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Resumo

Durante a infec¢gdo por Trypanosoma cruzi, macréfagos produzem espécies reativas
de oxigénio (ROS) em um processo chamado explosdo respiratoria. Diversos
trabalhos tém tentado elucidar o papel das ROS durante a infec¢do pelo T. cruzi,
mas o0s resultados obtidos algumas vezes sdo contraditérios. Embora o T. cruzi
possua uma maquinaria antioxidante eficientemente regulada para lidar com a
explosdo respiratéria, suas macromoléculas, particularmente seu DNA, ainda podem
sofrer danos oxidativos. Devido ao seu baixo potencial redox, a guanina é a base
mais vulneravel e sua oxidacao resulta na formacao de 8-oxoG, um marcador celular
de estresse oxidativo. A fim de se verificar a contribuicdo das ROS na sobrevivéncia
e infeccdo do parasito T cruzi, foram utilizados camundongos nocautes para a
subunidade gp91Ph°* da NADPH oxidase (Phox KO) e parasitos que superexpressam
enzimas responsaveis pela remocao de 8-oxo-dGTP do conjunto de nucleotideos.
Os parasitos modificados apresentaram maior replicacdo em macrofagos de
camundongos C57BL/6 WT quando comparados aos parasitos controle.
Interessantemente, macréfagos de camundongos Phox KO infectados com estes
parasitos, apresentaram um nuamero reduzido de parasitos quando comparados com
macrofagos de C57BL/6 WT. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam um
papel paradoxal para as ROS, uma vez que parasitos modificados multiplicam-se
melhor em macrofagos, mas tém sua capacidade de replicacéo significativamente
reduzida quando a producdo de ROS é inibida na célula hospedeira. Nossos
resultados sugerem que baixas concentragbes de ROS podem funcionar como
moléculas sinalizadoras, contribuindo para o crescimento dos parasitos no interior
das células.
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Abstract

During Trypanosoma cruzi infection, macrophages produce reactive oxygen species
(ROS) in a process called respiratory burst. Several works have aimed to elucidate
the role of ROS during T. cruzi infection and the results obtained are sometimes
contradictory. T. cruzi has a highly efficiently regulated antioxidant machinery to deal
with the oxidative burst, but the parasite macromolecules, particularly DNA, may still
suffer oxidative damage. Guanine (G) is the most vulnerable base and its oxidation
results in formation of 8-oxoG, a cellular marker of oxidative stress. In order to
investigate the contribution of ROS in T. cruzi survival and infection, we utilized mice
deficient in the gp91P">* (Phox KO) subunit of NADPH oxidase and parasites that
overexpress the enzyme EcMutT (from Escehricha coli) or TcMTH (from T. cruzi),
which is responsible for removing 8-oxo-dGTP from the nucleotide pool. The
modified parasites presented enhanced replication inside murine inflammatory
macrophages from C57BL/6 WT mice when compared with control parasites.
Interestingly, when Phox KO macrophages were infected with these parasites, we
observed a decreased number of all parasites when compared with macrophages
from C57BL/6 WT. In Phox KO macrophages we did not observe exacerbation of the
infection. Our results indicate a paradoxical role for ROS, since modified parasites
multiply better inside macrophages, but its proliferation is significantly reduced when
ROS production is inhibited in host cell. Our findings suggest that lower
concentrations of ROS can work like a signaling molecule, contributing to growth of

this parasite inside the cells.
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1. Introducao



1.1. O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi, agente causador da Doenca de Chagas é um protozoario
flagelado pertencente a ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e
apresenta o ciclo de vida do tipo heteroxénico, que alterna entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Uma das caracteristicas dos tripanosomatideos € a
mudanca de formato durante seu ciclo de vida. Entre os tripanosomatideos, o T.
cruzi apresenta o ciclo de vida mais complexo, com diversos estagios de
desenvolvimento: as formas amastigotas e tripomastigotas, encontradas nos
hospedeiros vertebrados; e as epimastigotas, esferomastigotas e tripomastigotas
metaciclicas encontradas nos insetos vetores (DE SOUZA; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010).

O ciclo de vida do parasito se inicia quando, ocasionalmente, um inseto
triatomineo da familia Reduviidae se alimenta do sangue de um hospedeiro
vertebrado infectado e ingere as formas tripomastigotas do T. cruzi. Uma vez
ingeridas, grande parte das tripomastigotas sanguineas sao lisadas no estdmago do
inseto vetor (CASTRO et al., 2007). Poucos dias depois, as tripomastigotas
sobreviventes diferenciam-se em formas epimastigotas ou em formas esféricas
chamadas esferomastigotas. No intestino posterior do inseto, as formas
epimastigotas néo infectivas se multiplicam e diferenciam-se em formas
tripomastigotas metaciclicas altamente infectivas, que sdo transmitidas para o
hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo (ANDRADE;
ANDREWS, 2005; BRENER, 1973; DE; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre quando tripomastigotas

metaciclicas eliminadas nas fezes do inseto vetor durante o repasto sanguineo



penetram na pele através do local da picada ou contaminam as mucosas do
hospedeiro vertebrado. As tripomastigotas invadem diferentes tipos celulares
(macroéfagos, células epiteliais, fibroblastos, células musculares lisas e estriadas) em
um processo que envolve o reconhecimento de uma grande variedade de moléculas
presentes nas células do parasito e do hospedeiro, dando inicio ao ciclo intracelular
do T. cruzi. ApGs a invasédo, as tripomastigotas ficam contidas em uma estrutura
conhecida como vacuolo parasitoforo. No interior do vacuolo, as tripomastigotas
afladas e alongadas gradualmente se diferenciam em formas amastigotas
arredondadas. Esse processo ocorre paralelamente a lise da membrana do vacuolo
parasitéforo por enzimas secretadas pelo parasito, possibilitando entdo, que as
amastigotas, em contato direto com o citoplasma, iniciem seu processo de divisao
binaria (DE CARVALHO; DE, 1989; DE; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010). Apés
alguns ciclos de divisdo, as amastigotas diferenciam-se novamente em
tripomastigotas, que séo liberadas ap0s a ruptura da célula hospedeira, alcancando
a corrente sanguinea ou invadindo outras células e mantendo a infeccao
(ANDRADE; ANDREWS, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Estes
parasitos circulantes podem entdo, infectar um novo hospedeiro invertebrado
durante seu repasto sanguineo, fechando o ciclo de vida natural do T. cruzi (Figura

1).
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Figura 1: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC)). Durante o repasto sanguineo o inseto triatomineo libera préximo ao local da
picada, fezes contaminadas com tripomastigotas. As tripomastigotas penetram o local da infec¢éo ou
mucosas do hospedeiro, infectam diferentes tipos celulares e se diferenciam em amastigotas, que
constituem a forma replicativa. Apds varios ciclos de replicacdo, as amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas que rompem as células infectadas, entram na corrente sanguinea, infectam novas
células e tecidos e diferenciam-se novamente em amastigotas. O ciclo tem continuidade quando um
novo vetor ingere sangue de um individuo infectado com tripomastigotas. No intestino do vetor, estas
formas diferenciam-se em epimastigotas, multiplicam-se e finalmente tornam-se tripomastigotas
metaciclicas capazes de infectar um novo hospedeiro durante um novo repasto sanguineo.

1.2. A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo brasileiro Carlos Chagas,
constitui-se como um problema relevante de saude publica na América Latina
(CHAGAS C, 1909; RASSI, Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Ao longo dos ultimos
anos, a doenga antes acidental, tornou-se endémica, devido ao desmatamento e
ocupacdo de areas desmatadas e a adaptacdo do inseto vetor a habitacoes

humanas (COURA,; VINAS, 2010). Além da transmissao vetorial, a doenca também



pode ser transmitida de forma congénita, por transfusdo sanguinea, por ingestao
oral de alimentos contaminados e em acidentes laboratoriais. Nos ultimos 20 anos,
em paises endémicos, a transmisséao vetorial e transfusional da doenca foi bastante
controlada, gracas ao desenvolvimento de programas que visam o controle de
vetores e a selecdo mais efetiva de doadores de sangue, respectivamente.
Entretanto, estimativas atuais da Organizacdo Mundial de Saude indicam que
aproximadamente oito milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo parasito e

gue cerca de 28 milhdes encontram-se em risco de contrair a doenca (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo dos casos de infeccdo por Trypanosoma cruzi no mundo (Adaptado de
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Além disso, um aumento significativo de pessoas infectadas tem sido
detectado em regibes ndo endémicas, como América do Norte, Europa, Asia e
Oceania, em decorréncia, principalmente, da migracdo de pessoas provenientes de

paises endémicos. Estimativas indicam que cerca de 300 mil pessoas nos Estados



Unidos e 47-67 mil na Espanha, estejam infectadas pelo parasito (COURA; VINAS,
2010; RASSI, Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2010) (Figura 3).
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Figura 3: Numero estimado de pessoas infectadas com T. cruzi em paises ndo endémicos
(RASSI, Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

A doenca de Chagas se manifesta em duas fases: aguda e crénica. O
processo de multiplicacdo do parasito no hospedeiro vertebrado € responsavel pela
fase aguda da infeccdo, que é caracterizada por altos niveis de parasitemia no
sangue e parasitismo tecidual. Em humanos essa fase dura aproximadamente dois
meses e em geral é assintomatica ou marcada por sintomas brandos e pouco
especificos, embora aproximadamente 10% dos casos sejam sintomaticos, com
desenvolvimento de miocardite grave ou meningoencefalite, resultando em morte.

A maioria das pessoas infectadas (60-70%) n&o desenvolve a doenca,

mantendo-se na chamada forma indeterminada da Doenca de Chagas,

caracterizada por positividade para anticorpos contra T. cruzi, normalidade em



eletrocardiogramas e exames radiol0gicos normais para a regido peitoral, eséfago e
colon.

Entre 10 e 30 anos apos a infeccéo inicial, 30-40% dos individuos podem
desenvolver sintomas clinicos caracteristicos da fase cronica da doenca, que
incluem problemas cardiacos e/ou digestivos. Em sua forma cardiaca a doenca
induz destruicdo e disfuncdo das células do miocardio, arritmias ventriculares,
inflamacéo, fibrose e hipertrofia do coracdo. Na forma digestiva, observa-se uma
desenervacdo ao longo de todo o tubo digestivo, que provoca, principalmente no
esbfago e colon distal, descoordenacdo motora, retencédo de alimentos no eséfago e
de fezes no reto e colo sigmodide, hipertrofia muscular e, finalmente, dilatacéo,
levando a formac&do do megaeséfago e do megacolon.

Os danos aos o6rgdos e tecidos durante a infeccdo por T. cruzi sdo
causados pelo préprio parasito e pela resposta imunoinflamatéria do hospedeiro.
Apés a fase aguda da doenca, o nUmero de parasitos é drasticamente reduzido,
embora niveis baixos ainda sejam detectados em determinados tecidos ao longo da
fase crénica da infeccdo. Individuos imunossuprimidos apresentam aumento da
parasitemia e exacerbacdo do estagio crbnico, indicando o papel fundamental da
resposta imune do hospedeiro no controle da proliferacéo e persisténcia do parasito.
Durante a fase crbnica da infeccéo, o balanco entre a resposta imune desencadeada
frente ao parasito e o0s danos provocados pela inflamacdo no hospedeiro
provavelmente determinam o curso da doenca. Se a resposta imunolégica é
ineficiente ou, paradoxalmente, acarreta danos teciduais, tanto a carga parasitaria
guanto a inflamacéo tendem a aumentarem. Em contraste, uma resposta imune bem
regulada, com baixa carga parasitaria e minimas consequéncias inflamatorias,

resulta em reducdo no dano tecidual. Embora a patogénese da fase cronica da



doenca ndo seja completamente entendida, diversos trabalhos indicam que a
persisténcia dos parasitos nos tecidos é necessaria para o desenvolvimento da
doenca (RASSI, Jr.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O tratamento de escolha para a Doenca de Chagas consiste no uso dos
compostos tripanocidas Benzonidazol e Nifurtimox. Esses compostos, entretanto,
apresentam baixa eficacia, especialmente na fase crbnica da infeccao, efeitos
colaterais consideraveis e precisam ser administrados por longos periodos sob
supervisdo médica (WILKINSON; KELLY, 2009). Um melhor entendimento sobre a
biologia do parasito é fundamental para o desenvolvimento de compostos
tripanocidas mais efetivos para o tratamento da Doenca de Chagas, que continua

sendo um importante problema de saude publica na América Latina.

1.3. Invasao da célula hospedeira

Os primeiros passos relacionados a interagdo do T. cruzi com a célula
hospedeira podem ser divididos em trés estagios: adesdo e reconhecimento,
sinalizacdo e invasdo. O processo de adesdo envolve o reconhecimento de
moléculas presentes na superficie do parasito e da célula hospedeira,
desencadeando uma série de processos de sinalizacdo que culminam na invasao da
célula pelo parasito (revisado por (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010)).

As formas tripomastigotas de T. cruzi utilizam diferentes mecanismos para
invadir as células dos hospedeiros (revisado por CALVET et al, 2012). O
mecanismo dependente de lisossomos envolve o aumento, induzido pelo parasito,
dos niveis transientes de calcio citosolico, gerando a despolimerizacéo de filamentos

de actina e o recrutamento de lisossomos para o local de entrada do parasito



(HISSA et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 1999). A fusédo destes lisossomos com o
vacuolo em formacdo resulta no vacuolo parasitéforo, essencial para o
desenvolvimento da infeccdo (ANDREWS, 1994; TOMLINSON et al., 1995). Outro
mecanismo de invasao utilizado pelo parasito € o processo de fagocitose, que conta
com a participacao de filamentos de actina e emissédo de pseudodpodos pela célula
hospedeira. (BARBOSA; MEIRELLES, 1995; FERREIRA et al., 2006; PROCOPIO;
BARROS; MORTARA, 1999; ROSESTOLATO et al., 2002). Essa expansado da
membrana plasmatica culmina com a formacédo do vacuolo parasitéforo, apds a
fusdo entre endossomos e lisossomos no interior celular. Na via independente de
lisossomos, 0 parasito penetra nas células através de invaginacdes da membrana
plasmatica que acumulam fosfatidil-inositol (3,4,5) tri-fosfato (TODOROQV et al., 2000;
WOOLSEY et al., 2003). Os parasitos internalizados ficam contidos em vacuolos,
aos quais ocorre a fusao lisossomal no citoplasma da célula. Essa fuséo lisossomal
no local de entrada do parasito ou no meio intracelular, apés a invaginacao da
membrana plasmatica é importante para o processo infeccioso, pois funciona como
um mecanismo de retencdo do parasito no interior das células (ANDRADE;
ANDREWS, 2004). Posteriormente, as formas tripomastigotas se diferenciam em
formas amastigotas e simultaneamente, ocorre a lise da membrana do vacuolo
parasitoforo. As amastigotas, em contato direto com o citoplasma, comecam a se

multiplicar (revisado por (CALVET et al., 2012)) (Figura 4).
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Figura 4: Processo de invas&o do T. cruzi. Distintos mecanismos de entrada séo utilizados para a
invasdo da célula hospedeira: mecanismo dependente de lisossomos; mecanismo dependente de
actina e mecanismo independente de lisossomos. Apds a internalizagado, os parasitos ficam no interior
de vacuolos aos quais ocorre a fuséo lisossomal. Posteriormente, as tripomastigotas diferenciam-se
em amastigotas e evadem o vacuolo para o citoplasma, onde se multiplicam (Adaptado de CALVET
etal., 2012).

