os corações de cinco animais de cada grupo (WT e AhR KO controles 

ou infectados) foram removidos aos 10 e 15 dpi e cortados transversalmente. Cada coração 

foi lavado em PBS e fixado em 4% de tampão fosfato formaldeído. Após 24 horas de fixação, 

os tecidos foram embebidos em parafina, e três cortes semi-consecutivos (de 5 µm de 

expessura) foram marcados por Tricômico de Gomori para avaliação da fibrose. Os cortes 

foram randomicamente escolhidos na objetiva de 40X. Imagens foram capturadas pelo 

aparelho (DEI-470; Optronics, Goleta, CA) conectado ao microscópio (IX70; Olympus, 

Center Valley, PA) e analisados em Image-Pro Express versão 4.0 (Media Cybernetics) e em 

software KS300 (Zeiss, Jena, Germany). A quantificação da fibrose foi feita “as cegas” em 

10 seções que compreendiam as paredes livres dos ventrículos direito e esquerdo. A 

porcentagem da fibrose do miocárdio foi obtida de 25 hits em uma gratícula em uma 

magnitude final de 400X. A fibrose coincidente com cada hit foi contada em um total de 250 

hits para cada coração de cada animal. Os valores foram expressos como a média da 

porcentagem de fibrose.  

  

 6-  Cultura de macrófagos  

     

Três dias após injeção de 2 mL de tioglicolato de sódio a 3% (Becton, Dickinson and 

Company – BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) na cavidade peritoneal dos camundongos, os 

macrófagos residentes e inflamatórios de animais C57BL/6 e AhR KO foram colhidos por 

lavagem da cavidade peritoneal com 7 mL de PBS. Após lavagem com RPMI-1640 

suplementado foi feita a centrifugação do lavado a 500 x g por 10 minutos, ao final o 

sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspensas em RPMI-1640 completo e 

então diluídas em azul de tripan a 0,4% (Sigma-Aldrich). Na câmara de Neubauer as células 

foram contadas pelo método de exclusão daquelas coradas em azul. Foram utilizadas 2x105 

células por poço em placas de 96 poços e 2x105 ou 1x106 células por poço em placas de 24 

poços. Após um período de 3 horas de incubação, em placas de cultura a 37 oC em câmara 

úmida contendo 5% de CO2, as células não aderentes foram removidas por lavagem. Em 

seguida foram mantidas nas mesmas condições de incubação citadas anteriormente.  
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 7-  Estimulação de macrófagos por antígenos de T. cruzi (AgTc)  

     

A estimulação in vitro de macrófagos de camundongos WT por AgTc foi feita com 10 

µg/mL do lisado do parasito em contato com as células por 6, 12 e 24 horas. Os AgTc foram 

concentrados de acordo com o protocolo de (Laucella et al., 2004). A quantificação de AhR 

no lisado de macrófagos de camundongos WT foi analisada por imunoblot.  

   

 8-  Quantificação da expressão de AhR por Western Blot  

     

Proteínas totais dos baços e dos corações de camundongos WT e AhR KO, e dos 

macrófagos de camundongos WT foram extraídas por homogeneização dessas amostras em 

tampão de lise composto por: 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 20 mM de Tris-HCl (pH 

8,0), 0,5% de Nonidet P-40 e 2% do coquetel de inibidores de proteaeses (Sigma-Aldrich). O 

homogenato foi sonicado por 1 minuto, incubado no gelo por 10 minutos e depois 

centrifugado a 16.000 x g, por 20 minutos a 4oC. A concentração de proteínas foi determinada 

pelo método de Bradford e 30 ou 80 µg de proteínas foram separadas por eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida (10%). Em seguida, as proteínas foram transferidas do gel 

para membrana Immobilon–NC livre de triton (Merck) pelo sistema de transferência semi-

seco ou molhado (BioRad). A membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em 

solução salina tamponada com Tris (1 M Tris e 3 M NaCl, pH 7,4 – TBS) com 0,5% Tween-

20 (Sigma-Aldrich) (TBST) por 1 hora e depois incubadas overnight a 4oC com anticorpo 

primário diluído em TBST com 0,5% de leite desnatado. Os anticorpos utilizados foram: AhR 

primário de camundongo (Abcam, Cambridge, Reino Unido). GAPDH primário de Coelho 

(Cell signaling, Danvers, Massachusetts, EUA) e β-actina primário de camundongo (Cell 

signaling). As bandas foram reveladas por reação de quimioluminescência com ECL Plus 

(GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA). As imagens foram analisadas quantitativamente pela 

intensidade das bandas com a utilização do software Image J. Os valores foram normalizados 

de acordo com os valores de GAPDH ou β-actina.  

  

 9-  Atividade tripanocida em macrófagos  

   

Macrófagos de animais WT e AhR KO foram isolados, cultivados e infectados como 

descrito anteriormente. Após 24 horas de incubação as células foram infectadas e 

posteriormente estimuladas com 100ng/mL de IFN-γ ou tratadas com 10 µM ou 50 µM de 
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FeTPPS. Depois de 48 horas de infecção dos macrófagos (1x106 células/poço) a taxa de 

crescimento intracelular dos amastigotas foi avaliada após fixação e coloração das lamínulas 

com panótico rápido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Para representação da quantificação de 

amastigotas foram contadas 300 células por lamínula (infectadas e não infectadas), e o 

número total de amastigotas nas células infectadas. Com contagem na câmara de Neubauer 

das formas tripomastigotas, no sobrenadante da cultura dos macrófagos infectados, a taxa de 

crescimento também foi avaliada diariamente do quarto ao oitavo dia após infecção.  

  

10-  Detecção de mRNA pela ação da transcriptase reversa e amplificação pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR)  

     

● Extração de RNA total     

O RNA total do baço e coração de camundongos WT, e de macrófagos de camundongos 

WT e AhR KO, ambos infectados ou não por T. cruzi, foram isolados. Para isso foi adicionado 

500 µL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para cada 30 mg de tecido ou 4 x 106 

células. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente para permitir a completa dissociação de complexos nucleoprotéicos. 

Posteriormente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio (Merck, Darmstadt, Hessen, 

Alemanha) para cada 500 µl de Trizol utilizado. As amostras foram homogeneizadas, 

incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugadas a 12.000 x g durante 15 

minutos. Após a centrifugação, a mistura foi separada em uma fase inferior composta por 

fenol-clorofórmio, uma fase intermediária e uma fase superior aquosa incolor. Como o RNA 

estava contido nessa fase superior ela foi coletada e transferida para um novo microtubo. Para 

a precipitação do RNA foram adicionados 500 µL de isopropanol (Merck) para cada 500 µL 

de Trizol utilizado, e a mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida o material foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O RNA precipitado foi 

lavado duas vezes com 1 ml de etanol (Merck) 75% em agua tratada com dicarbonato de 

dietila (DEPC) (USB, Corp., Cleveland, OH, EUA) e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos. 

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi deixado em repouso por 5 a 10 

minutos para que o etanol evaporasse. O RNA precipitado foi diluído em 50 µL (tecido) e 20 

µL (células) de água livre de RNAse tratada com DEPC a 60oC e os tubos foram incubados 

a mesma temperatura por 30 minutos para completa diluição do precipitado, em seguida as 

amostras foram armazenadas a -70oC. A quantificação de RNA para padronização foi feita 

no espectrômetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), nos 
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comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Foram consideradas apropriadas as amostras que 

apresentaram uma relação ácido nucléico/proteína (OD260/OD280) com valores entre 1,6 e 

2,0.  

  

● Síntese de cDNA     

A síntese de cDNA foi realizada a partir do RNA extraído como indicado acima. Foi 

utilizado um volume final de reação de 25 µL contendo: 2µg de RNA, 250 nM de dNTPs 

(Promega, Corp., Madison, WI, EUA), 10 mM TRIS-HCl (pH 8,3) 15 mM KCl, 6 nM MgCl2, 

10 mM DTT (Gibco BRL, Life Technologies), RNAsin inibidor de RNAse (Promega Corp.) 

e 0,75 pmoles de oligo (dT) 15 primer (Promega Corp.). A mistura foi colocada em um 

termociclador e incubada inicialmente por 5 minutos a 70oC e 5 minutos a 4oC. Após tal 

incubação, foi adicionado 50 U da enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega Corp.) a 

cada amostra e em seguida foram incubadas por 5 minutos a 23oC, 5 minutos a 4oC, 60 

minutos a 37oC, 5 minutos a 90oC, e finalmente a 4oC. O cDNA, produto da reação, foi 

armazenado a -20oC até sua amplificação.  

  

● Amplificação específica por PCR em tempo real      

A amplificação da expressão de mRNA específica foi realizada através da PCR em 

tempo real com a utilização de iniciadores com sequências específicas para T. cruzi (Quadro 

1). As reações foram realizadas sob um sistema de detecção de sequência ABI 

PRISM®7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com a utilização de 10% da 

reação de cDNA em um volume total de 10 µL da mistura de PCR. Todas as reações foram 

desenvolvidas em duplicatas com o uso de SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) de acordo com as especificações do fabricante. O programa de PCR utilizado 

para amplificação de cDNA foi desenvolvido sob as seguintes condições: 2 minutos a 50oC, 

ativação da AmpliTaq a 95oC durante 10 minutos, desnaturação a 95oC por 15 segundos, em 

seguida a 60oC por 5 segundos. Finalmente, as amostras foram esfriadas por 1 minuto a 4oC. 

O gene de interesse foi normalizado em relação a expressão do gene constitutivo 18S 

(Quadro 1). A quantificação relativa do produto foi feita pelo método de 2-ΔΔCt. A 

quantificação absoluta foi feita de acordo com uma curva em que a quantidade de parasita era 

conhecida. A mudança na expressão foi representada como relativa aos animais não 

infectados.   
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● Amplificação específica por PCR convencional     

A amplificação da expressão de mRNA específica foi realizada por meio da PCR com 

a utilização de iniciadores com sequências específicas para IDO (Quadro 1). A reação foi 

realizada com a utilização da GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega) de acordo com as 

especificações do fabricante. O programa de PCR utilizado para amplificação de cDNA foi 

realizado sob as seguintes condições: 3 minutos a 94oC para desnaturação, em seguida 

realizamos o ciclo de 1 minuto a 94oC, 1 minuto a 60oC, 1 minuto a 72oC por 34 vezes, ao 

final mais 2 minutos a 72oC e o resfriamento a 4oC.  

  

● Eletroforese em gel de agarose     

Para o preparo do gel utilizamos a concentração de 1,5% de agarose em tampão 

tris/borato/EDTA (TBE) e após a solubilização da agarose foi adicionado GelRed 

(Uniscience, São Paulo, SP, Brasil). Um volume de 25 µL do padrão e de cada amostra foi 

aplicado nas canaletas do gel. Por uma hora e meia foram aplicados 80 volts com amperagem 

livre e para visualização das bandas e documentação da imagem utilizamos o aparelho 

ChemiDoc MP System (BioRad).  

     

     
Iniciadores  Senso  Antisenso  

18S  CTCAACACGGGAAACCTCA  CGTTCCACCAACTAAGAACG  

IDO  AGGATCCTTGAAGACCACCA  CCAATAGAGAGACGAGGAAG  

Quadro1 – Sequência dos iniciadores utilizados para quantificação de RNA mensageiro  

  

● Experimentos realizados na Harvard Medical School     

A extração de RNA foi feita por RNAeasy columns (Qiagen, USA) e o cDNA foi 

preparado de acordo com as especificações do High-Capacity cDNA Reverse Transcriptation 

kit (Applied Biosystems, USA). Os cDNAs foram usados como molde para reaçāo de qPCR 

com a utilizaçåo de sondas TaqMan (Applied Biosystems). Ahr Mm00478930_m1, cyp1a1 

Mm00487218_m1, cyp1b1 Mm00487229_m1, gapdh  

 Mm99999915_g1,  il-10  Mm00439614_m1,  il-12  Mm00434169_m1,  il-1b  

 Mm00434228_m1,    il-23  Mm00518984_m1,  il-27  Mm00461162_m1,  il-6  

Mm00446190_m1, socs1 Mm00782550_s1, socs2 Mm00850544_g1, socs3 

Mm00545913_s1 e tnf Mm00443258_m1. As reações de qPCR foram feitas em ViiA™ 7 
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Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e as análises foram de acordo com o método 

de ΔCt e os resultados foram apresentados como 2^ -ΔCt.  

