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RESUMO

O receptor aril-hidrocarbono (AhR) é uma proteina caracterizada como um fator
de transcricéo, ativado por ligante, que tem sido descrito como um potencial alvo para
intervencdes terapéuticas. Frente a infeccdo por Toxoplasma gondii e Plasmodium
berghei ANKA a auséncia de AhR resulta em disfungdo do sistema nervoso central.
Entretanto, o papel de AhR na infec¢do por Trypanosoma cruzi ainda ndo tem sido bem
explorado. T. cruzi é o protozodario parasita causador da doenca de Chagas, que é uma
importante doenca negligenciada. Demonstramos neste trabalho que a expressédo de
mMRNA de AhR é regulada positivamente no coracao e no bago durante a infeccéo por T.
cruzi, e a deficiéncia desse receptor resulta em aumento da resisténcia contra a infeccéo,
antecipacdo da resposta imune e redugdo da inflamagéo no coragdo. A resisténcia dos
macrofagos deficientes de AhR esta provavelmente associada com a producgdo reduzida
das espécies reativas de oxigénio (ROS) que resulta na inabilidade do parasita de se
multiplicar in vitro. Contudo, é provavel que in vivo essa resisténcia esteja relacionada
com o aumento da geracdo de ROS e da producdo de citocinas inflamatérias, mas nao
com o aumento de oxido nitrico. Esta é, para 0 nosso conhecimento, uma demonstracdo
sobre o0 papel de AhR na resposta imune e producdo de ROS durante a infecgédo

experimental por T. cruzi.



ABSTRACT

Aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a known ligand-activated transcription
factor which has been described as a potential target for therapeutic interventions. Upon
Toxoplasma gondii and Plasmodium berghei ANKA infection, the absence AhR results
in central nervous system dysfunction. However, the role of AhR in T. cruzi infection
has not been well explored. T. cruzi is a protozoan parasite that causes Chagas disease,
an important neglected illness. Herein, we demonstrated that AhR mRNA is modulated
during T. cruzi infection in spleen and its deficiency results in higher resistance, an
anticipate immune response and in lower heart inflammation. The greater control of the
infection in AhR deficient mice is probably associated decreased levels of reactive
oxygen species (ROS) resulting in inability of parasite to growth into the macrophages
in vitro, but in vivo associates with increased inflammatory cytokines and ROS
production, but not with nitric oxide. This is, to our knowledge, a demonstration about
the role of AhR in the modulation of immune response and ROS production during the

experimental T. cruzi infection.



SUMARIO

CONSIDERACOES INICIAIS

INTRODUCAO

REVISAO DA LITERATURA

OBJETIVO

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS

DISCUSSAO

CONSIDERACOES FINAIS

CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO 1 — Ata da defesa

ANEXO I1 - Folha de aprovagéo

APENDICE - Artigo cientifico




CONSIDERACOES INICIAIS

“Sem a curiosidade que me move, que me
inquieta, que me insere na busca, ndo aprendo
nem ensino.”

Paulo Freire



Desde a descricao inicial da doenca de Chagas, que tem como agente etiolégico
0 protozoario Trypanosoma cruzi, substanciais avangos tém sido evidenciados na
elucidacdo dos relevantes componentes moleculares da resposta imune. Entretanto,
mesmo ap6s mais de 100 anos de estudos sobre esta doenca cerca de 7 a 8 milhdes de
pessoas estdo infectadas, os custos para tratamento dos individuos doentes séo altos, os
tratamentos existentes ainda ndo sdo satisfatorios, principalmente na fase cronica, a
doenca ainda é negligenciada e vérias questdes permanecem obscuras (WHO, 2014).
Sendo assim, nosso estudo relaciona-se com a linha de pesquisa basica, em imunologia
e pretende elucidar parte da via imunoldgica envolvida na resolugdo da infeccéo e
desenvolvimento de patologias com possibilidade de estender-se a pesquisa aplicada.
Desta forma, visamos colaborar com um melhor entendimento da doenga de Chagas, o
que posteriormente pode ajudar na elaboracdo de tratamentos das patologias
desenvolvidas nessa doenca ou até mesmo de medidas preventivas mais eficientes.