1.4. O Trypanosoma cruzi e o estresse oxidativo

A passagem do parasito pelo hospedeiro vertebrado é um verdadeiro
desafio a sua propria sobrevivéncia. Os macrofagos constituem uma das primeiras
linhas de defesa contra a invasdo de patdgenos intracelulares devido a sua
habilidade de reconhecer, fagocitar e destruir microrganismos. Ao penetrar no
hospedeiro vertebrado, o T. cruzi infecta principalmente essas células fagociticas,
que respondem a invasao produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) como

superoxido (O2°*") pela NADPH oxidase (Nox2), em um processo conhecido como
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explosdo respiratéria (ALVAREZ et al, 2011; CARDONI et al, 1997,
KIERSZENBAUM et al., 1974).

As NADPH oxidases constituem complexos enzimaticos transmembrana,
que utilizam o NAD(P)H como doador de elétrons para o oxigénio molecular,
culminando na geracdo de ROS. Por muito tempo acreditou-se que a NADPH
oxidase fosse exclusiva de células fagociticas. Entretanto, recentemente seis
homdlogos desta enzima (gp91P"%/Nox2) foram encontrados em outros tipos
celulares e denominados: Nox1, Nox3, Nox4, Nox5 (NADPH oxidase 1, 3, 4 e 5),
DUOX1 e DUOX2 (dual oxidase 1 e 2). Estes sete complexos constituem agora a
familia Nox das enzimas NADPH oxidases, diferindo em relacdo ao tipo celular no
qgual se encontram, subunidades estruturais, preferéncias por substratos e tempo de
atividade (BEDARD; KRAUSE, 2007; BRANDES; WEISSMANN; SCHRODER, 2014;
GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKALI, 2000).

A NADPH oxidase fagocitica, chamada Nox2, € composta por seis
subunidades: duas proteinas transmembrana (p22°P"°* e gp91P"X), que formam o
flavocitocromo b558 e constituem o sitio catalitico da enzima; trés proteinas
citoplasmaticas (p47Phox, p67PoX p40rPhX) e uma proteina G regulatéria (Rac2). A
separacao destes dois grupos de componentes em compartimentos distintos garante
a regulacao do complexo enzimatico.

Na presenca de um estimulo apropriado, como a fagocitose ou a ligacédo
de padrdes moleculares associados a patdégenos com receptores do tipo toll, ocorre
a ativacdo da cinase p38 MAPK, via Myd88. Em seguida, a proteina citoplasmatica
p47rhox é fosforilada, expondo o sitio de ligacdo a p22Phox, que se encontra associada
a membrana e a gp91P"*, O agrupamento destas trés subunidades (p22P"°x, p47phox

e gp91PhoX) permite o recrutamento da p67°P"°* que expbe o sitio de ligacdo a
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gp91P"oX apds a interagdo com a Rac2, iniciando a atividade catalitica da enzima
(BEDARD; KRAUSE, 2007; LAROUX et al., 2005; LETO, ADAMS; DE MENDEZ,
1994; MIZRAHI et al., 2006) (Figura 5).

A subunidade gp91Phox é essencial para a funcdo da NADPH oxidase
promovendo a reducdo do oxigénio por elétrons doados pelo NADPH.
Camundongos deficientes na gp91P"* ou humanos com mutacGes neste gene
(presente no cromossomo X) apresentam a doenca granulomatosa cronica,
apresentando infecgbes recorrentes que podem levar a morte (ASSARI, 2006).
Durante a fagocitose, a membrana plasmatica € internalizada, formando a parte
interna do vacuolo fagocitico. Dessa forma, o O2*~ produzido pela NADPH oxidase é
liberado no interior do vacuolo, e a conversdo do O2*~ em outras espécies reativas
de oxigénio, faz com que o alvo internalizado seja exposto a uma mistura diversa de

oxidantes (PANDAY et al., 2015).
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Figura 5: Representagdo esquematica da enzima NADPH oxidase. O citocromo b558, parte
catalitica da enzima conectada a membrana plasmatica, é formado por duas subunidades: p22rhox e
gpotehox - As trés subunidades citoplasmaticas (p67°rtox, p47rhox e p40rhox) e a proteina Rac ligada a
proteina G se deslocam para a membrana apds a ativacdo do complexo NADPH oxidase,
responsavel pela explosao respiratoria. O superéxido pode gerar diversas outras espécies reativas de
oxigénio, que juntas, atingem o alvo internalizado (Adaptado de ASSARI, 2006).
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A carga anionica do O2°*" restringe sua difusdo através das membranas,
confinando suas acBes ao local onde ele foi formado. Entretanto, os radicais
superéxido podem espontaneamente ou enzimaticamente ser dismutados em
peroxido de hidrogénio (H202), que por sua vez, possui alta capacidade de difuséo.
Na presenca de H202, ions de metais de transicdo podem gerar o radical hidroxila
(*°OH), um oxidante que por ser altamente reativo, apresenta baixa seletividade
contra alvos celulares e ndo possui alta toxicidade (BABIOR, 1984; GROEMPING;
RITTINGER, 2005). Alternativamente, o O2*~ pode reagir com o 6xido nitrico (*NO)
proveniente da inducdo da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS), produzindo peroxinitrito (ONOO®), um potente oxidante e agente citotdxico
para o T. cruzi (ALVAREZ et al., 2004; ALVAREZ et al., 2011; PIACENZA et al.,
2008).

Essa reacao, entre *NO e O2°*", em pH fisiol6gico e alta concentragéo de
CO2, condic6es encontradas nos tecidos, pode formar os radicais NO2~ e CO3®*” que
causam danos aos microrganismos e também as células do hospedeiro. Em
neutréfilos, um mecanismo microbicida importante € a formacdo do 4&cido
hipocloroso (HOCI) por acdo da mieloperoxidase a partir de H20o.

A deteccdo de um infiltrado inflamat6ério composto por neutréfilos e
macrofagos em bidpsias cardiacas de camundongos (MOLINA et al., 1988) e
humanos (MOLINA; KIERSZENBAUM, 1987) infectados sugere que a explosao
respiratéria das células do sistema imune seja a fonte primaria de estresse oxidativo
na doenca de Chagas. Entretanto, outros estudos demonstraram que a cadeia
transportadora de elétrons também se encontra comprometida em coracdes
chagasicos, e a resultante perda de elétrons para o oxigénio molecular contribui para

0 estresse oxidativo durante o curso da infecgéo pelo T. cruzi (WEN; GARG, 2004;
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WEN; GARG, 2008). Além disso, foi demonstrado que cardiomiécitos infectados por
T. cruzi também apresentam aumento dos niveis de ROS em seus citoplasmas
(GUPTA et al., 2009). A infeccado pelo parasito afeta o potencial de membrana
mitocondrial dos cardiomiécitos, provocando ineficiéncia na cadeia transportadora de
elétrons e culminando com a producdo de ROS. Embora a producdo de ROS por
cardiomidcitos ndo ocorra como um mecanismo de defesa contra o T. cruzi, esses
oxidantes também podem induzir danos aos parasitos.

O ciclo deste parasito no hospedeiro invertebrado também constitui outro
desafio. No intestino do vetor, os parasitos passam por situacoes fisioldgicas
adversas, como alteracbes no pH, osmolaridade, suprimentos nutricionais, ataque
de enzimas digestivas (KOLLIEN; SCHAUB, 2000) e estresse oxidativo,
desencadeado pela producdo de intermediarios de nitrogénio, como o 6xido nitrico,
produzidos como forma de defesa pelo inseto infectado (WHITTEN et al., 2007).

Neste contexto de geracdo continua de mediadores oxidativos pelos
hospedeiros, a capacidade do parasito de combater o estresse oxidativo e suas
consequéncias torna-se essencial para a manutencéo de sua viabilidade ao longo do

seu ciclo de vida.

1.5. Maquinaria antioxidante do T. cruzi

Para lidar com a explosdo respiratéria e se adaptar as condi¢cdes
impostas por seu ciclo de vida digenético, o T. cruzi possui uma eficiente e bem
regulada maquinaria antioxidante (KRAUTH-SIEGEL; COMINI, 2008; PIACENZA et
al., 2009a). A detoxificacdo de hidroperoxidos pode ser realizada por diversas vias,

que diferem na especificidade de substratos e ocorrem em compartimentos distintos,
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como a mitocondria, glicossomo, reticulo endoplasmatico e citoplasma (FINZI et al.,
2004).

Neste sofisticado sistema de vias interligadas, equivalentes redutores do
NADPH, produzido pela via das pentoses fosfato, sdo transferidos para diversas
enzimas de detoxificacdo (peroxidases) através da tripanotiona di-thiol (T(SH)z;
N1,N8-bisglutationilspermidina). A T(SH)2, sintetizada pela tripanotiona sintetase
(TS), é mantida em seu estado reduzido pela tripanotiona redutase (TR), uma
flavoenzima dependente de NADPH (SHAMES et al.,, 1986). Cinco peroxidases
distintas ja foram identificadas em T. cruzi: duas glutationa peroxidases (GPX), uma
heme-peroxidase dependente de ascorbato (APX) e duas triparedoxina peroxidases
(TXN) (WILKINSON et al.,, 2000; WILKINSON et al., 2002a; WILKINSON et al.,
2002b; WILKINSON et al., 2002d; WILKINSON; MEYER; KELLY, 2000). As TXN
diferem em sua localizacdo subcelular, sendo uma forma citosdlica e uma
mitocondrial (CPX e MPX, respectivamente). Ambas catalisam a reducao de H202,
hidroperéxidos organicos de cadeia curta e ONOO® (FINZI et al., 2004; TRUJILLO et
al., 2004; WILKINSON et al., 2000). No reticulo endoplasmatico, APX e a GPX-Il
metabolizam o H20:2 e hidroperoxidos lipidicos, respectivamente (WILKINSON et al.,
2002a; WILKINSON et al., 2002c; WILKINSON et al., 2002d). No citosol e
glicossomos, a GPX-I confere resisténcia aos hidroperéxidos (WILKINSON et al.,
2002a) (Figura 6). Além das peroxidases, o T. cruzi apresenta ainda um repertorio
de quatro superoxido dismutases (SOD) que detoxificam o superdxido gerado no
citosol (SODB1), glicossomos (SODB1-2) e mitocondrias (SODA e C). Em contraste
com outros eucariotos, os tripanosomatideos nao possuem a enzima catalase, que
em mamiferos promove a detoxificacdo do peréxido de hidrogénio (BOVERIS et al.,

1980). Uma vez que as enzimas antioxidantes de T. cruzi encontram-se ausentes
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em sistemas de mamiferos, os componentes dessa rede de detoxificacdo de ROS
do parasito séo considerados bons alvos para o desenvolvimento de quimioterapicos
mais seletivos (JAEGER; FLOHE, 2006; KRAUTH-SIEGEL; BAUER; SCHIRMER,

2005).
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Figura 6: Sistema antioxidante do T. cruzi. A rede antioxidante de T.cruzi é formada por diversas
enzimas distribuidas no reticulo endoplasmético, glicossomos, mitocondria e citoplasma. O doador
final de elétrons para todos os sistemas enzimaticos € o NADPH e seus redutores equivalentes sdo
transferidos através da tripanotiona (T(SH)2), glutationa (GSH), ascorbato (ASC) e triparedoxina
(TXN). Reticulo endoplasmatico: O peréxido de hidrogénio (H202) é metabolizado por uma heme-
peroxidase dependente de ASC (APX), que utiliza o ASC como doador final de elétrons. O
dehidroascorbato (DHA) resultante é reduzido pela T(SH)2. Na presenca de metais de transi¢do, o
H20:2 pode iniciar reacdes de lipoperoxidacéo, resultando na formacédo de hidroperdxidos organicos
(LOOH). Os LOOH séao substratos da peroxidase dependente de glutationa Il (GPX-I) que utiliza a
GSH. A T(SH)2 é responsavel pela reducéo da glutationa oxidada (GSSG) para GSH, enquanto que a
tripanotiona redutase (TR) € responséavel pela reducéo da tripanotiona oxidada (TSz). Mitocondria: A
cadeia transportadora de elétrons é o principal local de formacgé&o de superéxido (02°7), principalmente
através do CIIl. A superdxido dismutase mitocondrial (FeSOD-A) catalisa a dismutagdo do O2*" em
H202. Uma vez na mitocéndria, o 6xido nitrico (*NO) pode inibir a respiracdo mitocondrial no CIV,
induzindo um aumento na formacédo de O2*" pelo ClIl. O *NO compete com a Fe-SOD-A pelo O2°*-
para formar peroxinitrito (ONOO®). A peroxiredoxina mitocondrial (MPX) decompde o H202 e o
ONOOQ® utilizando a TXN reduzida (TXNgr) como substrato redutor. Citoplasma: As enzimas
antioxidantes no citoplasma séo: peroxiredoxina citosoélica (CPX), FeSOD-B, e GPX-I. A T(SH):2 é
sintetizada a partir de duas moléculas de GSH e uma espermidina em uma reacdo catalisada pela
enzima tripanotiona sintetase (TS). A via das pentoses fosfato (PPP) é responsavel pelo fornecimento
dos equivalentes redutores do NADPH (PIACENZA et al., 2009a).
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Diversas evidéncias indicam que essa rede antioxidante exerca um papel
importante na viruléncia do parasito e no sucesso da infeccdo (ALVAREZ et al.,
2011; FINZI et al., 2004; PIACENZA et al., 2009b; PIACENZA et al., 2013). Estudos
revelaram que parasitos que superexpressam a enzima CPX sao altamente
resistentes ao ONOO® gerado in vitro ou liberado para o meio extracelular por
macrofagos ativados (ALVAREZ et al., 2011; PIACENZA et al., 2008; WILKINSON et
al., 2000). De forma consistente com essas observa¢fes, o aumento dos niveis de
resisténcia de parasitos tratados com H20: também foi correlacionado com o
aumento nos niveis de CPX (FINZI et al., 2004). Analises protedmicas mostraram
gue tripomastigotas metaciclicas infectantes quando comparadas com epimastigotas
nao infectantes, apresentam expressdo aumentada nos niveis das enzimas
antioxidantes (TS; MPX; TXN; SODA e APX) (ATWOOD, llI et al., 2005; PARODI-
TALICE et al., 2007). Além disso, em um estudo realizado com dez cepas de
parasitos, mostrou que existe uma associacao positiva entre a atividade de enzimas
antioxidantes (CPX, MPX e TS) e a viruléncia dessas cepas durante a fase aguda
em infecgBes experimentais. Os niveis dessas enzimas também se mostraram
aumentados durante a diferenciacdo de formas epimastigotas nao infectivas para
formas tripomastigotas infectivas em todas as cepas avaliadas (PIACENZA et al.,

2009b).

1.6. Reparo de DNA em T. cruzi

Apesar de toda essa defesa antioxidante, as condigdes extremas as quais

0 parasito é exposto podem submeter seu DNA a varias lesdes. Dessa forma, um

importante papel pode ser atribuido a maquinaria de reparo de DNA deste parasito,
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gue mantem a integridade do seu contetdo genético durante o processo de invasao
e replicacao intracelular.

A manutencdo da integridade quimica do DNA diante das lesfes
desencadeadas por agentes oxidantes € um desafio constante para 0os organismos
vivos. A especificidade do pareamento das bases do DNA, AT e CG, é crucial para
se preservar a informacdo contida no genoma. Entretanto, as bases de DNA séo
particularmente susceptiveis a oxidacdo mediada por ROS. O baixo potencial redox
da guanina faz com gque esta base seja bastante afetada por estes processos de
oxidacdo. A oxidacdo da guanina resulta principalmente na formacao de 7,8-dihidro-
8-oxoguanina (ou simplesmente 8-oxoguanina, 8-0xoG), um biomarcador celular de

estresse oxidativo (NEELEY; ESSIGMANN, 2006) (Figura 7).