 11-  Detecção de citocinas por ELISA  

  

Para dosagem das citocinas IL-12p40 e IFN-γ (Kit para ELISA – R&D Systems) no 

sobrenadante de 48 horas de cultura de esplenócitos de camundongos WT e AhR KO 

infectados por T. cruzi, foi feita a centrifugação da placa a 300 x g por 5 minutos. 

Posteriormente 50 µL do sobrenadante foram utilizados juntamente com os kits citados e de 

acordo com as especificações dos fabricantes. Os limites de detecção foram de 18,2 pg/mL 

para IL-12p40 e 11,2 pg/mL para IFN-γ. Em ambos, os padrões possuíam uma concentração 

inicial de 2.000 pg/mL.  

  

12-  Viabilidade celular de macrófagos estimulados com peróxido de hidrogênio 

(H2O2)  

     

Macrófagos de camundongos WT foram obtidos como descrito anteriormente. Após 

serem cultivados de um dia para o outro foram tratados com H2O2 (Sigma-Aldreich). Nas 

culturas estimuladas por 48 horas com H2O2 as concentrações utilizadas foram de 300, 200, 

100 e 50 mM. Para o ensaio de MTT, uma solução de 2 mg/mL de MTT foi preparada em 

RPMI-1640 suplementado como descrito anteriormente. 70 µL de tal solução foram 

adicionadas a cada poço da placa de 96 poços e que continha 2x105 células em cada. A placa 

foi incubada por 2 horas a 37 oC em câmara úmida contendo 5% de CO2. Após esse período 

de incubação o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan formados foram 

solubilizados em 300 µL de dimetilsulfoxido (DMSO) por poço. Em nova placa 100 µL de 

cada amostra foi transferido em duplicata e a viabilidade celular foi medida a 540 nM no 

espectrofotômetro. Os dados foram apresentados em porcentagem com relação as amostras 

não tratadas.   

  

13-  Isolamento de células da medula óssea e diferenciação em células dendriticas 

(BMDCs)  

     

Camundongos C57BL/6 fêmeas, com idade entre oito e 12 semanas, foram sacrificados 

por deslocamento cervical e tiveram as tíbias e fêmures coletados. Após a retirada do tecido 

muscular circundante, os ossos foram colocados em solução de etanol 70% por 5 minutos 
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para desinfecção e lavados com PBS. Em fluxo laminar as diáfises dos ossos recolhidos foram 

cortadas, os ossos foram colocados em micro tubos de centrifuga de 0,5 mL com um furo na 

base. Esses tubos foram inseridos em micro tubos de centrifuga de 1,5 mL e centrifugados 

por 2 minutos a 500 x g para remoção do conteúdo da medula.  O precipitado foi 

ressuspendido em 1 mL de tampão de lise ACK (Lonza, USA), a reação foi parada com meio 

RPMI (Gibco, USA) completo e em seguida as células foram filtradas em separadores de 

nylon com malha de 70 µm (BD FALCON, USA) para remoção de detritos e desagregação 

celular. O material coletado foi centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 4°C e o precipitado 

foi suspenso em 10 mL de RMPI 1640 completo. O número de células foi determinado pelo 

Cellometer (Nexcelom, USA). 2x106 células foram adicionadas por cada placa de petri de 

100 mm x 15 mm em 10 mL meio RPMI 1640 suplementado como descrito anteriormente e 

com 10% de soro fetal bovino (R10) contendo 20 ng/mL de fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF) (Prepotech, USA) e cultivadas a 37oC com 5% de CO2. 

No terceiro dia foram adicionados 10 mL de R10 com 20 ng/mL de GM-CSF, no sétimo dia 

foram retirados 10 mL de cada placa, esse volume foi centrifugado a 400 x g por 10 minutos 

e depois de suspendidas em R10 com 20 ng/mL de GM-CSF as células foram replaqueadas. 

No décimo dia as células foram removidas com PBS gelado.  

  

 14-  Isolamento e purificação de DCs derivadas do baço  

     

Para o isolamento das DCs do baço reproduzimos o protocolo de (Tavernier et al., 

2015) com algumas modificações. Após a lise dos eritrócitos, o número de células foi 

quantificado pelo Cellometer e a purificação foi feita por CD11c MicroBeads UltraPure 

(Miltenil Biotech, USA). Em seguida, quantificamos novamente o número de células e um 

total de 2x105 células foram plaqueadas por poço em placas de 96 poços, com fundo em U, 

em um volume total de 250 μL de R10. As culturas foram mantidas a 37oC com 5% de CO2.  

 15-  Estimulação das células dendríticas em cultura  

     

Para cinética de ativação as BMDCs foram ativadas com 1 μg/mL de LPS, 10μM de 

laquinimode e 10 nM de delaq por um período de 3, 6, 12 e 18 horas. Para inibição da via de 

sinalização de AhR as células foram tratadas previamente por 1 hora com 10 μg/mL do 

antagonista CH-223191.   
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 16-  Purificação de células T CD4+ naive por esferas magnéticas  

     

Baços de camundongos da linhagem 2D2, que possuem TCR específico para MOG 

foram coletados, macerados e a depleção das hemácias foi feita com tampão hemolítico ACK. 

As células foram lavadas em PBS, contadas e ressuspendidas em tampão de separação 

(tampão MACS). Realizamos a purificação das células T CD4+ naives pelo kit de esferas 

magnéticas CD4+CD62L+ (Miltenil Biotech) de acordo com as normas do fabricante.   

17- Ensaio de diferenciação in vitro de células T CD4+ naive na presença de DCs  

     

Culturas de DCs de animais WT e ItgaxcreAhRflox foram tratadas com delaq por 1 hora 

em estufa a 37oC com atmosfera contendo 5% de CO2 e estimuladas com LPS por 6 horas 

nas mesmas condições de cultivo e nas 3 últimas horas foram estimuladas com MOG35-55. Ao 

final das 6 horas as DCs foram lavadas 2 vezes com PBS estéril e ressuspendidas em meio 

R10. As células T naive CD4+CD62L+ esplênicas de animais WT foram purificadas como 

descrito acima, e co-cultivadas com as DCs em placas de 96 poços, na proporção de 1 DCs 

(1x105 cels/poço) para 4 células T naive (4x105 cels/poço) em 250µL de meio R10. Após 3 

dias de cultura a produção das citocinas foi analisada por citometria de fluxo.  

  

 18-  Citometria de fluxo  

     

Baços de camundongos WT e AhR KO infectados foram coletados aos 10 dias após 

infecção (dpi) por T. cruzi. Os órgãos foram macerados com EDTA 0,5 M (pH 8) e meio 

RPMI-1640 completo contendo 5% de SFB e em seguida centrifugadas a 400 x g por 10 

minutos a 4oC, as hemácias foram lisadas com solução de lise de eritrócito. Após 

centrifugação, nas mesmas condições citadas anteriormente, o precipitado foi diluído em 

meio RPMI-1640 com 5% de SFB. Para quantificação as células foram contadas na câmara 

de Neubauer com a utilização de azul de tripan para exclusão das células não viáveis. Após 

o ajuste da quantidade de células (1x106 por amostra) incubamos por 3 horas com 5 µL de 

Brefedin A (Sigma-Aldrich), um metabólito de fungos, para que seja interrompido o 

transporte de proteínas por meio do não funcionamento do aparato de Golgi. Esse tratamento 

foi feito nas amostras com marcações intracelulares. As combinações de marcações foram 

listadas no Quadro 2.  Um total de 30 mil eventos (compensação) e 100 mil eventos (amostra) 

foram adquiridas com o uso do FACS-Canto (BD) e as análises foram feitas no programa 

FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA).  
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 ● Experimentos realizados na Harvard Medical School     

Para verificação do perfil de citocinas produzidas pelas células T utilizamos o 

conjunto de anticorpos CD3 (BV650), CD4 (APC Cy7), IL-17 (PE), Foxp3 (FITC) e IL-10 

(APC) (eBioscience e Biolegend, USA). Para fixação e permeabilizaçāo utilizamos o kit 

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) apos 4 horas de estimulação 

por PMA, ionomicina e Golgi Stop. As células foram analisadas nos citômetros LSRII ou 

Fortessa (BD Biosciences).  

Combinação Marcação extracelular Marcação intracelular 

  Proteína Fluorocromo Proteína Fluorocromo 

1 

F4/80 APC-Cy7 IL-12p70 PE 

CD11b PE-Cy5 IiNOS FITC 

CD11c PE-Cy7     

CD8 BD Horizon V450     

2 

F4/80 APC-Cy7 ROS H2DCFDA 

CD11b PE-Cy5     

CD3 PE-Cy7     

CD4 BD Horizon V450     

3 

CD8 PerCP IFN-γ  FITC 

CD3 PE-Cy7 IL-17 PE 

CD4 BD Horizon V450 IL-10 APC 

4 

CD8 PerCP Foxp3 PE 

CD3 APC-Cy7 IL-10 APC 

CD4 BD Horizon V450 Arginase FITC 

CD25 PerCP     

5 
F4/80 APC-Cy7 il-10 APC 

CD11b Pacific Blue     

  

Quadro 2 – Combinação de marcadores extracelulares e intracelulares para análises celulares por 

citometria de fluxo.  

  

 19-  Microscopia confocal  

     

Os macrófagos de camundongos WT foram obtidos como descrito anteriormente. 

Lamínulas foram tratadas com 1M de HCl de um dia para o outro. Após lavagem com álcool 

foram adicionadas em placas de 24 poços e foram acrescentadas 5x105 células por poço. Após 

as células serem estimuladas ou infectadas com TcAg ou T. cruzi, de acordo com a descrição 

acima, elas foram fixadas com acetona gelada por 1 minuto e após 10 minutos de secagem 

foram congeladas a -20oC. Para marcação as lamínulas foram descongeladas e após 30 

minutos foram lavadas com 100 µL de PBS-BSA 1% por lamínula por 10 minutos. O 

bloqueio foi feito com Fc Block - CD16/32 (BD Biosciences) diluído em PBS/BSA 1% 
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(1:100 – 50 µL) por 30 minutos. Para realização da marcação intracelular as lamínulas foram 

lavadas com solução de permeabilização celular - Perm 35 Wash (BD Bioscience) (1:12 em 

PBS/BSA 1%) e incubadas por 30 minutos com o anticorpo primário de cabra de AhR (Santa 

Cruz) (1:100 – 50 µL). Em seguida as lamínulas foram lavadas 3 vezes com PBS/BSA 1% e 

incubadas com anticorpo secundário conjugado com fluorescência – Alexa Fluor 594 de 

macaco anti cabra diluídos em solução de permeabilização (1:100 - 50 µL) também por 30 

minutos. Antes da marcação com o fluoróforo lavamos 1 vez com PBS/BSA 1% e 

adicionamos F4/80 anti camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (Caltag Laboratories, 

CA, EUA) (1:500 - 50 µL) diluído em PBS/BSA 1% por 30 minutos. Por fim, adicionamos 

1 mg/mL de DAPI (Invitrogen) seguido de 10 minutos de incubação e lavamos 3 vezes com 

PBS/BSA 1%. Antes da fixação da lamínula à lâmina com Fluormount (Sigma-Aldreich) um 

período de 10 minutos foi reservado para secagem das lâminas. A captura das imagens foi 

feita no microscópio confocal Nikon Eclipse Ti - C2 com os seguintes lasers (excitação a 

405, 488 e 543 nm) e emissão com filtros band-pass de 450/50, 515/30 e 584/50 nm.  As 

análises foram feitas no programa Volocity (PerkinElmer).      

  

 20-  Análise estatística  

     

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão para cada grupo. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versão 5.0. Os grupos em 

que as comparações foram feitas estão descriminados nas próprias figuras ou na descrição 

delas. Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando após t teste 

Student ou ondeway ANOVA seguido de Bonferroni pos teste, o valor de p < 0,05.  
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RESULTADOS   
  

We cannot always do great things in life, but we can do small things with great love 

Dan Millman  

1- AhR é regulado positivamente no coração de camundongos WT infectados por  

T. cruzi.   

  

Para investigar o envolvimento de AhR durante a infecção por T. cruzi, nós 

analisamos o nível da expressão desse receptor por western blot. Os órgãos avaliados foram 

o coração e o baço de animais WT aos 10 e 15 (dpi). Nossos dados demonstraram que a 

infecção por T. cruzi induz a expressão de AhR no coração aos15 dpi (Figura 6A). No baço, 

os níveis protéicos de AhR não apresentaram alteração após a infecção experimental por T. 

cruzi (Figura 6B). Esses dados indicam que AhR exerce alguma função ao longo da infecção 

por T. cruzi pois ao menos no órgão que é mais afetado pela doença, observamos um aumento 

da expressão proteica desse fator de transcrição (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).   
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Figura 6 – Indução da expressão de AhR in vivo durante infecção experimental por T. cruzi. Camundongos 

WT foram infectados com 1x103 tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). Os corações (A) e os baços (B) foram 

retirados aos 10 e 15 dias após infecção (dpi). Os níveis da proteína AhR foram mensurados por western blot. 

Para análise, normalizamos os dados de acordo com a proteína constitutiva GAPDH para as amostras do coração 

e β-actina para as do baço. Cada ponto representa a media ± erro padrão de três experimentos independentes. 

** P< 0.01 * P<0,05.  

  

  

  

  

2- Papel de AhR na modulação da produção de citocinas pró e anti-inflamatórias 

no baço durante infecção por T. cruzi  

  

Dados obtidos anteriormente demonstraram que AhR relaciona-se com maior 

susceptibilidade a doença de Chagas em modelo murinho uma vez que observamos redução 

da parasitemia em camundongos deficientes de AhR (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). 

Para melhor compreensão do perfil imunológico avaliamos por ELISA e citometria de fluxo, 

a produção de IL-12 e IFN-γ no baço em diferentes populações celulares aos 10 dpi. Os 

resultados obtidos através do método de ELISA, demonstraram um aumento na liberação de 

IL-12 e IFN-γ (Figura 7A e B, respectivamente) no sobrenadante da cultura de células do 

baço dos camundongos AhR KO infectados quando comparados aos WT (Barroso, Gualdrón-

López et al. 2016).   
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Figura 7 – Os baços de animais AhR KO infectados por T. cruzi possuem resposta inflamatória intensa 

quando comparada a dos WT também infectados. Os baços de animais WT e AhR KO infectados por T. 

cruzi foram processados aos 10 dias após infecção (dpi) e analisados por ELISA. Medidas da expressão de IL-

12p40 (A) e IFN-γ (B) foram feitas no sobrenadante após 48 horas de cultura dos esplenócitos. Os resultados 

foram representados como controle (CO) e infectados por T. cruzi (Tc) e as análises feitas entre WT x AhR KO. 

Os dados são representativos de dois experimentos independentes. ** P< 0.01.  

  

  

  

  

  

  

  

  

Ao avaliarmos por citometria de fluxo o perfil das células produtoras de IL-12 e  

IFN-γ após 10 dpi, observamos um aumento no número de DCs (CD11c+CD8+IL12+) 

(Figura 8A) e de macrófagos (CD11b+F4/80+IL12+) (Figura 8B), no baço de camundongos 

AhR KO infectados. Vimos também que na infecção a ausência de AhR resulta em um 

aumento do número de células T produtoras de IFN-γ (CD3+CD4+IFN-γ+) e (CD3+CD8+IFN-

γ+) (Figura 8C e D). Dessa forma, podemos concluir que o aumento na produção de IL-12 e 

IFN-γ, em conjunto com outros mediadores, é fundamental para o maior controle da 

replicação do parasita observada nos camundongos AhR KO (Barroso, Gualdrón-López et al. 

2016). Tal fenótipo corrobora dados que relatam o papel antiinflamatório desse receptor.   
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Figura 8 – DCs/macrófagos e células T são responsáveis pela produção de IL-12 e IFN-γ, respectivamente, 

nos baços de animais AhR KO infectados por T. cruzi. Os baços de animais WT e AhR KO infectados por 

T. cruzi foram processados aos 10 dias após infecção (dpi) e analisados por citometria de fluxo. Medidas da 

expressão de IL-12p70 e IFN-γ foram feitas após marcação extracelular e intracelular das seguintes populações: 

DCs CD11c+CD8+IL-12+ (A) e macrófagos F4/80+CD11b+IL-12+ (B); células T auxiliares CD3+CD4+IFN-γ+ 

(C) e células T citotóxicas CD3+CD8+IFN-γ+ (D). Os resultados foram representados como controle (CO) e 

infectados por T. cruzi (Tc) e as análises feitas entre WT x AhR KO. Os dados são representativos de dois 

experimentos independentes. *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

  

  

Para caracterizar melhor o perfil da resposta imune inata e adquirida, também 

analisamos as proporções de macrófagos F4/80+CD11b+IL-10+, e de diferentes populações 

de células T CD4+ no baço de camundongos WT e AhR KO aos 10 dpi. A citocina IL-10 é 

reguladora e produzida tanto por macrófagos quanto por células NK, Th2 e algumas 

subpopulações de Treg. Dados anteriores demonstratam que os níveis de mRNA de IL-10 aos 

10 dpi foram os mesmos entre os grupos. Entretanto, aos 15 dpi os níveis dessa citocina foram 

menores na ausência do receptor (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). As análises por 

citometria de fluxo demosntraram que sem infecção há maior número de macrófagos 

F4/80+CD11b+IL-10+ no baço de camndongos AhR KO, mas esses níveis são quase que 

completamente reduzidos com a infecção e tornam-se iguais aos 10 dpi (Figura 9A). Para o 

perfil Th2 (CD3+CD4+IL-10+) o número de células foi o mesmo na ausência da infecção, mas 

aos 10 dpi houve aumento nos camundongos deficientes de AhR (Figura 9B). Esses dados 

sugerem que os mecanismos que levam a supressão da inflamação pela ativação de AhR 

durante a infecção por T. cruzi são mediados, ao menos parcialmente por IL-10 produzida 

por células Th2 (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).  

Quanto a expressão de mRNA total de Foxp3, o fator de transcrição característico de 

alguns subtipos de células Treg (Zhang, Kong et al. 2014), observamos durante meu mestrado 

que não houve diferença entre os grupos aos 10 dpi. Entretanto, os 15 dpi houve aumento da 

expressão de Foxp3 nos camundongos AhR KO, quando comparado aos WT também 
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infectados. Ao analisarmos o número de células da subpopulação de Treg 

(CD3+CD4+CD25hiFoxp3+), encontramos que aos 10 dpi a ausência de AhR resulta em um 

aumento dessas células, mas ao normalizarmos esse númeto de células durante a infecção 

pelo número na ausência da infecção, observamos que não há diferença entre os grupos 

(Figura 9C) (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).  

  

  
Figura 9 - O controle da resposta inflamatória em camundongos AhR KO tem contribuição das células 

Th2 e Treg. Os baços de animais WT e AhR KO infectados por T. cruzi foram processados aos 10 dias após 

infecção (dpi) e analisados por citometria de fluxo. Medidas da expressão de IL-10 e Foxp3 foram feitas após 

marcação extracelular e intracelular das seguintes proteínas e populações: Macrófagos F4/80+CD11b+IL-10+ 

(A), células Th2 (CD3+CD4+IL-10+) (B) e células Treg (CD3+CD4+CD25hiFoxp3+) (D). Os gráficos estão 

representados em número de células, controle (CO) e infectados por T. cruzi (Tc) e as análises feitas entre WT 

x AhR KO. Os dados são representativos de dois experimentos independentes. *** P< 0,001 * P<0,05.  

  

  

  

 A intensa resposta inflamatória induzida em camundongos AhR KO infectados por T. cruzi 

induz proteínas e moléculas que levam efetivamente a eliminação do parasita. Uma possível 

molécula efetora para o intenso controle da replicação do parasita nos camundongos AhR KO 

seria o NO. Porém, nossos resultados demonstraram que sistemicamente o NO não é 

responsável pelo controle da parasitemia, pois não encontramos diferenças nos níveis de 

nitrito nem no soro, nem no baço aos 10 dpi, ponto da infecção próximo ao controle da 

parasitemia (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). No entanto, novos dados demonstraram 

que há aumento no número de macrófagos  

F4/80+CD11b+iNOS+ (Figura 10A) e DCs CD11c+CD8+iNOS+ (Figura 10B) aos 10 dpi no 

baço de camundongos AhR KO (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).   

 Sabemos que a atividade da enzima arginase I é importante, pois ela tem a capacidade de 

interferir diretamente na replicação do parasita (Balaña-Fouce et al., 2012). Observamos aos 

10 dpi, na ausência do receptor, o mesmo número de macrófagos F4/80+CD11b+arginase+ 

entre os grupos (Figura 10C). Sendo assim, é provavel que in vivo, ao menos aos 10 dpi, essa 
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enzima não tenha exercido um papel crucial na replicação do parasita na ausência do receptor 

(Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).   

Outra possível explicação para a redução da parasitemia na ausência de AhR é a 

produção das ROS com um consequente aumento nos níveis de ONOO-. Dados do meu 

mestrado demonstraram que há intensa produção de ROS no baço de camundongos AhR KO 

aos 10 dpi. Tal fato não é acompanhado pelo aumento nos níveis de ONOO- (Barroso, 

Gualdrón-López et al. 2016). Outras análises feitas por citometria de fluxo dão suporte aos 

resultados anteriores e indicaram que um aumento no número de macrófagos 

F4/80+CD11b+ROS+ na ausência de AhR, aos 10 dpi, quando comparados ao grupo WT, 

poderia ser um dos fatores responsáveis pelo controle da replicação do parasita (Figura 10D) 

(Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). É importante ressaltar que nessas análises os 

granulócitos e linfócitos não apresentaram aumento na produção de ROS frente à infecção 

por T. cruzi na ausência de AhR (dados não mostrados). Isso sugere que o aumento da 

produção de ROS no baço, tem participação efetiva dos macrófagos presentes nesse órgão e 

que, in vivo, AhR é um regulador negativo do estresse oxidativo durante a infecção por T. 

cruzi.   

  

  

  
Figura 10 – Na ausência de AhR, NO e iNOS, mas não arginase, possivelmente contribuem para a 

eliminação do parasita.  Os baços de animais WT e AhR KO infectados por T. cruzi foram processados aos 

10 dias após infecção (dpi) e analisados por citometria de fluxo. Medidas da expressão de iNOS, arginase e 

ROS foram feitas em DCs e/ou macrófagos presentes no baço. Após marcação extracelular e intracelular as 

seguintes populações foram quantificadas e estão representadas como número de células macrófagos 

F4/80+CD11b+iNOS+ (B), DCs CD11c+CD8+iNOS+ (C), macrófagos F4/80+CD11b+arginase+ (A) e  

F4/80+CD11b+ROS+ (D). Os resultados foram representados como controle (CO) e infectados por T. cruzi (Tc) 

e as análises estatísticas foram feitas entre WT x AhR KO. Os dados são representativos de dois experimentos 

independentes. *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  
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 3- Redução da fibrose induzida por T. cruzi no coração de camundongos AhR KO.   
  