NZT

DNA N DNA 0
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0 © / ROS T,
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Figura 7: Formacado da 8-oxoG através de ROS. Esta base oxidada surge pela introdugédo de um
grupo oxo no carbono na posi¢do 8 (C8) e um a&tomo hidrogénio no nitrogénio da posi¢cdo 7 (N7)
(Adaptado de HSU et al., 2004)

A 8-o0xoG néo removida antes da replicacdo, pode induzir erros nos
pareamentos do DNA, podendo se ligar a adenina, quando na posicdo syn ou
causando distor¢des no molde do DNA ao ligar-se a citosina, quando na posi¢céo anti

(CHENG et al., 1992; HSU et al., 2004) (Figura 8)
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Figura 8: Pareamentos errdneos da 8-0xoG. A 8-0xoG pode se parear com a citosina (C), na
posi¢éo anti; ou com a adenina (A), na posi¢do syn (Adaptado de HSU et al., 2004)

As células apresentam diversos mecanismos de reparo para processar as
lesbes que frequentemente modificam as bases de seu DNA. A via de reparo da 8-
oxoG (também conhecida como Sistema GO) é composta pelas enzimas MutM,
MutY e MutT em bactérias (MICHAELS; MILLER, 1992) e as correspondentes em
eucariotos OGG1, MUTYH e MTH1(BARNES; LINDAHL, 2004).

Estudos relacionados ao genoma do parasito T. cruzi tém demonstrado
gue este parasito possui homadlogos para as enzimas OGG1, MUTYH (EL-SAYED et
al., 2005) e MutT (AGUIAR et al., 2013). A glicosilase MutM (OGG1) cliva 8-o0xoG do
par de bases 8-0xoG:C. Entretanto, se este reparo nao for realizado e a replicacéao

acontecer, a glicosilase MutY (MUTYH) remove a adenina erroneamente pareada (8-
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0x0G:A). Quando 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina 5'-trifosfato (8-oxo-dGTP) é
erroneamente incorporado frente & adenina no molde de DNA, a acéo da glicosilase
MutY favorece a fixacdo da transversdo AT-CG, pois remove a base correta do par
8-0x0G:A, a adenina. Neste sentido, a enzima MutT tem papel importante na
prevencdo da incorporacdo de 8-oxoG através da hidrolise de 8-oxo-dGTP livre no
pool de nucleotideos, formando 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina 5’-monofosfato

(8-0x0-dGMP) (BARNES; LINDAHL, 2004) (Figura 9).
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Figura 9: A via de reparo a 8-0x0G. A presenca de 8-0xoG no DNA pode causar transversdes de
G:C para T:A quando ndo removida do DNA (via central da figura). As glicosilases humanas OGGL1 e
MUTYH estdo envolvidas na excisdo de bases do DNA. A enzima MutT tem papel importante na
prevencdo da incorporacdo de 8-oxoG através da hidrélise de 8-oxo-dGTP livre no pool de
nucleotideos (Adaptado de DAVID; O'SHEA; KUNDU, 2007)
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1.7. O papel de ROS na infeccéo por T. cruzi

Vérios trabalhos tém tentando elucidar o papel das ROS durante a
infeccdo por T. cruzi, mas os resultados obtidos muitas vezes sdo contraditérios.
Embora alguns estudos tenham sugerido que as ROS produzidas durante a
explosdo respiratéria tenham um papel importante no controle da infeccdo por T.
cruzi (ALVAREZ et al., 2011; CARDONI et al.,, 1997; PIACENZA et al.,, 2009a;
TANAKA; TANOWITZ; BLOOM, 1983), outros autores tém demonstrado que as ROS
sdo importantes para a sinalizacdo e proliferacdo deste parasito (ANDREWS, 2012;
FINZI et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2011; PAIVA et al., 2012).

A viséo tradicional de que as ROS sao importantes na batalha contra
patdgenos e na reducdo do crescimento parasitario, tem sido desafiada em estudos
realizados com bactérias (JUNG et al., 2013; OBERLEY-DEEGAN et al., 2010),
fungos (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2013), virus (FRATERNALE et al., 2009; VLAHOS
et al., 2011) e Leishmania (MITTRA et al., 2013).

Estudos realizados com o patégeno Mycobacterium abscessus, causador
de doencas pulmonares, mostraram que essa espécie apresenta um crescimento
mais efetivo quando submetida & condic¢des de estresse oxidativo, como o interior de
macrofagos. Nesses estudos, o uso de antioxidantes inibiu o crescimento parasitario
(OBERLEY-DEEGAN et al., 2010). Outros autores demonstraram que M. bovis BCG
ou M. tuberculosis induzem a producdo de NO em macrofagos humanos e que o NO
produzido ndo é capaz de reduzir a carga bacteriana nessas células. Tais dados
sugerem que a micobactéria poderia utilizar o NO ou outros produtos oxidantes,

como nitrito ou nitrato, para seu beneficio (JUNG et al., 2013).
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Um estudo realizado com Candida albicans demonstrou que em resposta
a exploséo respiratoria gerada por macrofagos apds a fagocitose, este parasito
induz genes da via biossintética da arginina que induzem o crescimento de hifas
dentro de macrofagos (DANTAS et al., 2015; JIMENEZ-LOPEZ et al., 2013).

Estudos realizados com o virus HIV demonstraram que 0 uso de
antioxidantes pode suprimir a expressdo do virus em células monociticas
cronicamente infectadas e que o aumento dos niveis de GSH intracelular resulta na
inibicdo da replicacdo do HIV através de varios mecanismos (FRATERNALE et al.,
2009). Pesquisadores também demonstraram que a inibicdo da NADPH oxidase
diminui a inflamacdo pulmonar induzida pelo virus Influenza A. A auséncia ou
inibicdo de Nox2 (animais Phox KO ou tratados com apocinina) provoca uma
reducdo na producdo de superoxido por células inflamatérias e nos niveis de
peroxinitrito nos pulmdes, contribuindo ainda para a eliminacdo do virus. Esse
trabalho sugere que a modulagédo da atividade da NADPH oxidase pode representar
uma nova abordagem terapéutica para o controle da inflamacdo pulmonar
provocada pelo virus Influenza A (VLAHOS et al., 2011).

Embora a maioria dos estudos demonstre que as vias antioxidantes
observadas em estagios infectivos de Leishmania funcionem como um mecanismo
de defesa contra a explosao respiratoria produzida por macréfagos, um trabalho
realizado recentemente demonstrou que as ROS também possuem um papel
importante para o desenvolvimento do parasito. Este trabalho mostrou que as ROS
sdo importantes para a diferenciagcdo do parasito de formas promastigotas para
formas amastigotas virulentas (MITTRA et al., 2013).

Os mecanismos que determinam a necessidade da atividade da NADPH

oxidase para a multiplicagdo do T. cruzi n&o estdo esclarecidos e merecem ser
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estudados. Para investigar a contribuicdo das ROS na infec¢do por T. cruzi, foram
utilizados camundongos deficientes da subunidade gp91Ph°x da NADPH oxidase
(Phox KO) (POLLOCK et al.,, 1995) e parasitos resistentes aos danos oxidativos
causados no DNA que superexpressam as enzimas EcMutT ou TcMTH (parasitos
com o gene mutT de E. coli e parasitos que superexpressam o gene TcMTH, um
homélogo da MutT em T. cruzi) (AGUIAR et al., 2013). O estudo da importancia das
enzimas de reparo de danos oxidativos para a viruléncia e permanéncia do parasito
no hospedeiro e a avaliacdo do papel dos mecanismos oxidantes do hospedeiro na
infeccdo pelo T. cruzi, podem contribuir para o desenvolvimento de novos
compostos tripanocidas mais efetivos para o tratamento da Doenca de Chagas, que

continua sendo um importante problema de saude publica na América Latina.



2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Como o T. cruzi apresenta uma maquinaria antioxidante eficientemente
regulada para lidar com a explosdo respiratoria e diversos trabalhos tém
demonstrado que as ROS sao importantes para o crescimento de diferentes
parasitos, nosso objetivo foi determinar se as ROS poderiam favorecer a infeccao

por T. cruzi.

2.2. Objetivos Especificos

e Confirmar se a infeccédo por T. cruzi induz a producdo de ROS em macréfagos
em nossas condi¢cfes experimentais.

e Determinar a importancia das enzimas de reparo de danos oxidativos no DNA
para a viruléncia e permanéncia do parasito na célula hospedeira.

e Verificar se a superexpressdo de genes relacionados ao reparo de danos
oxidativos causados no DNA altera a producdo de NO por macrofagos
infectados.

e Determinar se a superexpressao das enzimas de reparo de danos oxidativos no
DNA afeta o curso da infeccéo (curva de parasitemia) de camundongos Suicos.

e Verificar se parasitos superexpressores de enzimas relacionadas ao reparo de
DNA apresentam alteracbes na atividade e expressdao de suas enzimas
antioxidantes.

e Determinar se as ROS derivadas da NADPH oxidase sao importantes para o
controle ou exacerbacéo da carga parasitaria de macréfagos.

e Determinar se existe producédo compensatoria de NO em macrofagos deficientes

da enzima NADPH oxidase.
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Determinar se a inibicdo de ROS provenientes de outras fontes além da NADPH
oxidase ou se a inibicdo de ROS especificas (H202, 02*7) afeta a carga
parasitaria de macrofagos.

Verificar se o tratamento com oxidantes (H202) altera a carga parasitaria de
macrofagos infectados pelo T. cruzi.

Determinar se as ROS derivadas da NADPH oxidase alteram o curso da

infeccdo de camundongos.



3. Material e Métodos

27



28

3.1. Cultivo de parasitos e células

Formas epimastigotas selvagens da cepa CL Brener de T. cruzi (TcWT) foram
cultivadas a 28°C em meio BHI (brain heart infusion). Os parasitos modificados,
EcMutT, TcMTH, EcCat, TcROCK, foram obtidos como descrito previamente
(AGUIAR et al., 2013). Esses parasitos modificados foram cultivados em meio BHI
contendo 250 wpg-ml! de higromicina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). A
utilizacdo desses parasitos foi aprovada pelo Comité Técnico Nacional de
Biosseguranca (CTNBio 01200.003883/97-02).

Formas tripomastigotas de T. cruzi foram obtidas do sobrenadante de culturas
de células LLC-MK:2 (células epiteliais de rim de macaco Rhesus) infectadas pelo
parasito. As células foram cultivadas em frascos de cultura de tecido de 75cm? em
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, Brazil),
1% de penicilina/estreptomicina, 3,7mg/L de bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich) e
2,0mg/L de Hepes (Sigma Aldrich). Apdés adesdo das células e formacdo de uma
monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia, frascos destinados
apenas ao cultivo das células LLC-MKz foram lavados com PBS (salina tamponada
com fosfato 0,01M, pH 7,3) e submetidos a dissociacdo quimica por tripsina/EDTA
(0,25%; Gibco, Grand Island, NY, EUA). As células obtidas a partir dessa
dissociacdo foram ressuspendidas em meio de cultivo e repassadas para novos
frascos. ApGs uma semana, quando a confluéncia de 80% foi novamente alcancada,
esses frascos foram utilizados para manutencdo semanal desse cultivo e para a

obtencéo dos parasitos.
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Para a obtencdo dos parasitos as células LLC-MK:z foram infectadas com
5x10° tripomastigotas e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO2. Apés 48 horas, as células foram lavadas para a remocdo dos parasitos
extracelulares e o meio de cultura foi trocado a cada dois dias. ApoOs sete dias de
infeccdo, formas tripomastigotas, liberadas das células infectadas, foram coletadas
no sobrenadante e purificadas.

Para a purificacdo das formas tripomastigotas dos parasitos, o0s
sobrenadantes coletados dos frascos infectados foram transferidos para tubos de
centrifuga, centrifugados a 800g, por 10 minutos a 4°C e mantidos por
aproximadamente 3 horas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO..
Esse processo possibilita a migracdo das tripomastigotas flageladas para o
sobrenadante do tubo, separando-as dos restos celulares e eventuais amastigotas,
gue se mantém nos sedimentos. Apds 3 horas de incubacdo os sobrenadantes com
as tripomastigotas purificadas foram coletados e os parasitos quantificados em

camara de Neubauer e utilizados nos ensaios de infeccgéo.

3.2. Animais

Camundongos C57BL/6 fémeas ou machos, entre 4 e 8 semanas de idade
foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas
Gerais (Belo Horizonte, MG, Brasil) e camundongos Phox KO (POLLOCK et al.,
1995) e IFN¥”- (DALTON et al., 1993) foram adquiridos do “The Jackson Laboratory”
(Glesnsville, NJ, EUA, B6.126S6-Cybbtm1Din/J e B6.129S7-Ifng™1Ts/]J,
respectivamente). Os animais foram mantidos em biotério convencional, sem

restricdo de agua e comida, tendo ciclos controlados de claro-escuro com intervalos
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de 12 horas. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentac&o

Animal da UFMG (CETEA 214/11).

3.3. Ensaios de infeccéo in vitro

Os macroéfagos utilizados neste estudo foram isolados da cavidade peritoneal
de camundongos quatro dias apdés a injecao de 2ml de tioglicolato 3% (BD, Le Pont
de Claix, France), como previamente descrito (REZENDE et al., 2005). As células
foram centrifugadas a 300g, por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, 1% de penicilina-estreptomicina e 2mM de
glutamina. Apds serem contadas em camara de Neubauer, 5x10° e 1x10° células
foram plaqueadas em cada poco das placas de 24 e 96 pocos respectivamente e
incubadas a 37° C, em atmosfera contendo 5% de CO:2 durante 2 horas.
Posteriormente, tripomastigotas de T. cruzi purificadas foram adicionadas na
proporcao 5:1 (parasito/macrofago), e as culturas incubadas por mais 2 horas. Ap6s
esse periodo de infeccdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS para
remocao dos parasitos extracelulares e fixadas ou incubadas novamente em meio
DMEM por 48 e 72 horas. As laminulas foram coradas utilizando-se o sistema de
coloracdo hematolégica Panotico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). O niamero
de amastigotas e macréfagos infectados foi determinado pela contagem de pelo
menos 300 células por amostra. Os resultados foram expressos como indice de
infeccéo (% de células infectadas x N° de amastigotas/N° total de células). As placas
de 96 pocos foram usadas para contagem de parasitos liberados no sobrenadante

dos macrofagos infectados entre 3 e 7 dias apoés a infecgéao.
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Os seguintes reagentes foram usados nestes ensaios: apocinina (300uM;
Sigma-Aldrich), N-acetil-cisteina (NAC, 1mM; Sigma-Aldrich), H202 (100 uM),
superéxido dismutase-polietileno glicol (SOD-PEG, 25 U/poco, Sigma-Aldrich) e
catalase polietileno-glicol (CAT-PEG, 40 U/poco, Sigma Aldrich). Os reagentes foram
adicionados nas células 30 minutos (H202) ou 2 horas (apocinina, CAT-PEG, NAC,
SOD-PEG) antes e imediatamente depois da infeccdo. O tratamento dos parasitos

foi feito com 100uM de H202 por 30 minutos antes da infecgao.

3.4. Dosagem de Nitrito

Macréfagos (5x10°) foram acrescentados a placas de cultura de 24 pocos e
incubados na presenca de tripomastigotas de T. cruzi (5:1) durante 2 horas. Em
seguida, as placas foram lavadas para remocdo dos parasitos extracelulares e
incubadas novamente em meio de cultura por 48 horas. ApGs esse periodo, 0
sobrenadante foi recolhido e a quantidade de 6xido nitrico produzida nas culturas de
macréfagos foi estimada a partir da dosagem de nitrito nos sobrenadantes pelo
método de Griess. Em cultura, o radical *NO é oxidado a NO2". As moléculas de
NO2", quando reagem com o Griess, geram uma coloracdo purpura cuja intensidade
€ medida por espectrofotometria (545nm) (GREEN et al., 1982).

Em uma placa de 96 pocos foram colocadas as amostras (50uL/poco) e o
padrdo nitrito de sodio (250uM), que foi diluido (1:2) nos pocos posteriores. Pocos
em branco consistiam apenas de meio RPMI completo. Em seguida, foram
adicionados 100uL de solucdo de Griess em todos os poc¢os ocupados da placa. A

placa foi mantida no escuro por 10 minutos e a densidade O6tica foi determinada por
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leitura em espectrofotometro (Microplate Spectrophotometer System, modelo

SPECTRAmMax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.5. Deteccao de ROS

Para avaliar a producdo de ROS por macréfagos em ensaios de luminometria,
as células foram obtidas como descrito previamente e ressuspendidas em meio
RPMI sem vermelho fenol. Um milhdo de células foram acrescentadas a cada poc¢o
de placas opacas de 96 pocos (NUNC, Rochester, NY, USA). As células foram
estimuladas com 300uM de apocinina (APO), 1mM de (NAC), 25U de SOD-PEG
(SOD) ou 40ug/ml de catalase (CAT) duas horas antes da adi¢cdo dos parasitos. Em
seguida foi adicionado a cada poc¢o 0,05mM de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-
ftalazinediona, Sigma-Aldrich) e formas tripomastigotas de T. cruzi na proporcao
10:1 (parasitos:macréfago). As leituras foram realizadas durante 90 minutos, com
invervalos de 2 minutos entre cada uma. A producdo de ROS foi expressa como
unidades relativas de luz, representada pela intensidade de luz gerada durante a

reacao entre ROS e luminol.

3.6. Oxidacéao de DHR (Dihidrorodamina)

Formas epimastigotas de T. cruzi (TcCWT, EcMutT e TcMTH) foram tratadas
com 200uM de H20:2 por 30 minutos. Apos esse periodo de incubacéo os parasitos
foram centrifugados a 1800g por 10 minutos, a 25°C e lavados duas vezes em DPBS

(Dulbecco’s PBS, pH 7,3; Sigma Aldrich). Os parasitos foram quantificados e a
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concentracdo ajustada para 1x10° células/mL. As células foram incubadas por 30
minutos a 28°C em 50uM de DHR (Molecular Probes, Life Technologies, Eugene,
OR, EUA). Ap6s a incubacdo as células foram centrifugadas a 1800g por 10
minutos, 25°C e lavadas duas vezes para eliminacdo do DHR né&o incorporado. A
deteccdo de RH123 (rodamina 123), produto de oxidacdo do DHR, foi realizada ap6s
exposicdo das células pré-incubadas com 0,1mM de hidrocloreto de 3-
morfolinosidnonimina (SIN-1, Sigma Aldrich), molécula doadora de peroxinitrito. A
deteccdo de RH123 intracelular foi realizada utilizando-se o citdbmetro de fluxo

FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA).

3.7. Deteccao de enzimas antioxidantes nos parasitos

Formas epimastigotas de T. cruzi foram submetidas a trés repiques, trés dias
consecutivos para manutencdo dos parasitos na fase logaritmica de crescimento.
Apébs este processo, as células foram incubadas com H202 (50uM) por 30 minutos
em PBS, lavadas duas vezes e preparadas para determinacdo das proteinas
antioxidantes. Os parasitos (3x108 células) foram centrifugados (1800g, 10 minutos,
25°C), lavados trés vezes em PBS, ressuspendidos em 250puL de tampéao de lise (10
mM de Tris—HCI, 1 mM de EDTA e 0.5% (v/v) Triton X-100) e incubados no gelo por
15 minutos. Os extratos celulares foram centrifugados (13,000g, 30 min, 4° C) e os
sobrenadantes foram suplementados com tamp&o de amostra (30 mM Tris—HCI, pH
6.6, 1% (v/v) SDS e 5% (v/v) glicerol) e mantidos a -80°C até o uso.

Para os ensaios de western blot, 50 pug de extratos proteicos foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (acrilamida 15%, Tris HCI pH

8,8 0,25M, SDS 0,1%). A eletroforese foi realizada a 300V, 60mA durante 1 hora em
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tampéo de corrida. Em seguida as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond-C extra, GE Healthcare Life Sciences, USA), a 140mA durante
1:30h, em sistema de transferéncia semi-seca utilizando-se tamp&o de transferéncia.
Apos a transferéncia, as proteinas foram coradas com solucdo de Ponceau-S
(Aplichem, Daermstadt, Alemanha) para visualizacdo da carga proteica aplicada. Em
seguida, a membrana foi bloqueada por incubacdo com solucéo de bloqueio (PBS
contendo 3% de leite em pd desnatado) sob agitacdo por 1 hora e posteriormente
lavada em PBS 0,1% (v/v) Tween 20 para incubacdo com os anticorpos. Os
anticorpos utilizados foram anticorpos monoclonais de coelho ou camundongo para
as principais proteinas da rede antioxidante de T. cruzi (PIACENZA et al., 2009b). As
membranas foram incubadas com anti-CPX (1:2000) diluido em PBS contendo 0,1%
(v/v) Tween 20 durante 1 hora, 25°C sob agitacdo. ApoOs trés ciclos de lavagem de
10 minutos com PBS 0,1% (v/v) de Tween 20 sob agitacdo, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario anti-coelho IRE-800 (LI-COR, Lincoln, NE,
USA), na proporcéo 1:10000 em PBS contendo 0,1% (v/v) de Tween 20 durante 1
hora, no escuro, sob agitacdo. ApOs incubacdo com o anticorpo conjugado as
membranas foram submetidas a dois ciclos de lavagem de 5 minutos e digitalizadas
utilizando-se o aparelho LI-COR Odyssey Infrared Imaging System. O contetdo de
proteinas em relacdo a carga total de proteinas aplicada em diferentes extratos
(Ponceau-S staining, MOORE; VISELLI, 2000) foi determinado por técnicas de
densitometria utilizando-se o programa Image J (National Institute of Health,
Behtesda, MD, EUA). Os resultados sdo expressos como quantidade de enzimas em
relacdo ao conteudo total de proteinas (PIACENZA et al., 2009b).

Para determinar a quantidade de MPX, SODB, e cruzipaina os parasitos

foram fixados em paraformaldeido (4%) e incubados com anti-MPX, anti-SODB, e
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anti-cruzipaina (1:2000) por 1 hora a 37°C sob agitacdo. Em seguida os parasitos
foram lavados em PBS e incubados com anti-lgG de coelho conjugado com
fluoréforo Alexa 488 (Life Technologies, Eugene, OR, EUA) (1:10000) durante 1
hora. Os parasitos foram lavados novamente, ressupendidos em PBS e analisados

por citometria de fluxo (FACS-Calibur).

3.8. Deteccdao de 8-0x0G

Recentemente foi demonstrado que a estreptavidina pode se ligar de forma
altamente especifica com a 8-oxoG (GAD et al., 2014; STRUTHERS et al., 1998a).
Para se detectar a quantidade de 8-oxodG presente nos parasitos, epimastigotas de
T. cruzi foram tratadas com H202 por 30 minutos, fixadas em paraformaldeido a 2%
durante 15 minutos a 25°C e incubadas em PBS com 0,1% Triton X-100. As células
foram entdo incubadas com estreptavidina conjugada com Alexa 488 (Invitrogen) na
proporcao de 1:100 em PBS por 1 h a 37°C e analisadas por citometria de fluxo

(FACS-Calibur).

3.9. Experimentos de infecg¢do in vivo

Os experimentos de infeccdo in vivo foram realizados com tripomastigotas
sanguineas, mantidas por passagens simultineas em camundongos IFN-¥7- a cada
sete dias. Os parasitos foram obtidos de sangue heparinizado, contados e utilizados
para infeccdo dos grupos experimentais. A infeccdo experimental foi realizada em
camundongos C57BL/6 WT e Phox KO através de injecdo intraperitoneal de um

milhdo de tripomastigotas sanguineos (TCWT ou TcMTH). Camundongos Suicos
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também foram infectados com 2 milhdes de parasitos (TcCWT, TcCROCK ou EcMutT).
Cada grupo foi composto por 5 animais. A parasitemia foi avaliada através da
contagem das tripomastigotas em 5 pL de sangue da veia caudal dos animais
infectados. As contagens foram realizadas a partir do 3° dia de infeccéo, todos os
dias, até a parasitemia se tornar indetectavel. O numero de parasitos por mL de
sangue foi calculado conforme descrito previamente (BRENER, 1962). A mortalidade

dos animais infectados foi monitorada diariamente.

3.10. Anélise Experimental

Os experimentos de infeccédo in vitro, foram analisados pelo teste one-way ANOVA,
ou avaliados pelo two-way ANOVA com o teste de comparacdao mdultipla de
Bonferroni, para comparacao individual entre os grupos. Diferengas entre dois
grupos foram comparadas por teste t de Student para amostras ndo pareadas.
Todas as andlises estatisticas deste trabalho foram realizadas no programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4.1. O parasito T. cruzi induz a producédo de ROS por macrofagos

A internalizacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi por macréfagos
resulta na ativacdo da NADPH oxidase e na consequente producdo de espécies
reativas de oxigénio (ALVAREZ et al., 2011; BERGERON et al., 2008; PAIVA et al.,
2012). Para confirmar que a infeccdo de macrofagos por T. cruzi induz a explosao
respiratdria em nosso modelo experimental, foram realizados experimentos de
qguimiluminescéncia utilizando-se luminol, uma sonda capaz de detectar 02", e
ONOOQ® (ALVAREZ et al., 2011). A infec¢cdo aumentou a quimiluminescéncia e a
producdo de ROS desencadeada pelos parasitos foi quase trés vezes maior do que
a producéao observada em células nédo infectadas. Como esperado, néo foi detectada
quimiluminescéncia em macrofagos Phox KO infectados por T. cruzi ou tratados com
zimozan. Da mesma forma, como previamente publicado (PAIVA et al., 2012), o pré-
tratamento de macréfagos com apocinina, composto que inibe a translocacédo da
subunidade p47P"°x e consequentemente inibe a ativacdo da NADPH oxidase,
também diminuiu a producédo de ROS desencadeada pela infeccao. O tratamento de
macrofagos com SOD-PEG, NAC e catalase, mostrou que estes sdo antioxidantes
eficientes, capazes de reduzir a intensidade de luminescéncia da sonda utilizada
(Figura 10). Uma vez confirmada a producdo de ROS por macréfagos infectados
com T. cruzi, outros experimentos foram conduzidos a fim de se verificar o papel

dessas moléculas durante o curso da infec¢céo por este parasito.
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Figura 10: Producado de ROS por macrdfagos estimulados com T. cruzi. Macrofagos inflamatérios
foram retirados da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT e Phox KO quatro dias apés
estimulo com tioglicolato. Macréfagos foram incubados com 0,5mM de luminol em meio de cultura e
expostos a tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi (TcY), apocinina (APO), superéxido dismutase
(SOD), N-acetil-cisteina (NAC), catalase (CAT) e zimozan (Z). A quimiluminescéncia foi medida
continuamente, imediatamente apdés a adicdo de T. cruzi aos po¢os nos quais as células foram
plagueadas. Os dados representam a média + SD do total de medidas em 90 minutos. Letras
diferentes (a,b,d) representam diferencas estatisticas entre as barras (p<0,05). O gréafico apresentado
é representativo de trés experimentos independentes.

4.2. Parasitos com atividade 8-oxo-dGTPase aumentada apresentam maior

multiplicacdo em culturas de macrofagos

Parasitos da cepa CL Brener foram geneticamente modificados para
superexpressarem o gene MutT de E. coli (EcMutT) e seu ortdlogo em T. cruzi,
TcMTH (AGUIAR et al., 2013). A enzima MutT de E. coli é uma 8-oxo-dGTPase, que
hidrolisa 8-oxo-dGTP livre no pool de nucleotideos a 8-oxo-dGMP, impedindo assim
a incorporacdo de nucleotideos oxidados no DNA. Para melhor compreender a
importancia de enzimas de reparo em T. cruzi, parasitos resistentes, EcCMutT e

TcMTH, foram utilizados em ensaios de infeccdo de macrofagos. Apdés duas horas
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de infeccdo, as células foram lavadas para remocéo dos parasitos extracelulares e
fixadas ou incubadas novamente em meio de cultura por até 72 horas.

O processo de invasao celular por T. cruzi foi avaliado duas horas apoés a
infeccdo. A modificacdo genética ndo alterou a capacidade de infeccdo destes
parasitos, que apresentaram o mesmo indice de infeccéo (Figura 11A).

A capacidade replicativa destes parasitos foi investigada 48 e 72 horas
apos a infeccdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre os parasitos
TcWT e os parasitos TcROCK, transfectados com o plasmideo vazio. O indice de
infeccdo de macrdéfagos infectados com os parasitos EcMutT e TcMTH foi maior do
gue aquele encontrado para macrofagos infectados com TcWT e TcROCK. Essa
diferenca foi ainda mais acentuada apo6s 72 horas de infeccdo, mostrando que estes
parasitos apresentam maior capacidade replicativa do que aqueles ndo modificados
(Figura 11A). Esse resultado foi corroborado pela contagem de tripomastigotas
liberadas no sobrenadante de células infectadas. O numero de parasitos EcMutT
liberados no sobrenadante de macréfagos infectados foi maior do que o numero de
parasitos TcCWT. Além disso, a liberacdo de parasitos EcMutT ocorre antes da
liberacdo de parasitos TcCWT, reforcando os resultados que indicam que 0s parasitos
modificados apresentam maior capacidade de multiplicacdo (Figura 11B). Esses
dados indicam que a remocéo de 8-oxo-dGTP do pool de nucleotideos aumenta o

sucesso da infeccao por T. cruzi em macrofagos murinos.
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Figura 11: Parasitos transfectados com genes relacionados ao reparo de DNA apresentam
maior capacidade replicativa. Macréfagos inflamatérios obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos C57BL/6 WT quatro dias apdés o estimulo com tioglicolato, foram infectados com
parasitos selvagens e modificados. Apds a infec¢do as células foram lavadas para remocdo dos
parasitos extracelulares e fixadas ou incubadas novamente em meio de cultivo por até 72 horas. (A)
indice de infeccdo de macréfagos infectados com diferentes populacdes da cepa CL Brener de T.
cruzi. O indice de infeccdo € uma relacdo entre 0 numero de macréfagos infectados (MI) e
amastigotas (A) pelo numero total de macréfagos (MT) [(A x MI/MT)]. (B) NUmero de parasitos
liberados no sobrenadante de macrofagos entre trés e sete dias apds a infeccdo. Os gréficos
representam um de um total de trés experimentos; * indicam diferencas significativas entre os grupos.
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

4.3. Modulacéo da producao de 6xido nitrico por T. cruzi

Dados publicados previamente demonstraram que a infec¢ao por T. cruzi,
por si, ndo induz a producdo de oxido nitrico (BERGERON; OLIVIER, 2006). Para
verificar se o0 mesmo fenbémeno acontece em nosSSO sistema experimental,

macrofagos foram infectados com diferentes populacdes de parasitos e a producao
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de 6xido nitrico foi avaliada pelo método de Griess. Como esperado, a infeccdo com
T. cruzi ndo induziu a producdo de NO nessas células. Apds 48 horas de infeccao
nao foram detectados niveis significativos de NO independente da populacédo de

parasitos utilizada (Figura 12).
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Figura 12: Producado de NO por macréfagos infectados com diferentes populagdes da cepa CL
Brener de T. cruzi apés 48 horas. Macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
C57BL/6 WT 4 dias ap0s o estimulo com tioglicolato foram infectados com parasitos selvagens e
modificados. Duas horas apés a infeccdo, as células foram lavadas para remog&do dos parasitos
extracelulares e incubadas novamente em meio de cultivo por 48 horas. A produgdo de NO por
macroéfagos foi quantificada pelo método de Griess.