Como o coração é um órgão gravemente afetado pela infecção por T. cruzi, nós 

analisamos o infiltrado inflamatório, a fibrose e o perfil de importantes citocinas durante a 

infecção. Dados do meu mestrado demonstraram redução do infiltrado inflamatório no 

coração de camundongos AhR KO infectados por T. cruzi aos 15 dpi. Outras análises 

evidenciaram que há uma atenuação da fibrose em camundongos deficientes de AhR aos 15 

dpi quando comparadados aos WT também infectados (Figura 11E, F e G). Entretanto, a 

quantificação do parasita no coração revelou aumento de T. cruzi aos 10 dpi em camundongos 

AhR KO, quando comparado aos WT (Figura 11H), mas essa diferença não se manteve aos 

15 dpi (Figura 11H) (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).   

  
          Controle                                10 dpi                                   15 dpi      

WT  

AhR KO  
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Figura 11 – Fibrose cardíaca e carga parasitária. Seções representativas do coração de camundongos WT e 

AhR KO, infectados ou não por T. cruzi, marcadas com tricômico de Gomori. Tecido cardíaco normal de 

camundongos WT e AhR KO não infectados respectivamente (A e B). Pouca deposição de colágeno aos 10 dias 

após infecção (dpi) nos dois grupos (C e D). Fibrose cardíaca intensa nos animais WT infectados e reduzida em 

camundongos AhR KO, também infectados aos 15 dpi, respectivamente (E e F, flechas). Amplificação: A-F: 

x400. Quantificação da área de fibrose (G). Quantificação do parasita no tecido cardíaco por q-PCR (H). Os 

dados foram representados como porcentagem de fibrose (eixo y) por tempo de infecção (eixo x) (G). Dados 

representados como expressão quantitativa absoluta de RNA mensageiro de regiões específicas de T. cruzi (eixo 

y) por tempo de infecção (eixo x) (H).  *P <0,05.  

4- AhR é regulado positivamente em macrófagos estimulados por TcAg.   

  

É bem descrito que na doença de Chagas os macrófagos são um importante alvo do 

T. cruzi e têm um papel decisivo na etapa inicial da proliferação parasitária. Essas células são 

APCs e possuem mecanismos citotóxicos capazes de matar o parasita (Novais et al., 2014; 

Paiva e Bozza, 2014). Para tentarmos entender se a deficiência desse receptor resulta em uma 

maior habilidade de eliminar o parasita pelos macrófagos, assim como foi obervado in vivo 

nos camundongos AhR KO infectados por T. cruzi, torna-se importante o estudo dessas 

células na ausência de AhR.   

Para determinar se essas células aumentam a expressão de AhR em resposta a T.  

cruzi, macrófagos de camundongos WT foram purificados, cultivados e estimulados com 10 

µg/mL de TcAg in vitro, e a expressão do receptor foi quantificada por western blot. Nossos 

resultados demonstraram claramente que a expressão de AhR é regulada positivamente as 6 

e 12 horas após estímulo (Figura 12) (Barroso, Gualdrón-López et al.  

2016).   

     

     
Figura 12 – AhR é regulado positivamente em macrófagos de camundongos WT infectados por T. cruzi. 

Macrófagos de camundongos WT foram purificados, cultivados e estimulados (10 µg/mL TcAg) como descrito 

anteriormente. Após 6, 12 e 24 horas de estímulo, as células foram lisadas e a expressão de AhR foi quantificada 

pelo método de western blot. Os dados foram representados como a razão entre a expressão de AhR e da proteína 

β-actina que é expressa constitutivamente (eixo Y), e o tempo de estímulo em horas (eixo X). Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes. ** P< 0.01 * P<0,05.  
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Visto que o T. cruzi é capaz de induzir a expressão proteica de AhR, nos questionamos 

se o receptor é de fato translocado para o núcleo e ativado. Para responder esse 

questionamento, plaqueamos 2x105 macrófagos por poço, e após serem cultivados de um dia 

para o outro as células foram estimuladas com antígenos de T. cruzi por 6 horas (Figura 13) 

ou infectadas com tripomastigotas por 30 e 60 minutos (Figura 13). Para analise avaliamos 

a expressão e localização de AhR por microscopia confocal.  

Os dados demonstraram que quando cultivamos as células apenas em meio de cultura, 

há expressão basal de AhR (Figura 13 – Não infectada), assim como observado por western 

blot. Quando os macrófagos foram estimulados com TcAg (µg/mL) por 6 horas observamos 

intensa expressão de AhR e co localização com o núcleo (Figura 13 – TcAg).  Nas células 

infectadas por 30 e 60 minutos por T. cruzi também observamos a indução da expressão de 

AhR sendo que com 30 minutos os pontos de expressão encontram-se mais próximos do 

núcleo do que com 60 minutos, tempo em que podemos observar que a proteína já se encontra 

mais dispersa pelo citoplasma (Figura 13 – Tc 30 min e Tc 60 min).     
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Figura 13 - Indução de AhR por TcAg e T. cruzi.  Macrófagos de camundongos WT foram isolados e 

cultivados como descrito anteriormente. 5x105 células por poço foram estimuladas 6 horas com TcAg ou 

infectadas por T. cruzi por 30 ou 60 minutos. Após fixadas, as células foram marcadas com Alexa Fluor 488 

para F4/80, AhR com Alexa Fluor 594 e DAPI para DNA dos macrófagos e do T. cruzi. Para melhor 

visualização as imagens foram trabalhadas com a ferramenta 3D Isosurface do programa de análise de imagens 

Volocity. O experimento foi realizado uma vez.  
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5- A produção de ROS e a atividade das enzimas arginase e IDO estão associadas 

com o controle da replicação do parasita em macrófagos deficientes de AhR.   

  

Para tentar compreender a contribuição de AhR em macrófagos para o controle da 

infecção purificamos, cultivamos e infectamos essas células de camundongos WT e AhR KO, 

e estimulamos as células com 100 ng/mL de IFN-γ. Os macrófagos deficientes de AhR 

demonstraram uma atividade tripanocida elevada aos 4, 5 e 6 dpi, quando comparados aos 

WT (Figura 14A). Quando estimuladas por IFN-γ, as células dos camundongos WT 

apresentaram um aumento na atividade tripanocida, quando comparado as células do mesmo 

animal infectadas, mas não estimulados com essa citocina, aos 4, 5 e 6 dpi (Figura 12A). 

Entretanto, de forma interessante, ao tratarmos com IFN-γ os macrófagos deficientes de AhR 

infectados por T. cruzi, observamos que essas células perderam, parcialmente, a capacidade 

tripanocida (Figura 14A). Mesmo com essa perda, os macrófagos AhR KO 

infectados/tratados com IFN-γ, ainda liberam menos parasitas, quando comparados aos WT 

infectados, e liberam mais parasitas quando comparados aos WT infectados/tratados com 

IFN-γ e aos AhR KO apenas infectados (Figura 14A). A quantidade de amastigotas dentro 

dos macrófagos, apenas infectados, também foi reduzida na ausência de AhR (Figura 14B). 

Mas quando estimulados com IFN-γ, a quantidade de amastigotas foi maior nas células AhR 

KO quando comparadas as WT também tratadas, ambos as 48 horas após infecção. Esses 

dados correspondem com a quantidade de tripomastigotas liberados no sobrenadante das 

culturas (Figura 14A). Porém, tal diferença ainda poderia ser resultado de modificações nas 

células dos camundongos AhR KO que poderiam te-las tornado mais resistentes a invasão do 

parasita. Para responder a esse questionamento, quantificamos a taxa de infecção entre os 

dois grupos de células após 4 horas de infecção. Observamos que não há diferença no nível 

de infectividade das células WT e AhR KO (Figura 14C). Dessa forma, podemos concluir 

que o mecanismo utilizado pelos macrófagos de camundonogos AhR KO para eliminar os 

parasitas, provavelmente ocorre ainda dentro da célula, e que tal controle não ocorre apenas 

após a liberação desses parasitas por composos citotóxicos liberados no meio.  
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Figura 14 – AhR é importante para replicação do parasita. Macrófagos de camundongos WT e AhR KO 

foram purificados, cultivados, infectados e estimulados (100 ng/mL IFN-γ) como descrito anteriormente. A 

atividade tripanocida foi acompanhada pela contagem de tripomastigotas liberados no sobrenadante das culturas 

aos 3, 4, 5, 6 e 7 dias após infecção (dpi) (A). Atividade microbicida avaliada pela quantidade de amastigotas 

dentro das células após 48 horas de infecção (B). Quantificação da proporção de infecção das células após 4 

horas de infecção (C). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas 

foram feitas entre WT x AhR KO. *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

  

Para investigar a habilidade que os macrófagos deficientes de AhR possuem para 

eliminar o parasita, quantificamos a produção e liberação de alguns mediadores citotoxicos, 

que são responsáveis diretos pela eliminação do parasita. Sabemos que dois desses 

compostos, NO e ROS, fazem parte desse importante grupo de moléculas que auxiliam nessa 

eliminação de patógenos intracelulares em macrófagos (Gupta et al., 2011; Kimura et al., 

2014; Novais et al., 2014).  Quando dosamos indiretamente o NO, observamos que os níveis 

dessa molécula estão aumentados no sobrenadante da cultura de macrófagos deficientes de 

AhR estimulados com IFN-γ (Figura 15A). No entanto, os níveis de NO nos macrófagos de 

WT e AhR KO não foram diferentes quando infectados e tratadas com IFNγ (Figura 15A).   

Sabe-se que a L-arginina é utilizada tanto pela arginase I quanto pela iNOS, a enzima 

responsável pela produção de NO (Balaña-Fouce et al., 2012). Por isso, mensuramos a 

atividade da arginase I e observamos que ela também não é a provável explicação para a 

diferença encontrada em culturas apenas infectadas pelo T. cruzi (Figura 15B). Entretanto, 

nas culturas infectadas por T. cruzi e estimuladas com IFN-γ, observamos um aumento na 

atividade da arginase I nas células deficientes de AhR (Figura 15B). Esse aumento poderia 

explicar a perda parcial da atividade tripanocida e microbicida das células deficientes de AhR 

que foram infectadas por T. cruzi e estimuladas com IFN-γ (Figura 14).   
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Figura 15 – A intensa atividade tripanocida das células deficientes de AhR não é dependente de óxido 

nítrico. Macrófagos de camundongos WT e AhR KO foram purificados, cultivados, infectados e estimulados 

(100 ng/mL IFN-γ) como descrito anteriormente. Quantificação indireta de NO após 48 horas de infecção (A). 

Avaliação quantitativa da atividade da enzima arginase I após 48 horas de infecção (B). Cada unidade é definida 

como a quantidade da enzima que catalisa a conversão da L-arginina a 1 µmol de ureia. Representativo de dois 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram feitas entre WT x AhR KO. *** P< 0,001 * P<0,05  

  

A enzima IDO pode ser ativada por IFN-γ e utiliza o triptofano como substrato, o que 

resulta na produção de metabólitos capazes de ativar AhR, e além disso, ao consumir o 

triptofano inviabiliza a replicação do parasita (Pfefferkorn, 1984; Däubener et al., 1993; 

Mackenzie et al., 1998; Mackenzie et al., 1999).  Resultados preliminares demonstram uma 

aparente redução na expressão de mRNA de IDO após 6 horas de infecção por T. cruzi e 

estímulo com IFN-γ, nos macrófagos AhR KO (Figura 16). Mais analises tanto in vitro, 

quanto in vivo são necessárias para analisarmos de forma mais clara a papel dessa proteína 

em conjunto com AhR durante a infecção por T. cruzi.  