4.4. Avaliagcdo da multiplicag&o de parasitos resistentes ao estresse oxidativo

in vivo

Para avaliar o perfil de infeccdo dos parasitos TcCWT, TcCROCK e EcMutT
in vivo, camundongos Suicos foram infectados por via intraperitoneal com 2x10°
tripomastigotas de cultura. A parasitemia destes animais foi avaliada até o 11° dia
apos a infeccdo, quando tripomastigotas sanguineas nao foram mais detectadas.
Diferencas significativas ndo foram observadas na parasitemia de camundongos
infectados com TcWT ou TcROCK, mostrando que essas populagcbes apresentam o
mesmo perfil de infeccdo in vivo. A populacdo EcMutT, por sua vez, apresentou
niveis de parasitemia significativamente mais elevados do que as populacdes TcWT

e TcROCK (Figura 13). Tais resultados corroboram aqueles obtidos com macréfagos
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infectados, indicando que a superexpressdao de MutT favorece o crescimento dos

parasitos no interior das células.
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Figura 13: Parasitos transfectados com o gene MutT de E. coli apresentam niveis de
parasitemia elevados. Camundongos Suicos foram infectados com 2x108 parasitos e a parasitemia
acompanhada a cada dois dias. **p<0,01

4.5. Oxidacdo de DHR e expressédo de enzimas antioxidantes

As peroxirredoxinas sao enzimas antioxidantes que exercem um papel
importante na metabolizagdo do peroxinitrito, minimizando a formacao de radicais
derivados dessa molécula, como *OH, *NO2 e CO3°*" (TRUJILLO et al., 2004). Para
determinar se os parasitos EcMutT e TcMTH apresentam niveis reduzidos de
radicais derivados do peroxinitrito, epimastigotas foram carregadas com a sonda
DHR e entdo desafiadas com peroxinitrito (proveniente do doador SIN-1). A sonda
DHR se acumula nas células e quando oxidada por ROS ou peroxinitrito, origina a
substancia fluorescente RH123. A oxidacdo dessa sonda e a formacdo de RH123
em epimastigotas indica que oxidantes extracelulares alcancaram o citoplasma dos

parasitos (ALVAREZ et al., 2004). Dessa forma, € possivel relacionar a oxidacédo da
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sonda DHR a atividade das enzimas antioxidantes. Quanto menor a oxidacdo dessa
sonda, maior a metabolizacdo do peroxinitrito, possivelmente devido a maior
atividade de enzimas antioxidantes.

Os parasitos modificados apresentaram menor oxidacdo do DHR
intracelular quando comparados aos parasitos controle. A maior oxidacdo de DHR
foi observada em parasitos controle pré-tratados com H202. A oxidacao de DHR né&o
foi aumentada quando parasitos EcMutT e TcMTH foram pré-tratados com H20:2 e
posteriormente desafiados com peroxinitrito (Figura 14A). Esses resultados indicam
que os parasitos modificados apresentam maior atividade de suas enzimas
antioxidantes em relacdo aos parasitos controle.

Em seguida a expressdo de enzimas relacionadas ao sistema
antioxidante de T. cruzi foi avaliada nesses parasitos. O pré-condicionamento dos
parasitos com H202 ndo promoveu aumento na expressdo de CPX (Figura 14B),
mas aumentou a expressado da MPX (Figura 14C e AGUIAR et al., 2013) tanto em
TcWT quando em TcMTH. Corroborando os resultados obtidos nos experimentos de
oxidacdo de DHR, os parasitos modificados superexpressaram ambas as enzimas,
CPX e MPX. A expressdao da enzima SODB, por sua vez, foi similar entre os
parasitos controle e modificados, além de nao ter sido alterada apds o pré-
tratamento das células com H20:2 (Figura 14D). Conforme esperado, a expressao da
enzima cruzipaina, utilizada como controle do experimento, ndo diferiu entre os

grupos (Figura 14E).
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Figura 14: Andlise da oxidacéo intracelular de DHR e expresséo de enzimas antioxidantes em
T. cruzi. 1x10° epimastigotas de T. cruzi (TcWT, EcMutT e TcMTH) foram tratadas com 200uM de
H20:2 por 30 minutos. (A) Os parasitos foram previamente incubados com DHR (50 uM) e expostos ao
doador de peroxinitrito hidrocloreto de 3-morfolinosidnonimina (SIN-1, 0,1mM). A forma¢éo de RH123
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foi avaliada por citometria de fluxo. Os histogramas e a tabela com valores das medianas de
intensidade de fluorescéncia (MFI) sdo representativos de um experimento representativo. (B) Analise
da expressado da enzima CPX por Western Blot em extratos de parasitos utilizando-se um anticorpo
anti-CPX especifico. Os resultados de trés experimentos foram expressos como densidade de
bandas no Western Blot. Andlise da expressdo de MPX (C), SODB (D) e cruzipaina (E) utilizando-se
anticorpos anti-MPX, anti-SODB e anti-cruzipaina especificos, por citometria de fluxo. Os resultados
foram expressos como histogramas e tabelas com valores das MFI. Os graficos séo representativos
de trés experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferencas significativas entre as
barras destacadas, p<0,05.

4.6. As enzimas MTH e MutT previnem a incorporagéo de 8-oxo-dGTP no DNA

de parasitos modificados

Resultados obtidos anteriormente demonstraram que parasitos EcMutT
apresentam menos lesdes no seu DNA nuclear quando comparados com parasitos
TcROCK (AGUIAR et al., 2013). Entdo avaliamos o acumulo de 8-oxodG no DNA
desses parasitos ap0s a exposi¢ao das células a H20:.

A avidina é uma proteina presente na clara do ovo que apresenta forte
afinidade para a vitamina biotina. Seu anélogo bacteriano, estreptavidina apresenta
afinidade similar. A base guanina apresenta pouca relacao estrutural com a molécula
biotina, mas as formas 8-oxodeoxiguanina e 8-oxodeoxiguanosina, produtos de
danos oxidativos no DNA, apresentam grande similaridade estrutural com a biotina
(STRUTHERS et al., 1998b). Dessa forma, a deteccédo da base modificada 8-oxodG
foi realizada por citometria de fluxo, utilizando-se estreptavidina conjugada com
Alexa-488.

AplOs o tratamento de epimastigotas com H202, foi observado um
aumento de 8-oxodG no DNA dos parasitos controle, TCWT. Epimastigotas de
parasitos ECMutT ndo apresentaram niveis de 8-oxodG aumentados em seu DNA
apos o tratamento com H202 (Figura 15 A). Esses resultados ressaltam a atividade

da enzima MutT nos parasitos modificados, indicando que essa enzima cumpre sua
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funcdo na hidrolise da base guanina modificada pelo estresse oxidativo,

minimizando sua incorporacao e consequentes lesdes no DNA.

s TcWT
TcWT + H,0,
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Figura 15: As enzimas MTH e MutT previnem a incorporagcdo de 8-oxo-dGTP. (A) Epimastigotas
foram tratadas com 200puM de H202 por 30 minutos, fixadas e a incorporagdo de 8-0xoG no DNA foi
avaliada utilizando-se estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 588 por citometria de fluxo. O
histograma e a tabela com valores da MFI séo representativos de trés experimentos independentes.

4.7. Macrofagos Phox KO apresentam parasitismo reduzido

Os resultados apresentados mostraram que a infecg¢éo por T. cruzi resulta
na producdo de ROS por macrofagos. Esse estresse oxidativo desencadeado
durante a infeccdo poderia ser utilizado para limitar o crescimento dos parasitos
causando, por exemplo, danos em seu DNA. Uma maquinaria de reparo capaz de
corrigir danos desencadeados pelo estresse oxidativo poderia contribuir para uma

replicagdo mais efetiva, mesmo em condicdes de estresse. Nossos resultados
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também demonstraram que a superexpressao de genes relacionados ao reparo de
DNA favorece o crescimento dos parasitos in vitro e in vivo.

Para avaliar melhor o papel das espécies reativas de oxigénio na infeccao
por T. cruzi, macréfagos de camundongos Phox KO foram utilizados nos ensaios
experimentais. Esses animais sdo nocautes para a subunidade catalitica gp91P"°* da
NADPH oxidase e consequentemente, quando infectados, produzem menos ROS do
gue camundongos C57BL/6 WT (Figura 10).

Macrofagos Phox KO e C57BL/6 WT apresentaram a mesma capacidade
de internalizacdo de parasitos, uma vez que ndo foram encontradas diferencas em
relacdo ao parasitismo dessas células apos duas horas de infeccdo. Entretanto,
apos 48 horas, macréfagos Phox KO infectados com a cepa Y de T. cruzi
apresentaram parasitismo reduzido em comparacdo aos macrofagos C57BL/6 WT
infectados (Figura 16A).

O numero de tripomastigotas liberadas no sobrenadante de macrofagos
infectados também foi avaliado. Macréfagos foram plagueados, infectados e
mantidos em estufa de CO2 5% a 37°C por sete dias para se avaliar a quantidade de
tripomastigotas liberadas no sobrenadante das culturas. Os resultados obtidos
condizem com os resultados de replicacdo de amastigotas e mostram que apés sete
dias de infeccdo hd um grande numero de tripomastigotas no sobrenadante de
macrofagos C57BL/6 e um numero reduzido de parasitos no sobrenadante de
células Phox KO (Figura 16B).

A fim de se verificar se estes resultados eram relacionados apenas a uma
cepa especifica de T. cruzi, no caso a cepa Y, realizamos 0s mesmos experimentos
utilizando-se a cepa CL Brener. Os resultados obtidos com esta cepa foram similares

agueles obtidos com a cepa Y, mostrando que a multiplicagdo do parasito em
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macrofagos Phox KO €& menor em relacdo a multiplicacdo dos parasitos em
macrofagos C57BL/6 WT (Figura 16C). Da mesma forma, em macréfagos C57BL/6
WT observou-se um numero maior e progressivo de tripomastigotas liberadas no
sobrenadante das culturas entre os o 3° e 7° dia de infeccdo, quando comparados
com macrofagos Phox KO (Figura 16D).

Esses resultados indicam que os parasitos que infectam os macréfagos
de camundongos C57BL/6 WT sao suficientemente capazes de se replicar,
engquanto que em macréfagos deficientes na producédo de ROS, os parasitos ndo se

multiplicam devidamente.
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Figura 16: Macrofagos Phox KO apresentam parasitismo reduzido. Macréfagos inflamatérios
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT e Phox KO quatro dias apds o estimulo
com tioglicolato foram infectados com as cepas Y (A, B) e CL Brener (C, D) de T. cruzi. Apds duas
horas de infeccdo as células foram lavadas para remocédo dos parasitos extracelulares e entdo
fixadas ou incubadas novamente com meio de cultivo por diferentes periodos. (A,C) Numero de
parasitos por macrofagos apés 2 ou 48 horas de infec¢do. (B, D) Contagem de tripomastigotas livres
no sobrenadante de culturas de macréfagos entre o 3° e 7° dia de infeccdo. Os gréaficos sao
representativos de trés experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferencas
significativas entre os grupos destacados, p<0,05.
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4.8. Producao de NO por macréfagos Phox KO e C57BL/6 WT

Para avaliar se as diferencas observadas na infeccdo de macréfagos
Phox KO e C57BL/6 WT poderiam estar relacionadas com a capacidade de
producdo de NO por essas células, o método de Griess foi utilizado. As células
foram plaqueadas, estimuladas ou infectadas e apds 48 horas, 0 sobrenadante foi
coletado para dosagem de nitrito. Nao foram observadas diferencas significativas
entre macréfagos Phox KO e C57BL/6 WT em relacdo a producdo de NO. A
infeccdo de macréfagos com T. cruzi ndo induziu a producdo de NO, que foi similar
aos niveis basais observados nessas células ndo estimuladas. O tratamento com
IFN/LPS, por sua vez, induziu a producéo de quantidades significativas de NO, tanto
em macréfagos Phox KO quanto em macréfagos C57BL/6 WT. Os niveis de
producdo, entretanto, ndo foram diferentes entre essas células submetidas ao
mesmo estimulo. A producdo de NO por células previamente estimuladas foi

potencializada pela infec¢do com T. cruzi (Figura 17).
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Figura 17: Producdo de NO por macrofagos Phox KO e C57BL/6 WT. Macrofagos inflamatérios
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Phox KO e C57BL/6 WT quatro dias apds o estimulo
com tioglicolato foram estimulados com IFN/LPS e/ou infectados com a cepa Y de T. cruzi. Apés 48
horas, a producéo de NO por macréfagos foi quantificada pelo método de Griess.
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4.9. Inibidores da producédo de ROS reduzem a proliferacdo de T. cruzi em

macrofagos

Como mostrado anteriormente, macrofagos de camundongos Phox KO
apresentaram parasitismo reduzido em comparacdo a macrofagos de animais
C57BL/6 WT. O passo seguinte teve como objetivo investigar se a auséncia de ROS
foi o fator responsavel pela reducéo do crescimento parasitario em macrofagos Phox
KO. Para isso a inibicdo da producdo de ROS por macréfagos C57BL/6 WT foi
realizada utilizando-se diferentes antioxidantes.

Macrofagos C57BL/6 WT foram tratados com os antioxidantes SOD-PEG,
CAT-PEG, NAC e apocinina e posteriormente infectados com as populacées TCWT e
TcMTH da cepa CL Brener de T. cruzi. Como modelo de comparacdo, macrofagos
Phox KO também foram infectados. Os resultados obtidos indicaram que todos os
antioxidantes utilizados reduziram o parasitismo nos macrofagos C57BL/6 WT a
niveis comparaveis aqueles obtidos com macréfagos Phox KO. Essa reducédo foi
melhor observada quando os macréfagos foram infectados com os parasitos TcMTH,
uma vez que os niveis de infeccdo obtidos com essa populacdo foram maiores e
mais facilmente visualizados ap6s 48 horas de infeccéo (Figura 18 A, B). O nimero
de tripomastigotas liberadas no sobrenadante das culturas de macréfagos
C57BL6/WT infectados com TcWT e TcMTH também foi reduzido apés o tratamento
dessas células com apocinina (Figura 18E). O tratamento de macréfagos C57BL/6
WT com NAC e apocinina também reduziu o parasitismo dessas células apos a

infeccdo com a cepa Y de T. cruzi (Figuras 18 C, D).
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Figura 18: Antioxidantes reduzem a proliferacdo de T. cruzi em macrd6fagos. Macréfagos
inflamatérios foram retirados da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT e Phox KO quatro
dias apo6s estimulo com tioglicolato. Macréfagos de camundongos C57BL/6 WT foram incubados com
300uM de apocinina (APO), 1ImM de N-acetil-cisteina (NAC), 25U de superdxido dismutase-
polietileno glicol (SOD) ou 40U de catalase-polietileno glicol (CAT) duas horas antes da infeccdo com
diferentes parasitos. As células foram lavadas para remocédo dos parasitos extracelulares e fixadas ou
incubadas novamente com meio de cultivo acrescido dos antioxidantes por diferentes periodos. (A, B)
As laminas foram coradas e contadas para determinacdo do indice de infeccdo. O indice de infeccéo
€ uma relacao entre o numero de macréfagos infectados (MI) e amastigotas(A) pelo niumero total de
macrofagos (MT) [(A x MI/MT)]. O nimero de parasitos da cepa Y (C, D) e TcWT, TcMTH (E) liberado
no sobrenadante das culturas celulares, entre o 3° e 7° dia de infeccdo foi quantificado. Os gréaficos
sdo representativos de trés experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferencas
significativas entre os grupos destacados, p<0,05.



53

4.10. ROS podem servir como moléculas sinalizadoras importantes para a

replicacdo do parasito T. cruzi

Alguns trabalhos tém demonstrado que as ROS podem agir como
moléculas sinalizadoras para as células (FINZI et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2011).
Os resultados apresentados anteriormente sugerem que as ROS sdo moléculas
importantes para replicacdo do parasito T. cruzi em macrofagos. Dessa forma,
levantou-se a hipétese de que o parasito T. cruzi precisaria de um sinal proveniente
das ROS produzidas por macrofagos para se replicar de maneira efetiva nesta célula
hospedeira.