 

  

Figura 16 – Possível envolvimento de IDO com a parcial perda da capacidade microbicida de macrófagos 

AhR KO. Macrófagos de camundongos WT e AhR KO foram purificados, cultivados, infectados e estimulados 

(100 ng/mL IFN-γ) como descrito anteriormente. Avaliação qualitativa por RT-PCR convencional da produção 

de mRNA de IDO após 6 horas de infecção. Experimento realizado uma vez.  

Como as ROS também compõem um grupo de importantes moléculas efetoras, 

durante meu mestrado quantificamos em tempo real a produção de ROS em macrófagos in 

vitro. Nossos dados demonstraram que macrófagos AhR KO não infectados produzem níveis 

basais de ROS similares aos WT. Entretanto, a deficiência de AhR resultou em redução na 

produção de ROS por macrófagos estimulados com zimosan ou infectados por T. cruzi. Esses 
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dados indicam que, in vitro, a produção de ROS por macrófagos é parcialmente dependente 

de AhR (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Além disso, já foi descrito que as ROS podem 

favorecer a replicação de T. cruzi, dependendo da localização e concentração da produção 

(Paiva et al., 2012; Paiva e Bozza, 2014; Goes et al., 2016).   

As análises feitas durante meu mestrado demonstraram ex vivo que o ONOO- 

provavelmente não está envolvido com a maior capacidade dos camundongos AhR KO de 

eliminarem o parasita. Para avaliar o papel do ONOO- de forma mais clara, infectamos 

macrófagos in vitro, os tratamos com FeTPPS, um decompositor de ONOO-, e em seguida 

acompanhamos a atividade tripanocida, microbicida e quantificamos indiretamente a 

produção de ONOO-. A quantidade de tripomastigotas liberados e de amastigotas dentro dos 

macrófagos permaneceu reduzida nas células AhR KO tratadas, quando comparados aos WT 

também tratados com FeTPPS (Figura 17A e B, respectivamente) (Barroso, Gualdrón-

López et al. 2016). Entretanto, o consumo do ONOO- em células WT infectadas resultou em 

aumento da liberação de tripomastigotas dos 4 aos 7 dpi e no aumento da quantidade de 

amastigotas após 48 horas de infecção (Figura 17A e B, respectivamente). Acreditamos que 

em macrófagos in vitro¸ H2O2 em conjunto com as enzimas arginase (Figura 15B) e IDO 

(Figura 16), seriam os prováveis responsáveis pelo controle da replicação do parasita. 

Resultados preliminares indicam que as células deficientes de AhR são mais resistentes a 

presença de H2O2 (Figura 17D).   
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Figura 17 - ONOO- não é o responsável pelo controle da replicação do parasita nas células deficientes de 

AhR. Macrófagos de camundongos WT e AhR KO foram purificados, cultivados, infectados e estimulados (10 

ou 50 µM FeTPPS) como descrito anteriormente. A atividade tripanocida foi acompanhada pela contagem de 

tripomastigotas liberados no sobrenadante das culturas do 3o ao 7o dia após infecção (dpi) (A). Atividade 

microbicida avaliada pela quantidade de amastigotas dentro das células após 48 horas de infecção (B). 

Quantificação indireta da produção de peroxinitrito (ONOO-) (C). Teste de citotoxicidade do H2O2 quantificado 

pelo método de MTT. Os dados são referentes a um experimento (D). As análises estatísticas foram feitas entre 

todos os grupos e tratamentos e os dados são representativos de um dos três experimentos realizados (A e B). 

Experimento realizado duas vezes e uma vez (C e D, respectivamente). A análise estatística foi feita entre WT 

x AhR KO (C e D). *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

  

PARTE II  

     

6- Laquinimode e delaquinimode são capazes de ativar genes downstream de AhR   

  

 Para definirmos um tempo ideal de tratamento com laquinimode ou delaq e avaliar o perfil 

de ativação das BMDCs de camundongos WT ativadas ou não com LPS por 3, 6, 12 e 18 

horas, avaliamos os níveis de mRNA de algumas citocinas que são importantes indicadores 

de ativação e tolerogenicidade das DCs (IL-6, IL12, IL23 e IL-10) foram avaliados. 

Observamos aumento da expressão de il-6 e il-12 com 3 horas de estimulo pelas células 

ativadas por LPS e tratadas com laquinimode ou delaq, e pico de expressão foi após 6 horas, 
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indicando que as células foram ativadas, mas que os tratamentos não influenciaram nos níveis 

de mRNA de Il-6 (Figura 18). Já os níveis de mRNA de Il-12 nas células ativadas por LPS 

foram maiores quando tratadas por laquinimode ou delaq por 3, 6, 12 e 18 horas, sendo que 

após 3 horas ambos os compostos aumentaram os níveis de il12 e após 6 horas delaq reduziu 

a expressão de Il-12 (Figura 18). A expressão de Il-23 foi induzida apenas nas BMDCs 

ativadas por LPS e tratadas com laquinimode ou delaq após 3 e 6 horas de tratamento, sendo 

que dos compostos apenas o delaq foi capaz de aumentar a expressão de Il-23 (Figura 18). 

Os níveis de mRNA de il-10 também foram maiores nas BMDCs ativadas por LPS e tratadas 

com laquinimode ou delaq após 3, 6, 12 e 18 horas de tratamento, sendo que após 3 e 6 horas 

as compostos induziram um aumento na expressão de Il-10 e que esse efeito foi perdido após 

12 e 18 horas de tratamento (Figura 18).   

  

 
  

  

Figura 18 – Cinética de ativação BMDCs tratadas com laquinimod ou delaquinimod. Células da medula 

óssea de camundongos WT foram cultivadas por 9 dias na presença de 20 ng/mL de GM-CSF. No nono dia as 

células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS, 10 µM de laquinimod (Laq) ou 10 nM de delaquinimod 

(Delaq). Após 3, 6, 12 e 18 horas de estímulo, as células foram lisadas e as expressões gênicas de il-6, il-12a, 

il-23a e il-10 foram quantificadas por RT-qPCR. Os dados foram representados como unidades arbitrárias e 

foram analisados pelo método de Delta Ct. Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 

*** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

  

 Também avaliamos a capacidade dos compostos em questão de induzir a via de sinalização 

de AhR. Como AhR é um fator de transcrição, um dos modos de avaliar a ativação desse 

receptor é quantificando a espressão de genes que são controlados por ele. Por isso, 

quantificamos os níveis de mRNA cyp1a1, cyp1b1, ido1, socs1, socs2 e socs3. Os resultados 
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demonstraram que tanto nas BMDCs não ativadas quanto nas ativadas por LPS, laquinimode 

ou delaq são capazes de ativar AhR em todos os tempos avaliados, sendo que com 3 horas as 

células ativadas e tratadas a expressão gênica foi maior do que nas não ativadas, o que não 

foi observado nos demais tempos (Figura 19). Quanto à expressão de cyp1a1 e cyp1b1 

observamos que laquinimode e delaq são capazes de induzir a expressão dos dois genes que 

são downstream de AhR mesmo nas BMDCs não ativadas. O mesmo ocorreu quando as 

células foram ativadas por LPS, mas em ambas as situações não vimos diferença nos níveis 

de ativação pelo tratamento de delaq, quando comparada com laquinimode. Esse perfil foi 

observado principalmente após 3 e 6 horas de tratamento e/ou ativação (Figura 19). Com 

relação à indução da expressão de mRNA dos membros da família SOCS, não observamos 

diferença nos níveis de socs2, mas vimos que socs1 é regulado positivamente em todos os 

tempos de ativação e tratamento com laquinimode ou delaq, sendo que após 6 horas, 

laquinimode foi capaz de aumentar e delaq reduzir a expessão desse gene  (Figura 19).  O 

mesmo perfil foi observado para os níveis de socs3 com a exceção de que esse gene não foi 

induzido após 18 horas de ativação e/ou tratamento (Figura 19).  
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Figura 19 - Cinética de expressão de genes induzidos pela ativação de AhR em BMDCs estimuladas com 

laquinimode ou delaquinimode. Células da medula óssea de camundongos WT foram cultivadas por 9 dias na 

presença de 20ng/mL de GM-CSF. No nono dia as células foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS, 10 µM de 

laquinimod ou 10 nM de delaq. Após 3, 6, 12 e 18 horas de estímulo, as células foram lisadas e as expressões 

gênicas de cyp1a1, cyp1b1, ahr, ido, socs1, socs2 e socs3 foram quantificadas por RT-qPCR. Os dados foram 

representados como unidades arbitrárias e foram analisados pelo método de Delta Ct. Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes. *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  
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7- Delaquinimode é capaz de ativar genes downstream de AhR de forma mais 

intensa do que laquinimode apenas em DCs primárias  

  

 Sabemos que as BMDCs e as DCs primarias do baço podem apresentar diferenças na 

proporção dos diferentes subtipos de DCs e consequentemente variação da resposta imune 

(Mildner e Jung, 2014). Além disso, como o cenário de diferenciação das BMDCs é diferente 

daquele em que as DCs do baço se encontram, pode haver diferença no perfil de resposta 

imune produzido por essas células (Xu, Zhan et al. 2007, Segura, Albiston et al. 2009). Dados 

do nosso grupo demonstraram que delaq tem efeitos mais intensos do que laquinimode com 

relação à ativação de genes da via de AhR. Entretando, observamos que laquinimode ou delaq 

são capazes de ativar cyp1a1 e cyp1b1 em BMDCs, mas não houve diferença nos níveis de 

ativação entre um tratamento e outro (Figura 20). Por isso, após definirmos que o tempo de 

ativação de 6 horas é necessário para avaliarmos os parâmetros desejados, utilizamos DCs 

primárias para a realização dos demais experimentos.   

  

 
Figura 20 – Laquinimod e delaquinimod apresentam o mesmo perfil de expressão de genes induzidos por 

AhR em BMDCs. Células da medula óssea de camundongos WT foram cultivadas por 9 dias na presença de 

20ng/mL de GM-CSF. No nono dia as células foram estimuladas com 10 µM de laquinimod ou 10 nM de 

delaquinimod. Após 3, 6, 12 e 18 horas de estímulo, as células foram lisadas e as expressões gênicas de cyp1a1 

e cyp1b1foram quantificadas por RT-qPCR. Os dados foram representados como unidades arbitrárias e foram 

analisados pelo método de Delta Ct. Os dados são representativos de dois experimentos independentes. *** P< 

0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  
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 Por isso, avaliamos a ativação de genes downstream de AhR em DCs derivadas do baço de 

camundongos WT ou ItgaxcreAhRflox, em que a deficiência de AhR é restrita a essas células, 

após 6 horas de tratamento. Vimos que nas células WT não ativadas, delaq é capaz de induzir 

a expressão de mRNA de cyp1a1 e cyp1b1 de forma mais intensa que laquinimode (Figura 

21). Sabemos que em camundongos esse efeito é dependente de AhR, mas ainda não foi 

descrito se esse fenótipo em DCs é também dependente do receptor (Kaye, Piryatinsky et al. 

2016). Para analisarmos se essa dependência existe, avaliamos os mesmos parâmetros nas 

células tratadas com o antagonista de AhR, o CH-223191, ou nas DCs de animais 

ItgaxcreAhRflox. Nossos dados demonstraram que tanto na presença do antagonista, quanto na 

ausência de AhR, laquinmode e delaq reduzem os niveis de mRNA de cyp1a1 e cyp1b1, 

ambas em comparação as células WT (Figura 21). Esses dados indicam que a ativação desses 

genes é resultante da ativação de AhR.   

  

  
Figura 21 – Ativação de AhR por laquinimod ou delaquinimod em células dendríticas primárias. Células 

dendríticas primárias foram isoladas do baço de camundongos WT e ItgaxcreAhRflox por beads para CD11c por 

seleção positiva. As células foram estimuladas com 10 µg/mL de CH-223191 ou 10 µM de laquinimode ou 10 

nM de delaquinimode (Delaq). Após 6 horas de estímulo as células foram lisadas e a expressão gênica de cyp1a1 

e cyp1b1 foi quantificada por RT-qPCR. Os dados foram representados como unidades arbitrárias e foram 

analisados pelo método de Delta Ct. Os dados são representativos de dois experimentos independentes.  *** P< 

0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

  

  

  

  

  

  

    

8- Delaquinimode reduz a produção de IL-6 em células dendriticas de forma 

dependente de AhR  
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Sabemos que o perfil de citocinas liberadas pelas DCs são um indicativo do subtipo a 

que foram diferenciadas, e determinam o perfil de células T que será induzido por elas (Reis 

E Sousa, 2006; Quintana et al., 2010; Mildner e Jung, 2014).  Para compreender o perfil de 

ativação das DCs primárias, analisamos os níveis de expressão de mRNA de algumas 

citocinas importantes para a EAE. Observamos que nas DCs WT, delaq é capaz de suprimir 

a expressão de mRNA de Il-6, tnf, il-1beta e il-27, entretanto apenas a supressão de il-6 é 

dependente da expressão de AhR em DCs (Figura 22). Esse mesmo perfil foi observado 

quando dosamos no sobrenadante das culturas os niveis de IL-6 liberados apos 6 horas de 

estimulo (Figura 22).  

  

     

     
  

  

Figura 22 – A inibição da produção de IL-6 por delaquinimod em DCs primárias é dependente de AhR. 

Células CD11c+ foram isoladas do baço de camundongos WT e ItgaxcreAhRflox por beads CD11c. As células 

foram estimuladas com 1 µg/mL de LPS ou 10 µM de laquinimod ou 10 nM de delaquinimod. Após 6 horas de 

estímulo, as células foram lisadas e as expressões gênicas de il-6, tnf, il23a, il-1β, il27, il12a e il-10 foram 

quantificadas por qPCR. A produção de IL-6 foi dosada por ELISA no sobrenadante das culturas. Os dados 

foram representados como unidades arbitrárias e foram analisados pelo método de Delta Ct. Os dados são 

representativos de dois experimentos independentes. *** P< 0,001 ** P< 0.01 * P<0,05.  

Sabe-se que no contexto da EM e da EAE, o estimulo de células Th0 por IL-6 e TGF-

β leva a diferenciação de células Th17 (Egwuagu and Larkin Iii 2013). Para avaliar se no 

nosso modelo essa diferenciação foi alterada pelo tratamento com delaq, utilizamos DCs de 

animais WT e ItgaxcreAhRfl tratadas com o composto e ativadas com LPS e MOG. Apos 6 
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horas de estimulo as DCs foram co-cultivadas por 72 horas com células T CD4 naives de 

camundongos 2D2, que possuiam TCR especifico para MOG, e que podem responder de 

maneira especifica ao antigeno da EAE (Bettelli, Pagany et al. 2003). Ao fim do periodo 

indicado avaliamos o perfil de diferenciação e de resposta das células T. Nossos dados 

demonstraram que nas DCs WT condicionadas na presença de delaq houve supressão da 

diferenciação de células Th17 produtoras de IL-17, quando comparadas com as não tratadas 

do mesmo grupo (Figura 23). De forma oposta, a expansão de células Treg FoxP3+ foi maior 

quando da presença de DCs WT tratadas com delaq quando comparadas as WT não tratadas 

(Figura 23). Quando co-cultivamos as células dendríticas de camundongos ItgaxcreAhRfl  

tratadas com delaq, com as células T dos animais 2D2, observamos que não houve diferença 

na porcentagem de expressão de IL-17 e FoxP3 nas células T CD4, quando comparadas as 

DCs do WT, indicando que esse perfil de polarização induzido por delaq e MOG, é 

dependente de AhR (Figura 23).    

  

  

  

Figura 23- A diferenciação de células Th17 e Treg em animais tratados com delaquinimod é dependente 

da expressão de AhR em DCs. DCs de camundongos WT e ItgaxcreAhRflox foram isoladas, ativadas por LPS e 

MOG e tratadas com delaquinimode (Delaq). Após 6 horas co-cultivamos as células T naive por 72 horas com 

uma proporção de 1 DC para 4 células T. As análises de expressão de IL-17 e Foxp3 foram feitas em células T 

CD3+CD4+ por citometria de fluxo. Os dados são representativos de dois experimentos independentes. Não 

significativo (ns). *** P< 0,001   
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DISCUSSÃO  
     

Nobody was born a master; amateurs become experts because they did not give up on 
learning. You are going as far as you can if you’ll learn and apply.   

  

Israelmore Ayivor  
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Sabemos que AhR é crucial para muitas funções do sistema immune, tanto para as 

fisiológicas, quanto nos contextos de autoimunidade e de infecções (Shi et al., 2007; Quintana 

et al., 2008; Elizondo et al., 2011; Quintana e Sherr, 2013; Brant et al., 2014). Já foi descrito 

que AhR pode ser expresso e ativado em diversas células do coração durante a embriogênese 

cardíaca e na fase adulta de camundongos, o que demonstra a importância do receptor para a 

função desse órgão (Carreira et al., 2015). De fato, vimos que a infecção por T. cruzi induz 

um aumento da expressão de AhR no coração dos camundongos WT aos 15 dpi. Além disso, 

dados obtidos durante meu mestrado demonstraram um aumento do infiltrado inflamatório 

no coração (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Acreditamos que esse aumento de células 

inflamatórias e/ou a infecção dos cadiomiócitos, pode ter resultado em maior expressão de 

AhR durante a infecção por T. cruzi nesse tecido.  

 No baço, outro órgão importante para a resposta imunológica nesta infecção, não obervamos 

por western blot diferença na produção proteica de AhR. Entretanto, essa ausência de 

diferença pode ser devido ao fato de que a análise foi feita no extrato total do órgão e que 

populações celulares diferentes, com relevâncias imunológicas distintas, podem expressar 

diferencialmente o receptor, mas quando analisadas em conjunto, inviabilizam a 

quantificação protéica de células que separadamente seriam relevantes na infecção com níveis 

aumentados de AhR.  

É interessante que compostos originados, e ou decompostos, pela flora comensal já 

foram descritos como fontes abundantes de agonistas de AhR, tais substâncias têm 

capacidade de ativar a sinalização por meio desse receptor em doses fisiologicamente 

relevantes (Quintana e Sherr, 2013; Rothhammer et al., 2016; Gutiérrez-Vázquez e Quintana, 

2018). Observamos nesse trabalho, que há indução da expressão proteica de AhR por TcAg, 

e provável ativação do receptor tanto por TcAg quanto por T. cruzi (Barroso, Gualdrón-López 

et al. 2016). Análises como dosagem de metabolitos da ativação de AhR (CYP1A1, CYP1B1) 

e ensaio de gene reporter ainda são necessárias para comprovar a ativação do receptor no 

nosso modelo.  

 Entretanto, nossos dados e os relatos na literatura já nos levam a sugerir que por 

possuírem capacidade de induzir AhR, compostos derivados de T. cruzi poderiam levar a 

redução da resposta inflamatória frente a infecção, o que daria condições ao parasita de burlar 

a resposta inflamatória inicial e dessa forma replicar-se de maneira eficiente resultando em 

um aumento do valor adaptativo desse parasita. Além disso, a ativação de AhR está 
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relacionada a respostas antioxidantes (Stockinger et al., 2014), o que resultaria na redução da 

produção dos principais agentes citotóxicos ao longo da infecção por T. cruzi.   

De fato, quando avaliamos o curso natural da infecção, observamos que na ausência 

de AhR o T. cruzi perde parte da capacidade replicativa, o que provavelmente esta associado 

com o descontrole das estratégias evolutivas desse parasita de burlar a resposta imune do 

hospedeiro (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Muitos estudos sugerem que AhR faz 

parte de vias regulatórias que são capazes de inibir respostas inflamatórias em diversos 

modelos de infecção (Sanchez et al., 2010; Elizondo et al., 2011; Brant et al., 2014). Dessa 

forma nos questionamos se esse fenótipo anti-inflamatório de AhR também pode ser 

observado frente a infecção por T. cruzi. Observamos que no nosso modelo AhR desempenha 

esse papel regulatório, uma vez que o número de macrófagos e células dendríticas infectadas 

e deficientes de AhR produtoras de IL-12 e IFN-γ, foi maior aos 10 dpi nesses animais. 

Sugerindo que parte do controle inflamatório e da replicação do parasita é dependente de 

AhR.   

É importante ressaltar que esse controle é exercido principalmente por macrófagos, 

uma vez que o maior número de células produtoras dessas citocinas observado nos baços dos 

camundongos AhR KO infectados, foram macrófagos. Entretanto, isso não significa que as 

células dendríticas não desempenham um importante papel ao longo da infecção, mesmo 

porque essas células tem forte influência na conexão da resposta imune inata com a 

adaptativa, e mesmo tendo sido em menores quantidades quando comparadas aos 

macrófagos, elas ainda representam um número significativo de células.   

Com relação à resposta efetora dos macrófagos, sabemos que a produção de ONOO- 

é dependente da presença de NO e O2
- em quantidades equimolares no mesmo compartimento 

(Nathan e Shiloh, 2000; Liochev e Fridovich, 2003; Pacher et al., 2007). Por citometria de 

fluxo avaliamos a produção de iNOS e ROS, proteínas e compostos responsáveis pela 

resposta efetora. Observamos que os macrófagos dos camundongos AhR KO infectados 

produzem a maior quantidade desses compostos (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). 

Resultados de experimentos ex vivo indicaram um aumento da produção de ROS, mas não de 

ONOO- e NO em células do baço de camundongos deficientes de AhR infectados por T. cruzi. 

Quando analisamos a presença de NO dos animais, observamos aumento da presença de NO 

no soro dos camundongos AhR KO aos 15 dpi. A presença de NO no soro só é detectada 

quando há excesso da produção dessa molécula nos tecidos. O fato de não termos obervado 

diferença na quantidade de NO no soro aos 10 dpi não significa que essa molécula não tenha 
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sido efetivamente produzida nos tecidos (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Acreditamos 

que NO em conjunto com ROS, podem ser os responsáveis diretos pelo controle da replicação 

do parasita na ausência de AhR pois observamos maior produção de iNOS e ROS aos 10 dpi 

nos macrófagos dos baços desses animais, e ausência de diferença entre os grupos no número 

de células produtoras de arginase.   

 Na infecção por T. cruzi sabemos que do ponto de vista do hospedeiro uma forte resposta 

inflamatoria inicial é importante para o controle inicial da replicação do parasita. Além disso, 

levando em conta tanto o hospedeiro quanto o parasita, é importante que haja uma resposta 

imune reguladora para conter o possível dano tecidual causado pela intensa resposta 

inflamatoria, e para que o parasita se perpetue. No nosso modelo, aos 10 dpi observamos alta 

produção de IL-10 pelas células Th2 dos camundongos AhR KO infectados por T. cruzi. 

Desse modo, o controle da resposta inflamatoria no nosso modelo é provavelmente exercido 

principalmente pelas celulas T produtoras de IL-10. Observamos também aumento no 

número de Treg nos animais AhR KO infectados, mas quando é feita a normalização dos 

grupos infectados pelos respectivos controles, não há diferença entre o número dessas células 

entre WT e AhR KO (ambos infectados), indicando que na infecção AhR não desempenha 

um papel essencial para a expansão dessas células. Frente ao forte perfil de produção de IL-

10, outra população celular que deveria ser avaliada é a Tr1, que são células reguladoras 

FoxP3- produtoras de IL-10.   