Para testar tal hipotese, macréfagos Phox KO e macréfagos C57BL/6 WT
cuja producdo de ROS foi inibida por NAC foram tratados com H202 antes e depois
da infeccdo com T. cruzi. Na auséncia de H202, ambas as células apresentaram
indices de infec¢céo reduzidos em comparacédo ao indice de infec¢cdo de macréfagos
C57BL/6 WT controles. Por outro lado, ap8s receber o tratamento com H20g,
macréfagos Phox KO e macréfagos tratados com NAC tiveram aumento significativo
de seus indices de infeccdo. Esse aumento foi comparavel ao indice de infeccéo
observado em macréfagos C57BL/6 WT controles. Tais resultados foram observados
em infec¢des realizadas com duas populacdes da cepa CL Brener de T. cruzi: TCWT
e TcMTH (Figura 19A).

Para melhor caracterizar este fenbmeno, formas tripomastigotas de T.
cruzi da cepa CL Brener (TcWT) foram tratadas com H202 durante 30 minutos e
utilizadas nos ensaios de infeccdo de macréfagos Phox KO e C57BL/6 WT. O

tratamento dos parasitos com H202 ndo afetou a infeccdo de macrofagos C57BL/6
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WT, mas aumentou significativamente o indice de infeccdo de macrofagos Phox KO

(Figura 19B).
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Figura 19: O parasito T. cruzi precisa de um sinal proveniente das ROS para se multiplicar em
macroéfagos. (A) Macréfagos inflamatérios foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
Phox KO e C57BL/6 WT quatro dias apos a injecao de tioglicolato. Macréfagos C57BL/6 WT foram
incubados com 1mM de N-acetil-cisteina (NAC) 2 horas antes da infec¢@o. As células foram tratadas
com 100uM H202 30 minutos antes da infecgdo com os parasitos. Apos a infeccdo, as células foram
lavadas para remoc¢do dos parasitos ndo internalizados e incubadas novamente em meio de cultivo
ou meio de cultivo acrescido de NAC ou H202 por 72 horas. As laminas foram fixadas, coradas e
guantificadas para determinagéo do indice de infec¢do. O indice de infecgdo é uma relagdo entre o
namero de macréfagos infectados (MI) e amastigotas (A) pelo nimero total de macréfagos (MT) [(A x
MI/MT)]. (B) Macrdéfagos inflamatorios obtidos da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT
Phox KO foram infectados com parasitos previamente tratados com 50uM de H202 por 30 minutos.
Apés a infeccdo, as células foram lavadas para remocdo dos parasitos ndo internalizados e
incubadas novamente em meio de cultivo. Apos 72 horas, as laminas foram fixadas, coradas e
quantificadas para determinacdo do indice de infeccdo. Os graficos sdo representativos de trés
experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferencas significativas entre os grupos
destacados, p<0,05.
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4.11. Parasitos que superexpressam a enzima catalase apresentam

parasitismo aumentado em macrofagos

O T. cruzi, por ser um parasito intracelular, & constantemente exposto as
ROS, que podem ser geradas pelo seu proprio metabolismo aerdbico ou pela
resposta imune do hospedeiro (FINZI et al., 2004). Como mencionado
anteriormente, o parasito possui um sistema antioxidante complexo e efetivo para
lidar com o estresse oxidativo, apesar da auséncia da enzima catalase (BOVERIS et
al., 1980), que promove a detoxificacdo do peroxido de hidrogénio.

Para entender qual seria o papel desta enzima no parasito T. cruzi,
parasitos que superexpressam a enzima catalase de E. coli (EcCat) foram utilizados
nos ensaios de infeccdo. Os parasitos EcCat mostraram parasitismo aumentado em
macrofagos quando comparados com os parasitos TcCWT. Da mesma forma, como
mostrado anteriormente, macrofagos de camundongos Phox KO também né&o
sustentaram a infec¢gdo com parasitos EcCat (Figura 20A).

Macrofagos C57BL/6 WT tratados com o antioxidante catalase
apresentaram parasitismo reduzido apds a infeccdo com os parasitos TcWT e
TcMTH (Figura 20B). Entretanto, o crescimento da populacédo de parasitos EcCat em
macréfagos tratados com o antioxidante catalase ndo diminuiu.

Os parasitos EcCat também responderam ao tratamento com H20z,
aumentando sua proliferacdo em macrofagos Phox KO (Figura 20A). Essa resposta
a H202, entretanto, € menor, quando comparada a intensidade de resposta obtida
em infecgOes realizadas com parasitos TcCWT e TcMTH. Como pode ser observado
na figura 19A, parasitos TCWT e TcMTH tratados com H202 aumentaram 3,67 e 4,21

vezes, respectivamente, o parasitismo em macrofagos Phox KO. Na figura 20
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podemos observar que o parasito TCWT tratado com H202 aumenta 5,15 vezes seu
parasitismo em macréfagos Phox KO, enquanto que EcCat tratado com H20:2

aumenta apenas 2,65 vezes o parasitismo nestas células.
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Figura 20: Parasitos que superexpressam a enzima catalase apresentam parasitismo
aumentado em macrofagos. Macréfagos inflamatérios foram obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos Phox KO e C57BL/6 WT quatro dias apés a injecao de tioglicolato e infectados com
diferentes populacdes de T.cruzi. Apos a infeccdo, as células foram lavadas para remocdo dos
parasitos nao internalizados e incubadas novamente em meio de cultivo por 72 horas. As laminas
foram fixadas, coradas e quantificadas para determinacéo do indice de infec¢do. O indice de infec¢ao
€ uma relagdo entre o nimero de macréfagos infectados (MI) e amastigotas (A) pelo nimero total de
macrofagos (MT) [(A x MI/MT)]. (A) Infeccdo de macréfagos com parasitos tratados ou ndo com H20:
por 30 minutos. (B) Macréfagos C57BL/6 WT foram tratados com o antioxidante catalase e infectados
com parasitos selvagens ou modificados. Os gréficos sdo representativos de trés experimentos
diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferencas significativas entre os grupos destacados,
p<0,05.
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4.12. Altas concentracfes de ROS nédo induzem o crescimento do parasito T.

cruzi em macroéfagos

Os resultados apresentados mostraram que parasitos resistentes ao
estresse oxidativo multiplicam-se melhor em macréfagos. Entretanto, células
deficientes na producédo de ROS néo sustentam a infeccéo pelo parasito T. cruzi. As
células apresentam uma gama variada de respostas aos oxidantes: altas
concentracbes de ROS podem desencadear o estresse oxidativo e resultar em
danos, enquanto que baixas concentracdes podem exercer papeis fisioldgicos
importantes para sinalizacéo e proliferacéo celular (FINZI et al., 2004).

Nesse contexto, parasitos foram tratados com diferentes concentracfes
de H20:2 e utilizados em ensaios de infeccdo de macrofagos de camundongos Phox
KO e C57BL/6 WT. Néao foram encontradas diferencas significativas no indice de
infeccdo de macrofagos C57BL/6 WT infectados com parasitos tratados com até
200pM H20:2. Entretanto, a concentragdo mais alta de H20:2 utilizada (300 uM) foi
toxica para o parasito. Baixas concentracdes de H202 (50uM e 100uM) promoveram
a replicacdo dos parasitos em macréfagos Phox KO. A concentragdo de 200uM de
H202 reduziu o parasitismo e a concentracdo mais alta, 300 uM, também se mostrou
toxica (Figura 21). Tais resultados sugerem que baixas concentracdes de ROS
contribuem para o crescimento dos parasitos nas células, funcionando como

moléculas sinalizadoras para o parasito.
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Figura 21: Em altas concentra¢cdes, ROS ndo promovem o crescimento do parasito T. cruzi.
Macréfagos inflamatérios obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Phox KO e C57BL/6 WT
apo6s quatro dias de infecgdo foram infectados com parasitos T. cruzi previamente tratados com
diferentes concentragbes de H20:2 por 30 minutos. Apds duas horas de infeccdo, as células foram
lavadas para remoc¢do dos parasitos extracelulares e incubadas novamente com meio de cultivo.
Apés 72 horas as laminas foram fixadas, coradas e contadas para determinacdo do indice de
infeccdo. Os graficos sdo representativos de trés experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*)
indica diferencgas significativas entre os grupos destacados, p<0,05.

4.13. Infecgdes in vivo

Experimentos anteriores realizados em nosso laborat6rio mostraram que
camundongos Phox KO e C57BL/6 WT apresentam niveis de parasitemia similares
apos a infeccdo com a cepa Y de T. cruzi. Entretanto, nestes experimentos, 0s
animais Phox KO, sucumbem a infecgcéo precocemente (SANTIAGO et al., 2012).

A fim de se corroborar estes resultados, ensaios de infeccdo foram
realizados com parasitos da cepa CL Brener, TCWT e TcMTH. Camundongos
C57BL/6 WT e Phox KO foram infectados com um milhdo de tripomastigotas de T.
cruzi e a parasitemia foi avaliada a partir do 3° dia de infeccéo.

Como esperado, camundongos infectados com os parasitos TcMTH

apresentaram parasitemia elevada quando comparados aos animais infectados com
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parasitos TCWT. Essa diferenca foi mais proeminente no 5° dia de infeccdo (Figura
22A). Como mostrado anteriormente, in vitro, os parasitos TcCMTH apresentam maior
capacidade replicativa do que parasitos TCWT (Figura 11). Além disso, resultados
anteriores de experimentos in vivo utilizando-se camundongos Swiss, também
mostraram que as infeccdes com a cepa EcMutT resultam em niveis de parasitemia
mais elevados do que aquelas realizadas com parasitos TCWT (Figura 13, (AGUIAR
et al., 2013).

Corroborando os experimentos realizados com a cepa Y de T. cruzi, ndo
foram observadas diferencas significativas nos niveis de parasitemia dos
camundongos C57BL/6 WT e Phox KO. Ambos apresentaram pico de infeccdo cinco
dias apos a injecdo dos parasitos e queda subsequente no nimero de parasitos no
sangue. Entretanto, camundongos deficientes da enzima NADPH oxidase funcional
nao sobreviveram a infeccdo, independente da populacao de T. cruzi ultilizada. Apés
40 dias de infeccdo, 100% dos camundongos C57BL/6 WT mantiveram-se Vivos,
enquanto que os animais Phox KO apresentaram 100% de mortalidade ja no 12° dia

de infeccao (Figura 22B).
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Figura 22: Parasitemia e mortalidade de camundongos C57BL/6 WT e Phox KO infectados com
parasitos TcWT e TcMTH. Camundongos foram infectados por via intraperitoneal com 1x108
parasitos. (A) Média da parasitemia (n=4) e (B) Mortalidade (n=5). Os graficos sao representativos de
trés experimentos diferentes. O simbolo asterisco (*) indica diferengas significativas entre os grupos
destacados, p<0,05.
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O processo de estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas e a atuacdo de antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres em detrimento da velocidade com a qual sdo removidos
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Diversos autores tém demonstrado que a
infeccdo de macréfagos por T. cruzi resulta na producdo de ROS, provenientes da
NADPH oxidase (ALVAREZ et al., 2011; BERGERON et al., 2008; PAIVA et al.,
2012). A duracao exata dessa producédo de ROS por células infectadas ndo tem sido
muito bem determinada. Alguns trabalhos mostram que esta producéo se inicia e se
potencializa nos primeiros minutos de infeccdo (ALVAREZ et al., 2011; BERGERON
et al., 2008), enquanto outros demonstram que essa producdo se inicia apds 6 horas
de infeccdo e se estende por até 24 horas (DHIMAN; GARG, 2014; PAIVA et al.,
2012). Antes de iniciar os experimentos visando entender melhor o papel das ROS
durante a infecdo, avaliamos se a internalizacdo do parasito em macrofagos induz
de fato a produgdo de ROS em nosso sistema experimental. Nossos resultados
mostraram gque macréfagos infectados com T. cruzi produzem ROS nos momentos
iniciais da infeccao, possivelmente através da inducdo da atividade da NADPH
oxidase, uma vez que a producdo de ROS nao foi detectada em macrofagos Phox
KO e nem em macréfagos tratados com apocinina, um inibidor da Nox2. O
tratamento dos macréfagos com os antioxidantes SOD e NAC também reduziu a
producdo de ROS apds a infeccdo. A utilizacdo de NAC, SOD e apocinina como
antioxidantes, reduzindo a producdo de ROS em macr6fagos também é comum em
diversos ensaios experimentais (BERGERON et al.,, 2008; PAIVA et al., 2012).
Esses resultados constituiram a base dos ensaios experimentais posteriores, nos
quais pressupomos que a producédo de ROS em macrofagos € induzida pelo parasito

e que pode ser inibida pelo tratamento com antioxidantes.
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O parasito é exposto as ROS durante todo seu ciclo de vida e ndo apenas
ao infectar fagocitos. Ao infectar o hospedeiro vertebrado, as tripomastigotas
invadem as células no local da inoculacdo, como por exemplo, fibroblastos,
macrofagos e células epiteliais (BURLEIGH; ANDREWS, 1995; DE; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010) e permanecem entre uma e duas horas no interior do vacuolo
parasitéforo. ApGs este periodo o parasito alcanca o citoplasma das células, onde
completa sua diferenciacdo em formas amastigotas. Apdés um periodo de
aproximadamente 35 horas, as amastigotas iniciam o processo de divisdo binaria no
citoplasma. O tempo médio de duplicacdo varia de acordo com a cepa. Finalmente,
as amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e sao liberadas para o espaco
extracelular (ALVES; COLLI, 2007). Essas tripomastigotas infectivas alcancam a
corrente sanguinea e se disseminam para outras células, como as do miocardio e
células ganglionares do sistema autbnomo nervoso, que inervam as paredes do
esoOfago e intestino. No interior dos macrofagos residentes o parasito precisa lidar
com as ROS produzidas pala NADPH oxidase (CARDONI et al.,, 1997; MUNOZ-
FERNANDEZ; FERNANDEZ; FRESNO, 1992). No tecido cardiaco, a invasao pelo
parasito pode desencadear uma disfuncéo mitocondrial e gerar ROS no citoplasma
de cardiomidcitos (GUPTA et al., 2009). No hospedeiro invertebrado, o T. cruzi
também é exposto ao estresse oxidativo e precisa lidar com ROS produzidas pela
degradacédo da hemoglobina (PAES; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2001). A degradacao da
hemoglobina resulta na liberacdo de grandes quantidades de heme, uma molécula
conhecida por aumentar a formacédo de ROS (RYTER; TYRRELL, 2000) e alterar a
seletividade e permeabilidade de membranas (SCHMITT; FREZZATTI, Jr.;

SCHREIER, 1993). Além disso, o0 parasito também precisa lidar com a producéo de
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espécies reativas de nitrogénio induzidas por mecanismos de defesa do hospedeiro
invertebrado (WHITTEN et al., 2007).