 O relevante papel dos macrófagos observado in vivo e o conhecimento de que essas células 

são importantes APCs durante a doença de Chagas, nos conduziu a realizar experimentos in 

vitro na tentativa de compreender melhor a função que AhR desempenha para o controle da 

infecção por T. cruzi observada no nosso trabalho (Novais et al., 2014). Os dados 

demonstraram que as células estimuladas com TcAg expressam AhR principalmente após 6 

e 12 horas de estímulo (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Além disso, analises por 

microscopia confocal também demonstraram a ativação de AhR tanto pelo TcAg quanto pelo 

parasita. Dessa forma podemos concluir que além de induzir a expressão do receptor, 

proteínas do parasita levam a translocação e ativação de AhR. Esses dados indicam que os 

padrões de reconhecimento a patógenos (PAMPs) derivados do T. cruzi, são responsáveis 

pela ativação de vias de sinalização que induzem a transcrição e transmigração de AhR em 

macrófagos. Estudos recentes demonstraram que o fator de transcrição NF-κB atua na 

transcrição e ativação de AhR (Vogel et al., 2014). Outros estudos relacionam a via de 

sinalização desse mesmo fator de transcrição, NFκB, com a infecção por T. cruzi (Huang et 
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al., 2003). Em conjunto, esses trabalhos nos levam a hipótese de que durante a infecção por 

T. cruzi, a ativação de NF-κB pode levar a transcrição e ativação de AhR. Entretanto, 

experimentos precisam ser feitos para comprovar essa hipótese, uma vez que sabemos que as 

vias ativadas downstream de AhR são diversas e dependentes do modo com que o receptor 

foi ativado (Jackson, Joshi et al. 2015).  

 Vimos que o papel crucial de AhR para a replicação do T. cruzi in vivo foi obsevado também 

in vitro. A diferença de replicação do parasita entre as células no animal WT e do AhR KO, 

não está associada com a taxa de entrada do parasita nessas células, que foi avaliada após 4 

horas de infecção (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Por termos observado que após 48 

horas de infecção há menos formas amastigotas nos macrófagos deficientes de AhR, 

concluímos que essa diferença está provavelmente associada com mecanismos citotóxicos 

que influenciam a replicação dessas formas ainda dentro da célula (Barroso, Gualdrón-López 

et al. 2016). De forma interessante, quando infectamos os macrófagos e após duas horas 

tratamos as células com IFN-γ, houve perda parcial da atividade tripanocida dos macrófagos 

AhR KO, esse fenótipo também foi observado na quantificação de amastigotas intracelulares 

após 48 horas de infecção, sustentando também a ideia de que o controle da replicação 

provavelmente ocorre logo na fase inicial da infecção.   

Como sabemos que o controle da parasitemia é exercido por diversos mecanismos 

imunológicos como produção de RNS e ROS, avaliamos nos macrófagos a produção desses 

compostos (Torrico et al., 1991; Silva et al., 2003; Piacenza et al., 2008; Alvarez et al., 2011).  

Quando quantificamos NO após 48 horas de cultura vimos que a produção dele, uma das 

principais moléculas efetoras durante a infecção por T. cruzi, não é o responsável por conter 

de forma mais eficiente a replicação dos parasitas nas células deficientes de AhR in vitro. 

Como a arginase I compete com a enzima produtora de NOS, a iNOS, pelo mesmo substrato 

(Balaña-Fouce et al., 2012), mensuramos a atividade da arginase I. Observamos que ela 

também não é a provável explicação para a diferença encontrada em culturas apenas 

infectadas pelo T. cruzi. Entretanto, nas culturas infectadas por T. cruzi e estimuladas com 

IFN-γ, observamos um aumento na atividade da arginase I nas células deficientes de AhR. 

Esse aumento poderia explicar a ausência de diferença na produção de NO e a perda parcial 

da atividade tripanocida e microbicida das células deficientes de AhR que foram infectadas 

por T. cruzi e estimuladas com IFN-γ.  

A enzima IDO é ativada por IFN-γ, está relacionada com o controle da replicação 

parasitaria uma vez que influencia a degradação e disponibilidade de triptofano, e essa 
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degradação leva a produção de metabólitos que ativam AhR (Alberati-Giani et al., 1997; 

Hucke et al., 2004; Knubel et al., 2010; Jaronen e Quintana, 2014; Nguyen et al., 2014). 

Dados preliminares da expressão mRNA da IDO nos macrófagos demonstraram que, nas 

células deficientes de AhR infectadas por T. cruzi e tratadas com IFN-γ, há redução da 

quantidade de mRNA quando comparadas com as células do WT nas mesmas condições. 

Outras análises como quantificação por RT-qPCR, western blot, ELISA e gene 

reporter/luciferase ainda precisam ser feitas para confirmar o efeito da IDO no nosso modelo. 

É importante ressaltar que a co-evolução da IDO com o AhR já foi relatada e assim como 

citado acima, essa enzima também se relaciona com estratégias de controle de replicação de 

parasitas, incluindo o T.cruzi (Knubel et al., 2010; Jaronen e Quintana, 2014).   

Esses dados dão força à ideia de que AhR atua no valor adaptativo do T. cruzi.  

É bem estabelecido que as ROS agem em células do sistema imune como mediadores 

para eliminar patógenos intracelulares (Ba et al., 2010; Kimura et al., 2014). Entretanto, 

estudos recentes têm demonstrado que dependendo da concentração e da localização da 

produção dessas ROS, elas podem facilitar a infecção e replicação do T. cruzi (Paiva et al., 

2012; Paiva e Bozza, 2014; Goes et al., 2016). Além disso, vários estudos tem relacionado 

AhR a resposta mediada pelo fator nuclear associado ao fator eritróide 2 (Nrf2) em diversos 

tipos celulares, e descrevem que esses dois fatores de transcrição agem sinergicamente a 

xenobióticos e a antioxidantes (Stockinger et al., 2014).  

 Com os dados de ROS observados in vivo nos camundongos AhR KO, podemos 

supor que há incapacidade dos macrófagos de ativar uma resposta antioxidante para as 

concentrações de ROS encontradas durante a infecção por T. cruzi. Assim, uma resposta 

inflamatória aumentada, seguida por alta produção de mediadores citotóxicos, NO e ROS in 

vivo, podem ter resultado em melhor controle da replicação do parasita na ausência de AhR. 

Já os nossos resultados in vitro corroboram os dados da literatura que demonstram que em 

certas concentrações, ROS é importante para a replicação do T. cruzi (Barroso, 

GualdrónLópez et al. 2016).   

Ex vivo, não observamos diferença entre os grupos na produção de ONOO-. No 

entanto já é bem descrito que ONOO- é um dos compostos com maior citotoxidade para o T. 

cruzi (Alvarez et al., 2011). Como nossas análises foram feitas no baço, a produção de 

ONOO- pelos macrófagos pode ter sido diluida em meio a todas as células desse órgão dessa 

forma inviabilizado a detecção. Por isso, avaliamos a taxa de replicação tanto de amastigotas 

quanto tripomastigotas dos macrófagos infectados por T. cruzi e ou tratados com o 
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decompositor de ONOO-. Assim como relatado na literatura vimos que o ONOO- é importante 

para a replicação do parasita nas células WT, mas na ausência de AhR ele não é responsável 

pelo controle diferenciado da replicação do parasita. Dessa forma, esses dados corroboram o 

fenótipo que encontramos ex vivo (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). Além do ONOO- 

outra molécula que faz parte das ROS, e tem relevante papel efetor, é a H2O2. Dados 

preliminares demonstraram que os macrófagos deficientes de AhR são mais resistentes aos 

níveis de H2O2. No entanto, mais analises serão necessárias para comprovar o envolvimento 

direto dessa molécula no nosso modelo (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016).  

O coração é o órgão mais afetado durante a doença de Chagas. Por isso, avaliamos o 

efeito de AhR na inflamação e dano tecidual. Dados do meu mestrado mostraram que no 

coração os níveis de mRNA das citocinas pró-inflamatórias IL-12, IL-6, TNF e IL-17 

apresentaram aumento na ausência do receptor AhR. O marcador de células Treg, FoxP3, e a 

citocina regulatória IL-10, também apresentaram aumento nos níveis de mRNA no início da 

infecção, mas aos 15 dpi esses níveis foram reduzidos igualmente em ambos os grupos. A 

expressão de mRNA das proteínas SOCS 2 e 3 foi menor na ausência do receptor AhR aos 

10 dpi, mas os níveis permaneceram os mesmos entre os grupos aos 15 dpi. Não houve 

diferença quanto a expressão de SOCS1 no coração (Barroso, Gualdrón-López et al. 2016). 

É importante lembrar que SOCS2 é essencial para a função dos cardiomiócitos durante a 

infecção por T. cruzi (Esper et al., 2012). Além disso, dados do nosso laboratório 

demonstraram que a expressão de SOCS2 é maior em cardiomiócitos purificados de 

camundongos WT infectados por T. cruzi. Dessa forma, podemos sugerir que AhR controla 

a expressão de SOCS2 também em cardiomiócitos.  

 Ao avaliarmos o infiltrado inflamatório e a fibrose nesse tecido, observamos que ambos são 

reduzidos aos 15 dpi nos camundongos AhR KO quanto comparado aos WT também 

infectados. Em conjunto, esses dados podem indicar que é provavel que as células residentes 

no coração também devem ser capazes de produzir mediadores inflamatórios e citotóxicos. 

Isso porque mesmo com alta quantidade de parasitas aos 10 dpi, e sem diferença na 

quantidade de células infiltradas no tecido, os camundongos AhR KO são capazes de 

controlar a migração do parasita e a fibrose aos 15 dpi, quando comparados aos WT (Barroso, 

Gualdrón-López et al. 2016). De fato, foi demonstrado pelo nosso grupo que cardiomiócitos 

são produtores de citocinas, quimiocinas e NO quando infectados por T. cruzi (Machado, 

Martins et al. 2000). Análises da fisiologia cardíaca foram feitas para elucidar a relevância 

de AHR nos processos fisiológicos ao longo da infecção. No entanto, mais análises são 
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necessárias para elucidar melhor a fisiologia cardíaca no nosso modelo.  Como enfatizado 

anteriormente há vários relatos na literatura descrevendo AHR como um importante sensor 

que atua no sistema imune tanto na infecção quanto na autoimunidade. Até o momento os 

dados do nosso grupo demonstraram que durante a infecção por T. gondii LXA4 sinaliza via 

AHR e induz a expessão de SOCS2 em células dendríticas (Machado et al., 2006). Na malária 

experimental AHR controla a produção de IL-17 e SOCS3 no cérebro. E no modelo 

experimental da doença de Chagas vimos que a expressão de AHR é aumentada no coração 

de camuundongos WT infectados por T. cruzi; que há aumento da expressão e translocação 

para o núcleo em macrófagos estimulados por TcAg; que a ausência de AHR resulta em 

redução da parasitemia e redução do infiltrado inflamatório e fibrose no coração apesar do 

aumento da produção de citocinas próinflamatórias e redução da expressão de SOCS2 

(importante para a função cardíaca); que AHR provavelmente influencia mecanismos anti-

oxidantes controlando a produção de ROS por macrófagos do baço e atua como um fator anti-

inflamatório; e de forma controversa, a replicação do parasita in vitro nos macrófagos 

deficientes de AHR é controlada mesmo com a redução da produção de ROS.   

  Em conjunto, os dados do nosso grupo demonstram o envolvimento de AHR em doenças 

parasitárias incluindo o desconhecido papel de AHR para o sucesso replicativo do T. cruzi e 

consequente estabelecimento da infecção. Esse controle da infecção exercido por AHR ocorre 

já na fase inicial da infecção, indicando que provavelmente são mecanismos da imunidade 

inata que desempenham papel relevante nesse fenótipo  (Barroso, GualdrónLópez et al. 

2016). Já foi descrito que AHR é fundamental em células dendríticas durante a infecção 

experimental por T. gondii, pensando na importância desse receptor em infecções 

parasitárias, e tendo em vista a nossa hipótese de que o controle da infecção ocorre já na fase 

inata da resposta imune, é fundamental entendermos o papel dessas células no nosso modelo 

(Machado, Johndrow et al. 2006).   

Pelo fato de AHR já ter sido descrito como molécula fundamental para a eficácia de 

tratamento de doenças autoimunes como a EM, Huntington e câncer (Kaye et al., 2016; 

Megna et al., 2017; Ogura et al., 2017; Safe et al., 2017), faz-se necessário mais estudos para 

a compreensão dos mecanismos moleculares pelos quais AHR atua ao longo da infecção por 

T. cruzi e das doenças em que o controle da atividade desse receptor já é estudada. Com o 

objetivo de futuramente pesquisar e conectar todas essas questões, durante meu doutorado 

sanduiche, parte dos experimentos foram feitos com base no tratamento de DCs por 

laquinimode, composto que está em fase III de teste para o tratamento da EM, e que tem a 
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eficácia no controle da diferenciação de células T patogênicas de forma dependente de AHR 

(Kaye et al., 2016).   

Roquinimex (Linimod®) é um composto que foi testado para o tratamento da EM. A 

partir da triagem de estruturas ativas desse composto e de modificações químicas, chegouse 

a descoberta do laquinimode, que em comparação ao composto original aumentou em 20 

vezes a eficácia do tratamento nos modelos da EM (Thöne and Linker 2016). Quanto aos 

mecanismos imunológicos, sabemos que laquinimode tem parte da estrutura molecular  

similar a estrutura do ácido quinurêncio, que é um composto com capacidade comprovada de 

ativação de AHR. Sabe-se que laquinimode regula negativamente a imunogenicidade das 

DCs e desse modo modula a EM (Jolivel et al., 2013). Entretando ainda não se sabe se essa 

dependencia é restrita a expressão de AHR em DCs.   

Por isso, no objetivo de compreender se no mecanismo de ação do laquinimode há 

participação de AHR na eficácia dos efeitos do composto, inicialmente acompanhamos uma 

cinética de ativação de BMDCs de animais WT e avaliamos o perfil imunológico dessas 

células para definirmos o tempo ideal de tratamento. Nossos dados demonstraram que em 

BMDCs laquinimode e delaq (um dos derivados do laquinimode) não induzem um perfil 

fenotipicamente robusto de controle da produção de citocinas inflamatórias. Isso pode estar 

associado com o fato de que nessas células o tratamento com laquinimode pode alterar 

negativamente a expressão da molécula co-estimulatória CD86, indicando que o estímulo 

para maturação pode interferir na indução de células tolerogênicas semi-maturas ou células 

efetoras maturas (Jolivel et al., 2013). Além disso, outros trabalhos já demonstraram que as 

BMDCs não passaram pelo estágio de diferenciação fisiológico natural e que, além disso, não 

possuem em suas membranas proteínas que auxiliam no cross presentation. Sendo assim, se 

o mecanismo de ação do laquinimode e delaq envolve esse processo, não poderíamos 

observar nessas células um perfil de expressão gênica induzido por AHR.  

Apesar dos níveis de citocinas não terem sido modificados significativamente pelos 

tratamentos com os compostos, quando comparados aos grupos ativados por LPS, vimos que 

os genes downstream AHR, foram ativados nas BMDCs tratadas tanto com laquinimode 

quanto com delaq. Tal indução foi observada tanto em BMDCs imaturas, quanto em BMDCs 

maturas. Laquinimode também aumentou a expressão de Il-10 e ido, importantes marcadores 

de tolerogenicidade das DCs (Nguyen et al., 2010). Além disso, a expressão de socs1 e socs3 

foi regulada positivamente em BMDCs tratadas por 6 horas com laquinimode. Já foi descrito 

que SOCS3 atua como um regulador negativo de STAT4 e STAT3, proteínas importantes 
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para a sinalização de citocinas por células T efetoras (Egwuagu e Larkin Iii, 2013), indicando 

que essa poderia ser mais uma via pela qual laquinimode exerce sua eficácia para o controle 

da inflamação.   

Como o contexto de maturação das DCs é muito importante para o perfil de resposta 

dessas células, analisamos também a capacidade de laquinimode e delaq de ativar a via de 

AHR em DCs primárias não ativadas. Os resultados demonstraram aumento da expressão de 

cyp1a1 e cyp1b1 nas células WT tratadas tanto por laquinimode quanto por delaq, sendo que 

a ativação desses genes por delaq é maior quando comparado ao tratamento com laquinimode. 

Para avaliar se esse efeito era dependente de AHR, tratamos as células WT com o agonista 

de AHR, e também utilizamos DCs primarias de camundongos trangênicos em que a 

expressão de AHR está condicionada a expressão da recombinase cre. A recombinase em 

questão é expressa constitutivamente sob o controle do promotor de cd11c a integrina alpha 

x (Itgax). Logo, a deleção de AHR é direcionada a células que expressam CD11c. Os 

resultados demonstraram que com o tratamento pelos compostos, o perfil de ativação de 

genes downstream de AHR é realmente devido a expressão de AHR em DCs.  

Conhecendo o tempo de ativação das DCs e sabendo que AHR está modulando a 

resposta imune frente ao tratamento om os compostos, analizamos o perfil de citocinas das 

DCs ativadas ou não, na presença ou ausência dos compostos em questão. Os dados 

demonstraram que IL-6 é controlada negativamente por delaq de forma dependente de AHR 

em DCs primárias. É conhecido que IL-6 é uma citocina pleiotropica com múltiplas funções 

e que no contexto da autoimunidade, em conjunto com TGF-β, promove a diferenciação de 

células Th17 e inibe a diferenciação de células Treg Foxp3+ (Bettelli et al., 2006; Veldhoen 

et al., 2006; Veldhoen et al., 2008; Heink et al., 2017). Foi descrito recentemente que um dos 

subtipos das DCs, as cDCs (DCs convencionais) é caracterizado pela expressão de Sirp-α. 

Nessas células Sirp-α+, a IL-6 em vez de sinalizar pelo receptor, pode ser apresentada as 

células T em um processo denomimado trans-presentation, e desse modo levar a 

diferenciação de células Th17. Já a IL-6 secretada é capaz de suprimir a expressão de FoxP3 

em células T (Heink et al., 2017).  

Como descrito acima, sabe-se que o perfil de citocinas produzido pelas DCs, 

determina a subpopulação dessas células diferenciada. Para avaliar qual foi o perfil induzido 

em nosso modelo, co-cultivamos as DCs de animais WT e ItgaxcreAHRfl que foram ativadas 

por LPS, MOG e tratadas com delaq, com células T DC4+ de animais 2D2. Nossos dados 

demonstraram que a redução na expressão de IL-6 nas DCs tratadas com delaq foi 
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acompanhada pela redução de IL-17 por células Th17, e aumento de FoxP3 por Tregs, e que 

esse efeito de delaq é dependente da expressão de AHR em DCs.   

Levando em conta, os dados publicados que indicam que dos tipos de DCs as cDCs 

são as que possuem um subgrupo (CD4+) capaz de ativar células T, e o fenótipo encontrado 

nos nossos experimentos, é provável que das DCs, as cDCs Sirp-α+ podem ser as que 

desempenham maior função nesse fenótipo. Entretanto, mais análises devem ser feitas para 

confirmar, pois como dito, as cDCs compreendem um grupo que contem outros subgrupos 

de DCs que podem ser dinstinguidos pela expressão de Sirp-α e CD4, e podem apresentar 

perfis de resposta imunológica completamente diferentes (Mildner and Jung 2014).   

Esses dados demonstram pela primeira vez que delaq modula as funções das DCs de 

modo dependente de AHR e compromete a ativação de subtipos de células T que influenciam 

no estabelecimento de doenças autoimunes. Importante ressaltar que após comprovarmos que 

as cDCs são de fato responsáveis pelo fenótipo observado, devemos realizar experimentos 

com células em que a deficiência de AHR é condicionada apenas as cDCs, para isso células 

de animais cre para um dos fatores de transcrição específicos de cDCs (zbtb46cre) cruzados 

com os AHRfl, devem ser utilizadas.    

Dados do nosso grupo demonstraram que ligantes (metabolitos do triptofano) de AHR 

que foram produzidos pela microbiota intestinal de camundongos, chegam ao SNC e 

modulam a função de astrócitos e a função dessas células de modo a reduzir a inflamação e 

neurodegeneração. Vimos então que o microbioma do intestino participa de vias 

imunomodulatórias que controlam a autoimunidade no SNC (Rothhammer, Mascanfroni et 

al. 2016). Esses e outros dados da literatura tem reavivado discussões sobre a hipótese da 

higiene na autoimunidade (Bach 2018). As maneiras com que AHR leva a determinado 

fenótipo imunológico são dependentes do modo de ativação do receptor. Portanto, o 

mecanismo de controle exercido por AHR em uma doença, pode ser diferente do mecanismo 

de controle em outra. Por isso, é necessário que entendamos o mecanismo de ação desse 

receptor nos diferentes contextos, para que a intervenção terapeutica por meio dele seja 

estudada, assim como já tem sido para alguns tipos de câncer (Megna, Carney et al. 2017, 

Ogura, Miyauchi et al. 2017, Safe, Cheng et al. 2017).    

Desse modo, com o fato de estarmos em uma era de genome-wide association studies 

e systems biology, que são ferramentas que nos tiram da visão reducionista e nos levam a 

visão do todo, temos que reconsiderar o modo de ver a ciência no contexto específico e 

ampliar para o contexto geral. Se pensarmos nas duas doenças estudadas nesse trabalho, 
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inicialmente poderíamos dizer que são completamente distintas e distantes. Entretanto, aqui 

demonstramos que em ambas a ativação de AHR leva principalmente a um perfil anti-

inflamatório, sendo que na infecção experimental por T. cruzi a ativação do receptor tanto 

pelo parasita quanto pelo antígeno dele, leva a redução da resposta efetora, já na EAE, o 

composto derivado do laquinimode tem sua eficácia no controle do perfil de DCs patogênicas 

dependente da ativação de AHR.   

Com os resultados obtidos e levando em consideração a hipótese da higiene na 

autoimunidade, poderíamos propor, por exemplo, a utilização de antígenos de T. cruzi, para 

a redução da resposta inflamatória na EM, lembrando que o tratamento com probióticos, 

microorganismos ou terapia de reposição fecal já tem sido sugerida para a prevenção de 

doenças autoimunes. Sendo assim, pensar no que é um organismo em sua totalidade e voltar 

nossa visão para um contexto geral, deve ser um hábito na ciência. Às vezes, é necessário a 

realização de experimentos em um contexto mais específico, e esse tem sido o alvo de grande 

parte das pesquisas, mas é importante sempre voltarmos ao contexto geral, principalmente 

agora em que existem ferramentas disponíveis para esse tipo de análises.  
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CONCLUSÃO  
     

“I try to show the public that chemistry, biology, physics, astrophysics is life. It is not some 

separate subject that you have to be pulled into a corner to be taught about.”   

Neil deGrasse Tyson  
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Vimos que na ausência de AHR há redução da infecção e da inflamação cardíaca in 

vivo e de modo original vimos que AHR desempenha um papel relevante na infecção 

experimental por T. cruzi, que esse controle ocorre ainda na fase aguda da doença com 

atuação principal da resposta imune inata. Isso demonstra que AHR provavelmente contribui 

para o valor adaptativo e sucesso evolutivo do T. cruzi. Ainda com relação a atuação de AHR 

na resposta imune inata, nossos resultados demonstraram que a eficácia para o tratamento da 

EAE, utilizando o delaq é dependente da ativação de AHR em células dendríticas e 

consequente redução da polarização de células Th17 e aumento das Treg, demonstrando que 

AHR é de fato um forte candidato como alvo terapêutico.   
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