A constante exposi¢ao do T. cruzi a condicbes de estresse oxidativo ao
longo de seu ciclo de vida (CARDONI et al., 1997; PAES; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2001; PIACENZA et al., 2009a) pode resultar na formacé&o de nucleotideos oxidados,
provocando danos em seu DNA. Para lidar com as ROS o parasito apresenta uma
eficiente maquinaria antioxidante (PIACENZA et al., 2009a) e conta também com
uma série de enzimas relacionadas ao reparo de DNA (AGUIAR et al., 2013; EL-
SAYED et al.,, 2005). Essas enzimas de reparo de DNA sao essenciais para
sobrevivéncia do parasito nesses ambientes desfavoraveis. Recentemente nosso
grupo demonstrou que parasitos que apresentam a atividade 8-oxo-dGTPase
aumentada multiplicam-se melhor do que parasitos selvagens em fibroblastos de
camundongos Suicos (AGUIAR et al., 2013). Essa atividade 8-oxo-dGTPase é
proveniente da enzima MutT de E. coli ou da enzima TcMTH de T. cruzi, que
realizam a hidrélise de 8-oxo-dGTP a 8-o0xo-dGMP no pool de nucleotideos,
prevenindo a incorporacdo deste nucleotideo oxidado no DNA. Neste trabalho, nés
demonstramos que esses parasitos modificados multiplicam-se melhor em culturas
de macrdfagos. Essa maior capacidade de multiplicacdo ndo esta relacionada a
capacidade de infeccdo destes parasitos, visto que ambos, selvagens e
recombinantes, apresentam a mesma capacidade de invadir macréfagos. Tal
resultado nao foi surpreendente, uma vez que nao sSe esperava que a
superexpressao de enzimas de reparo influenciasse o processo de interacao
parasito-célula hospedeira. In vitro, essa diferenca na taxa de multiplicacdo dos
parasitos modificados foi evidente apds 48 horas de infec¢cdo, quando o processo de

replicacéo ja foi iniciado pelos parasitos, e tornou-se ainda maior apos 72 horas de
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infeccdo. Foi também a partir de 72 horas de infeccdo que foram detectadas formas
tripomastigotas liberadas no sobrenadante das culturas celulares. Esses parasitos
modificados, quando expostos a diferentes fontes de estresse oxidativo (H202 e
peroxinitrito) foram capazes de prevenir a incorporacdo da 8-oxo-dGTP em seu
DNA. Estudos realizados com células cancerosas também mostraram que essas
células, através da atividade da enzima MTH1, analoga da TcMTH de T. cruzi,
também inibem a incorporacdo de nucleotideos oxidados (GAD et al., 2014). Além
de crescerem melhor em macréfagos, os parasitos modificados também se
multiplicam melhor in vivo, em infec¢ges com camundongos C57BL/6 WT e Suigos.
A hidrdlise da 8-oxodGTP pode ser um fator responsavel por prevenir lesées no
DNA, o que explicaria a maior capacidade replicativa observada nos parasitos com
atividade 8-oxo-dGTPase aumentada. Essa melhor capacidade de infeccdo dos
parasitos modificados, resistentes ao estresse oxidativo, evidencia a importancia das
ROS para o controle do T. cruzi.

De fato, varios trabalhos foram publicados associando a morte dos
parasitos a producdo de ROS. Pesquisadores demonstraram que a habilidade de
macrofagos ativados de controlar o crescimento de T. cruzi in vitro (NOGUEIRA,;
COHN, 1978; REED et al., 1987) e in vivo (NATHAN et al.,, 1979) devia-se a
producdo de H202. A importancia do mecanismo de explosdo respiratéria na
eliminagcdo dos parasitos intracelulares também foi evidenciada utilizando-se
macréfagos tratados com PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), que s&o
incapazes de liberar ROS quando reestimulados. Nessas células, o tratamento
prévio com PMA contribui para o crescimento do T. cruzi (MURRAY, 1982). Além
disso, evidéncias recentes mostram que o peroxinitrito, produto de reacdes do Oxido

nitrico com ROS, é um mediador da morte desse parasito (ALVAREZ et al., 2011).
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Entretanto, a necessidade absoluta das ROS no processo de combate ao
parasito foi contestada por estudos que demonstraram que as células utilizam
diferentes mecanismos independentes de ROS para eliminar o T. cruzi (MCCABE;
MULLINS, 1990; MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ; FRESNO, 1992). E bem
estabelecido que a infeccdo por T. cruzi induz a producdo de NO em macréfagos
estimulados com IFN-¥ (GAZZINELLI et al, 1992; MUNOZ-FERNANDEZ,
FERNANDEZ; FRESNO, 1992) e que essa producdo exerce um papel importante na
eliminacdo do parasito. Dada a diferenca observada no crescimento intracelular dos
parasitos modificados, avaliamos se estes parasitos poderiam modular de forma
diferencial a producdo de NO pelos macréfagos. Assim como previamente
publicado, a infeccdo de macrofagos ndo estimulados com diferentes populagdes de
parasitos nao resultou na inducdo da producdo de NO (BERGERON; OLIVIER,
2006).

Esses dados mostram que os parasitos modificados, que apresentam
atividade 8-oxo-dGTPase aumentada, ndo tém capacidade de modular a producao
de NO em macroéfagos, mas mostram-se mais aptos a sobreviver porque incorporam
menos guanina oxidada em seu DNA. Avaliamos entdo se outros mecanismos
estariam envolvidos no aumento da resisténcia desses parasitos, investigando a
expressdo de enzimas da rede antioxidante e a sua resisténcia a oxidagdo. Uma vez
gue as ROS possuem um papel importante na eliminacdo dos parasitos avaliamos
também qual seria a resposta desses parasitos ao tratamento com H202, em relacéo
a producdo de enzimas antioxidantes. Nossos resultados mostram que 0s parasitos
TcMTH e EcMutT apresentaram aumento na atividade de suas enzimas
antioxidantes e aumento nos niveis das enzimas antioxidantes CPX e MPX, em

comparacdo ao parasito TCWT. Essas enzimas tém capacidade de detoxificar
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ONOO?®, H20:2 e hidroperdxidos organicos de cadeia curta (PIACENZA et al., 2013;
TRUJILLO et al., 2004). Os niveis da enzima CPX nos parasitos EcCMutT foram trés
vezes mais altos do que os niveis observados nos parasitos TcCWT. O tratamento de
ambos os parasitos com H202 ndo provocou alteragdes nos niveis desta enzima. Por
sua vez, os niveis da enzima MPX foram alterados tanto nos parasitos TCROCK
quanto TcMTH apds o tratamento oxidativo, sendo maiores nos parasitos TCMTH.
Além dessas enzimas, o T. cruzi possui quatro enzimas ferro-superéxido dismutases
(FeSODs) responsaveis pela eliminacao do radical O2°*~, que é dismutado em H20: e
oxigénio molecular (MATEO et al., 2008). Nao foram observadas diferencas nos
niveis da enzima SODB citosolica entre os parasitos selvagens e modificados. Além
disso, os niveis desta enzima ndo foram alterados apds o tratamento oxidativo com
H202, possivelmente porque esta enzima ndo esta envolvida na detoxificacdo do
H202. A enzima citosolica SODB é particularmente resistente a inativacdo por
peroxinitrito, sugerindo que ela participe principalmente como uma enzima da defesa
antioxidante, enquanto que a enzima mitocondrial SODA atua como um sensor de
estresse oxidativo, participando do processo de sinalizacdo redox mediado por O2°"
(PIACENZA et al., 2013; PROLO; ALVAREZ; RADI, 2014). Alguns trabalhos
demonstraram que os niveis de CPX, MPX e SODA mitocondrial s&o aumentados
em formas infectivas do parasito (ATWOOD, Il et al., 2005; PARODI-TALICE et al.,
2007; PIACENZA et al., 2009b). A relacdo destas enzimas com a capacidade
infectiva do parasito poderia explicar porque MPX e CPX estdo aumentadas nos
parasitos modificados, indicando que a expressao de EcMutT ou TcMTH poderia
influenciar a expressdo de enzimas antioxidantes do parasito. Dessa forma, a maior
capacidade replicativa dos parasitos modificados além de ser explicada por sua

melhor capacidade de reparo ao dano oxidativo no DNA, também pode ser explicada
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pela habilidade desses parasitos em modular diferencialmente as vias de enzimas
antioxidantes, mesmo quando ndo sao expostos ao H20x.

Por enquanto, os resultados discutidos neste trabalho reforcam a ideia
tradicional de que as ROS constituem um risco para o T. cruzi, uma vez que
parasitos modificados apresentam maior capacidade replicativa, provavelmente
devido a sua melhor capacidade de lidarem com condicBes de estresse oxidativo.
Dessa forma, esperava-se que com a remoc¢ao da NADPH oxidase de macrofagos,
uma enzima crucial para a producdo de ROS, os parasitos apresentassem melhor
capacidade de crescimento. Entretanto, macrofagos de camundongos Phox KO
infectados com a cepa CL Brener de T. cruzi apresentaram parasitismo reduzido
guando comparados a macréfagos de animais C57BL/6 WT. Essa diferenca nédo
esta relacionada a capacidade de internalizacdo dos parasitos, uma vez que ambos
0s macréfagos apresentam a mesma capacidade de captacdo de parasitos. Isso foi
demonstrado pela contagem de parasitos no citoplasma das células ap6s duas
horas de infeccdo, quando diferencas no indice de infeccdo entre os macréfagos
Phox KO e C57BL6/WT néo foram observadas. Recentemente foi demonstrado que
a deficiéncia da enzima Nox2 em camundongos nocautes para a subunidade p47Phox
da NADPH oxidase também nao interfere com o processo de internalizacdo dos
parasitos (DHIMAN; GARG, 2014). Macrofagos de camundongos Phox KO
infectados com a cepa Y de T. cruzi também apresentaram parasitismo reduzido
apos 48 de infeccdo. A contagem de parasitos no sobrenadante das culturas
infectadas mostrou que em macréfagos Phox KO o namero de parasitos se mantem
baixo tanto na infeccdo com a cepa CL Brener, quanto com a cepa Y de T. cruzi.

Esses resultados corroboram resultados obtidos anteriormente, em um trabalho que
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defende a ideia de que as ROS séo, na verdade, necessarias para o crescimento do
T. cruzi (PAIVA et al., 2012).

Entretanto, experimentos realizados com um clone de macréfagos da
linhagem J774, que perderam a capacidade de produzir ROS, demonstraram que 0
T. cruzi se multiplica melhor nessa linhagem celular modificada (TANAKA;
TANOWITZ; BLOOM, 1983). Além disso, um trabalho publicado recentemente com a
cepa Sylvio X10/4 mostrou que a deficiéncia da enzima Nox2 em camundongos
nocautes para a subunidade p47P"* da NADPH oxidase nao resulta em diferencas
no numero de parasitos liberados de macrofagos infectados (DHIMAN; GARG,
2014). Essa diferenca pode estar relacionada a cepa de T. cruzi utilizada ou até
mesmo aos niveis de ROS detectados em macrofagos apos a infeccdo com o
parasito. Nossos resultados mostram que tanto a infeccdo por T. cruzi quanto o
tratamento de macrofagos com zimozam, ndo induzem alteracbes nos niveis de
ROS detectados em macréfagos Phox KO, que permanecem inalterados e proximos
aos niveis basais observados em macréfagos nao infectados. Dhiman e Garg, por
sua vez, mostram que os niveis de ROS detectados em células de camundongos
nocautes sao reduzidos se comparados aqueles produzidos por células selvagens,
mas permanecem significativamente altos se comparados aos niveis basais de
producédo de células néo infectadas (DHIMAN; GARG, 2014).

Para tentar explicar as diferencas observadas nos niveis de infeccéo
entre macrofagos Phox KO e C57BL/6 WT, a producdo de NO por essas células foi
avaliada. A infeccado por T. cruzi por si, ndo desencadeou a producdo de NO em
nenhum dos macréfagos. Entretanto, ambos os macrofagos, quanto estimulados
com IFN-y¥ e LPS apresentaram niveis aumentados de nitrito no sobrenadante. Essa

producdo de nitrito foi potencializada quando ambos os macréfagos estimulados



70

foram infectados com T. cruzi. Resultados obtidos com macréfagos de linhagem
J774 também mostraram que macréfagos estimulados com IFN-¥ produzem NO e
gue essa producdo torna-se maior apos a infeccdo com o parasito (BERGERON;
OLIVIER, 2006). In vivo, animais Phox KO apresentam niveis elevados de nitrito e
nitrato no soro quando comparados a camundongos C57BL/6 WT (SANTIAGO et al.,
2012). Entretanto, in vitro, a modulacdo da producdo de NO por macrofagos Phox
KO e C57BL/6 WT nao explica as diferencas observadas na capacidade infectiva
nessas células.

Talvez a replicacdo reduzida nos macréfagos Phox KO pudesse ser
explicada pela existéncia de algum defeito envolvendo outros aspectos da
maquinaria dessas células. Entretanto, o tratamento de macréfagos C57BL/6 WT
com apocinina, produz o mesmo efeito, reduzindo a proliferacdo tanto de parasitos
da cepa Y, quanto da cepa CL Brener de T. cruzi. Esses resultados sugerem entéo
que existe um sinal, proveniente de produtos primarios ou secundarios da NADPH
oxidase, necessario para a multiplicagdo do parasito. A remocao do O2°*" (produto
direto a NADPH oxidase) pela SOD ou do H20:2 pela catalase, ou do estresse
oxidativo de forma geral pela adicdo de NAC a macréfagos C57BL/6 WT, também
resulta na inibicdo do crescimento dos parasitos, de maneira comparavel a
observada em macréfagos Phox KO. O tratamento com essas moléculas reduziu a
proliferacdo tanto de parasitos da cepa Y, quanto da cepa CL Brener de T. cruzi. Em
parasitos da cepa CL Brener, essa inibicdo foi ainda mais evidente em ensaios
experimentais realizados com a populacdo TcMTH, que apresenta maior capacidade
de replicagdo, uma vez que lida melhor com o estresse oxidativo. Estes dados
indicam que os parasitos precisam de um sinal proveniente do macréfago

hospedeiro para se multiplicarem efetivamente em seu interior. Nossos resultados
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sugerem gue 0s parasitos precisam de baixas concentracdes de ROS, que atuariam
como moléculas sinalizadoras, contribuindo para seu crescimento no interior das
células.

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de parasitemia
de camundongos Phox KO e C57BL/6 WT. Isso poderia ser explicado pelo fato de
gue as ROS sao moléculas importantes para eventos de sinalizacdo em macrofagos,
mas ndo em outros tipos celulares, como por exemplo, fibroblastos (PAIVA et al.,
2012). Estes dados contrastam com trabalhos que relatam aumento na parasitemia
de camundongos tratados com apocinina e infectados com a cepa Sylvio X10/4 de
T. cruzi (DHIMAN; GARG, 2011) e aumento na parasitemia de camundongos Phox
KO infectados com a cepa Y (PAIVA et al., 2012) e com a cepa Sylvio X10/4 de T.
cruzi (DHIMAN; GARG, 2014). Entretanto, nossos resultados de infec¢do in vivo
utilizando a cepa CL Brener de T. cruzi corroboram o trabalho publicado previamente
pelo nosso grupo com a cepa Y desse parasito (SANTIAGO et al.,, 2012). Nao
sabemos explicar ao certo os resultados contraditorios obtidos com animais tratados
com apocinina e animais Phox KO, mas é possivel que a apocinina iniba outros
mecanismos oxidativos independentes da Nox2. In vitro, a apocinina também tem
demonstrado ter um efeito oxidativo (CASTOR; LOCATELLI; XIMENES, 2010).
Entretanto, nossos resultados in vitro demonstram que a apocinina possui efeito
consistente com a inibicdo da NOX2.

A producéo desregulada de ROS, frequentemente tem sido relacionada a
patogénese de diversas doencas, como cancer (GHOTI et al., 2007; ZHOU et al.,
2010), obesidade (JIANG et al., 2011; LIU et al., 2012), diabetes (BAYNES, 1991,
DOR; GLASER, 2013; TALCHAI et al., 2012; WOLFF, 1993), aterosclerose (QIAO et

al., 2009; TAVAKOLI; ASMIS, 2012) e doencas cardiovasculares (SINGAL et al.,



72

2000). Por outro lado, em células eucarioticas superiores, as ROS também tém sido
caracterizadas como importantes fontes de sinalizacdo celular, atuando tanto no
crescimento quanto na diferenciacdo das células (DROGE, 2002; RHEE, 2006;
SARSOUR et al., 2009). O aumento regulado na producgé&o de radicais livres em um
desequilibrio temporério representa a base fisiologica da regulacéo redox (FREIN et
al., 2005) e neste caso, as ROS podem agir como segundos mensageiros na via
intracelular de transducéo de sinais (DROGE, 2002; RUDOLPH; FREEMAN, 2009;
TRACHOOTHAM et al., 2008).

Além do seu papel na eliminacdo dos parasitos, estudos mais recentes
tém demonstrado que as ROS também podem participar de eventos de crescimento
e sinalizacdo em patégenos (FINZI et al., 2004; FRATERNALE et al., 2009;
OBERLEY-DEEGAN et al., 2010; TUNG; HSIEH; YANG, 2010; VLAHOS et al.,
2011). Estudos realizados com Leishmania amazonensis demonstraram que em
condi¢cbes de baixa disponibilidade de ferro, promastigotas ativam a expressao do
transportador de ferro LIT1 e aumentam a captacdo de ferro, condicdo necessaria
para o processo de diferenciacéo. Este aumento na expressao de LIT1 induzido pela
diminuicdo da disponibilidade de ferro resulta em um aumento na atividade da
enzima FeSOD, que ativa a conversao de O2*" em H202, que atua como molécula
sinalizadora fundamental para a diferenciacdo de promastigotas em amastigotas
infectivas (MITTRA et al., 2013). Parasitos L. chagasi, incubados previamente com
doses sub-letais de menadiona (gerador de 02*7) e H202, posteriormente
apresentam uma resposta mais efetiva ao estresse oxidativo, se tornando mais
resistentes aos efeitos toxicos do H202 e mais virulentos em camundongos BALB/c
(WILSON; ANDERSEN; BRITIGAN, 1994). Corroborando esses resultados, um

trabalho realizado com L. amazonensis demonstrou que a inibicdo da producédo de
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ROS pelo tratamento com o antioxidante NAC reduziu a carga parasitaria da pata e
de linfonodos de camundongos BALB/c infectados. Os autores, entretanto,
associaram a morte dos parasitos com o aumento dos niveis de GSH, que poderiam
induzir a producdo de NO em macrofagos, culminando com a morte dos parasitos. In
vitro, o tratamento com NAC nao resultou em alteracdes no crescimento de
promastigotas ou de amastigotas em macrofagos (MONTEIRO et al., 2008).

Assim como nds, alguns autores também tem sugerido que 0 estresse
oxidativo é importante para a proliferacdo do T. cruzi (NOGUEIRA et al., 2011,
PAIVA et al.,, 2012). Estudos mostraram que parasitos submetidos a baixas
concentragcdes de H202 desenvolvem uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo
causado pelas células hospedeiras, 0 que resulta na preservacdo da integridade de
seu conteudo genético e aumento de sua capacidade replicativa sob condi¢cdes de
estresse (AGUIAR et al., 2013). Em epimastigotas de T. cruzi, o tratamento com
baixas concentracdes de H20:2 estimulou a proliferacdo dos parasitos, induzindo um
aumento nos niveis da enzima antioxidante CPX, preparando o parasito para lidar
melhor com o estresse oxidativo encontrado posteriormente (FINZI et al., 2004).
Esse mesmo trabalho mostrou que parasitos previamente tratados com uma dose
subletal de H202 tornam-se mais resistentes a um tratamento posterior com doses
maiores deste oxidante (FINZI et al., 2004). Pesquisadores demonstraram
anteriormente que o grupo heme é capaz de induzir a proliferacdo de epimastigotas
in vitro de maneira dose-dependente (LARA et al., 2007) e que esse crescimento é
associado com a atividade da cinase dependente de calcio/calmodulina Il (CaMKIl)
(SOUZA et al., 2009). Posteriormente, esse mesmo grupo demonstrou que 0 grupo
heme induz uma condicdo de estresse oxidativo transitoria que estimula o

crescimento de epimastigotas de T. cruzi em um mecanismo dependente de CaMKII
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(NOGUEIRA et al., 2011). Paiva e colaboradores demonstraram que 0 estresse
oxidativo gerado em resposta a infeccdo com a cepa Y de T. cruzi contribui para a
manutencdo da alta carga parasitaria em macréfagos (PAIVA et al., 2012). Além
disso, o tratamento com antioxidantes inibiu a proliferacdo de epimastigotas de T.
cruzi in vitro (NOGUEIRA et al., 2011) e reduziu os niveis de parasitemia e
mortalidade em camundongos BALB/c (GUEVARA et al., 2000). Recentemente foi
publicado que o tratamento com antioxidantes realmente inibe a proliferacdo de
epimastigotas in vitro mas estimula o processo de metaciclogénese no T. cruzi. O
tratamento com os antioxidantes GSH, NAC e urato induziu um aumentou no
namero de formas tripomastigotas e reduziu a quantidade de epimastigotas em
experimentos realizados in vitro e in vivo utilizando-se triatomineos. Por sua vez, o
tratamento com os oxidantes H202 e paraquat (gerador de O2°*") induziu aumento na
proliferacdo de formas epimastigotas (NOGUEIRA et al., 2015). Em conjunto, esses
dados reforcam a hipGtese de que um sinal oxidante € necesséario para o
crescimento dos parasitos.

E pouco provavel que o O2* seja a espécie reativa de oxigénio
responsavel pelos eventos de sinalizacdo em T. cruzi, devido a sua nhatureza
anibnica e capacidade restrita de atravessar membranas, o que dificultaria a
exposicdo do parasito a essa molécula. Por outro lado, o H202 € um oxidante com
alta capacidade de difusdo. Neste trabalho, mostramos que o parasitismo pode ser
recuperado quando macrofagos Phox KO ou macréfagos tratados com antioxidantes
sdo submetidos ao tratamento com H202 antes da infeccdo. O tratamento dos
parasitos com H202 antes da infeccdo também induziu a recuperacéo da capacidade
replicativa em células deficientes na producdo de ROS. Outra evidéncia de que o

H20:2 poderia ser o sinal responsavel pela replicacdo do parasito é que o tratamento
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de macrofagos com catalase, uma enzima antioxidante que promove a detoxificacao
do H202, também resultou na reducdo do parasitismo. Em conjunto, esses
resultados indicam que o H202 pode ser o sinal responsavel pela replicacdo do T.
cruzi em macroéfagos.

Nas décadas de 70 e 80, o parasito T. cruzi era considerado um
organismo particularmente susceptivel a acdo de moléculas oxidantes, como O2°",
H202 e *OH, devido a auséncia da enzima catalase e do pouco conhecimento
relacionado as defesas antioxidantes dos tripanosomatideos (DOCAMPO,;
MORENO, 1984).

Em contraste com todos o0s outros eucariotos, o0s tripanosomatideos néao
possuem a enzima catalase (exceto Crythidia fasciculata) e acreditava-se que as
glutationa peroxidases também eram ausentes. Entretanto, posteriormente foram
identificadas cinco peroxidases neste parasito, demonstrando que o T. cruzi possui
um sistema bastante complexo e efetivo para lidar com o estresse oxidativo, em
contraste com os relatos anteriores (BOIANI et al., 2010). O sistema antioxidante do
T. cruzi constitui um mecanismo de defesa importante para o parasito lidar com as
ROS produzidas durante a infec¢do por células como macréfagos e cardiomidcitos,
além de auxiliar na correcdo de danos provenientes do estresse oxidativo. A
presenca de catalase neste parasito poderia, por sua vez, prejudicar o sinal para
resisténcia ao dano oxidativo, uma vez que potencializaria o efeito das peroxidases
na remocao do H20x2.

Modulacdes na expressdo da enzima catalase tém sido descritas para
células cancerosas. Alguns pesquisadores tém demonstrado que células de
melanoma apresentam alteracfes no sistema antioxidante quando comparadas a

melandécitos normais (MEYSKENS, Jr. et al., 2001; PICARDO et al., 1996). Essas
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células apresentaram niveis de atividade aumentados da enzima SOD e reducédo na
atividade da enzima catalase, sugerindo a presenca constante de estresse oxidativo
em melanomas (PICARDO et al., 1996). Diferencas nos niveis de O2°*~ e H202 entre
melandécitos normais e células de melanoma também foram relatadas. A producéo
de O2*" em células de melanoma aumenta aproximadamente quatro vezes em
comparacdo ao melandcitos, enquanto que a producdo de H202 € 43% menor
(MEYSKENS, Jr. et al., 2001). A superexpressao de catalase em um modelo murino
de cancer de mama diminui consideravelmente o carater invasivo do tumor e
também a severidade de metastases. Uma explicacdo plausivel para o efeito
protetor da superexpressao de catalase neste modelo poderia ser o cancelamento
de uma sinalizacdo dependente de ROS necessaria para a aquisicdo de um
comportamento invasivo pelo tumor. As ROS geradas a partir de H202, em
concentracfes subletais, poderiam atuar como um segundo mensageiro intracelular,
aumentando a transcricdo de diversos genes que induzem a proliferagdo de tumores
(GOH et al., 2011). Com o crescimento do tumor, as células tumorais encontram
microambientes adversos, com baixas taxas de oxigenacédo (hip6xia), por exemplo.
A resisténcia do tumor a hipoxia ocorre através da sinalizacéo redox mitocondrial e
esta diretamente relacionada a invasividade do mesmo. A producdo de O2°*" pelo
complexo mitocondrial Il aumenta sob condicGes de baixa oxigenacdo. O O2°*" é
rapidamente convertido a H202 pela SODA mitocondrial. O H202 atravessa
facilmente as membranas celulares e pode atuar como um sinalizador da
mitocondria para o citoplasma e espaco extracelular, afetando outros tipos de
células. Aléem disso, o H202 estabiliza o fator de transcricdo induzido por hipoxia
HIF1-alfa, que leva a transcricdo de genes que promovem o crescimento do tumor

nestas condicbes inospitas. Células tumorais que superexpressam catalase sao
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menos adaptadas a crescer em condi¢cdes de hipdxia. A superexpressao da catalase
atenua os efeitos do H202, diminuindo a adaptagdo das células cancerosas aos
ambientes de baixa oxigenacdo (ENNS; LADIGES, 2012). Em conjunto, esses
resultados podem sugerir que, devido ao aumento na producao de O2°*" a expressao
de SOD seja maior em células tumorais. A reducdo dos niveis de H202 nessas
células poderia ser explicada pelo fato de que este oxidante estaria sendo removido
através de outros sistemas ou enzimas. Poderiamos inclusive sugerir que as ceélulas
tumorais diminuem a expressao da catalase para evitar a dismutacdo do H202, que
poderia entdo ser metabolizado por outras enzimas que produzem metabdlitos
secundarios que sinalizam a presenca de estresse oxidativo para outros sistemas. A
dismutacdo do H202 pela catalase gera H20 e Oz, que ndo funcionam como
moléculas sinalizadoras.

Como dito anteriormente, o T. cruzi ndo possui a enzima catalase e
nossos dados sugerem que o H202 € uma molécula sinalizadora importante para a
replicacdo deste parasito em macrofagos. Nao se sabe ao certo porque o T. cruzi
suprimiu a catalase, mas especulamos que essa enzima poderia ser prejudicial para
a sinalizacdo por H202, envolvida no processo de multiplicacdo deste parasito. Além
disso, assim como a célula cancerosa, o parasito pode ter suprimido a enzima
catalase, por viver em um ambiente de estresse oxidativo e precisar da participacao
de enzimas antioxidantes que sinalizem para as outras vias que ha uma situacdo de
estresse.

Neste trabalho, mostramos que a superexpressao da enzima catalase de
E. coli torna o parasito T. cruzi mais resistente, uma vez que sua multiplicacdo em
macréfagos C57BL/6 WT é aumentada. Entretanto, esse parasito, EcCat, nao

apresenta a mesma capacidade de adaptacdo ao estresse oxidativo observada nos
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parasitos TCWT e TcMTH. Quando comparamos o crescimento dos parasitos EcCat
e TcWT tratados com H202 em macrofagos Phox KO, observamos que o fendmeno
de sinalizacdo € mais forte em parasitos TcCWT, que aumentam o dobro de vezes
seu crescimento em relacédo ao parasito EcCat. EcCat € um parasito resistente, mas
gue sofre menos adaptacdo ao estresse oxidativo. O crescimento de EcCat em
macrofagos tratados com o antioxidante catalase ndo foi afetado, como o
crescimento dos parasitos TCWT e TcMTH. Isso reforca nossa hipétese de que o
parasito superexpressor da catalase diminui sua capacidade de adaptacdo as
condicBes de estresse oxidativo, ndo sendo portanto, um parasito sinalizador. Além
disso, resultados obtidos por outros pesquisadores do nosso grupo e que ainda nao
foram publicados, mostram que pré-tratamento de epimastigotas do parasito EcCat
com H202 ndo aumenta sua resisténcia, mas aumenta a resisténcia dos parasitos
TcWT e TcMTH.

O mecanismo exato pelo qual a baixa producéo de oxidantes potencializa
a infeccdo pelo T. cruzi permanece ainda por ser elucidado. Uma possibilidade é que
as ROS poderiam promover a formacao excessiva de 8-oxo-dGTP, que poderia ser
hidrolisado pela enzima MutT, resultando na forma monofosfato 8-oxo-dGMP. Esta
molécula poderia agir como um segundo mensageiro celular, indicando a presenca
de estresse oxidativo e preparando o parasito para lidar melhor com essa situagao.
A participagdo da via de reparo da 8-0xoG em eventos de sinalizag&do celular foi
descrita por Boldogh et al em células de mamiferos (BOLDOGH et al., 2012). Neste
estudo foi demonstrado que a 8-oxoG removida do DNA pela enzima OGG1, liga-se
novamente a essa enzima com alta afinidade, em um sitio distinto do substrato. O
complexo OGG1-8-o0xoG interage com enzima GTPase Ras, capacitando-a a ativar

diversas vias de sinalizacdo, incluindo aquelas que modulam a expressdo de
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enzimas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo. Neste caso, além de
participar da via de reparo da 8-oxoG, a OGG1l também atua em processos de
sinalizacdo celular, modulando a expressdo de enzimas que previnem a
incorporagao de 8-o0xoG no DNA, como a MTH1 (BOLDOGH et al., 2012).

Como discutido, os resultados encontrados na literatura sobre o papel das
ROS na infeccdo por T. cruzi sdo bastante contraditérios (PAIVA; BOZZA, 2014).
Portanto, neste estudo, nds tentamos esclarecer a importancia das ROS na infeccéo
por esse parasito. Nossos resultados mostraram que parasitos modificados, mais
resistentes as ROS, multiplicam-se melhor em macréfagos, mas que essa
proliferacéo € significativamente reduzida quando a producdo de ROS ¢é inibida na
célula hospedeira. Uma possivel explicacdo seria o fato de que os parasitos
precisam de niveis minimos de ROS, que poderiam atuar como um sinal para sua
replicacdo. Altos niveis de ROS, no entanto, sdo deletérios para o parasito,
induzindo, por exemplo, danos em seu DNA. Nesse sentido, parasitos
superexpressores de enzimas com atividade 8-oxo-GTPase poderiam ser
sensibilizados e receber melhor o sinal da célula hospedeira para se multiplicarem e
ao mesmo tempo, poderiam escapar melhor dos efeitos negativos induzidos por
ROS, diminuindo a ocorréncia de quebras na dupla fita de DNA e consequentemente
minimizando lesdes letais, aumentando sua capacidade replicativa.

Nossos resultados nos permitem especular que a maioria das
tripomastigotas, ao infectar tecidos humanos, seriam eliminadas por altas
concentracbes de ROS. Entretanto, as poucas tripomastigotas que encontram
baixas concentracdes de oxidantes poderiam se tornar mais virulentas gracas a essa
exposicdo. Dessa forma, o estresse oxidativo desencadeado no hospedeiro

vertebrado poderia contribuir para uma fase essencial do desenvolvimento do
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parasito, tornando-o mais virulento e o preparando melhor para o estabelecimento

da infeccéao.
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