Este estudo foi realizado por meio do modelo experimental murino
(CETEA/CEUA UFMG 089/10) no Laboratério de Imunorregulacdo de Doencas
Infecciosas (LIDIN), Departamento de Bioquimica e Imunologia - Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) - Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os dados obtidos
durante o periodo de execucdo do projeto foram constantemente discutidos em

congressos por meio de apresentacdes orais e posters.
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INTRODUCAO

“.. aprender ndo é um ato findo. Aprender ¢
um exercicio constante de renovacdo.”

Paulo Freire
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Durante a infeccdo por Trypanosoma cruzi é essencial para o controle do
crescimento do parasita, e para 0 ndo desenvolvimento de patologia, que a homeostase
da resposta imune seja mantido. Para isso, uma imunidade inicial contra o parasita
rapidamente orquestrada é muito importante. Esse passo € critico para o estabelecimento
de um equilibrio da relacdo entre o patdégeno e o hospedeiro e permite, na maioria dos
casos, que a infeccdo progrida dessa fase inicial aguda para uma infeccdo latente com
consequente sobrevivéncia de ambos. Na fase crbnica da doenga a intensidade da
resposta imune efetora contra T. cruzi esta diretamente relacionada ao desenvolvimento
da miocardite chagasica tanto em modelos experimentais como em pacientes. Portanto,
o0 entendimento dos mecanismos de controle da resposta imune durante essa infeccéo é

de extrema importancia (Torrico et al., 1991; Silva et al., 1992; Aliberti et al., 1996).

O receptor aril-hidrocarbono (AhR) foi descrito como um dos receptores de
lipoxina (LXA)4, um eicosanoide anti-inflamatorio, e sua ativacdo resulta na indugéo do
supressor de sinalizacdo de citocina (SOCS) 2 em células dendriticas e producdo de
citocinas anti-inflamatérias durante a infeccdo por Toxoplasma gondii (Machado et al.,
2006). SOCS2 foi recentemente descrito como uma importante proteina para a fungéo
cardiaca durante a infeccdo por T. cruzi (Esper et al., 2012). Esses dados nos levaram a
hipdtese desse trabalho de que AhR exerce um papel biolégico no controle da resposta
imune contra T. cruzi e dessa forma modula a expressdo/funcdo de SOCS2. Como ainda
nédo se sabe se AhR induz SOCS2 ao longo desta infecgéo, justifica-se a realizacdo de
experimentos que compreendem técnicas in vivo, ex vivo e in vitro, para definir a

participacdo AhR durante a infeccdo por T. cruzi.
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REVISAO DA LITERATURA

Verbete

Autodidata — Ignorante por conta proépria.

Mario Quintana
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Recentemente um vasto nimero de trabalhos tém descrito diversos ligantes para
o receptor aril-hidrocarbono (AhR) e as diversas possibilidades de respostas fisioldgicas
que resultam da interagdo de cada um desses ligantes com esse receptor. Se pudéssemos
personificar o AhR diriamos que ele é extremamente social, e isso se deve ao fato dele
possuir uma ampla variedade de ligantes. Entretanto, na década de setenta, o que hoje é
conhecido como AhR, foi inicialmente associado apenas como um possivel receptor
para 2,3,7,8-Tetraclorodibenzodioxina (TCDD), que € um poluente altamente toxico
(Poland et al., 1974).

Dois anos depois 0 mesmo autor demonstrou, em células hepaticas, que TCDD
se ligava ao ainda desconhecido receptor. Essa ligacdo resultava na inducédo da atividade
da aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH ou CYP1A1l), e esta enzima provavelmente
ndo era o Unico produto induzido por meio dessa interacdo (Poland, Glover e Kende,
1976). Os estudos de Poland foram de extrema importancia, pois partiu deles as
primeiras ideias sobre a existéncia do receptor. Outro fato importante foi a sintese de
um ligante com caracteristicas de foto afinidade (2-azido-3-iodo-7,8-dibromadibenzo-p-
dioxin), que possibilitou que 0 AhR fosse isolado posteriormente (Poland et al., 1986).

Hoje sabemos que AhR é uma proteina composta por 848 aminoacidos, que pesa
cerca de 100 kilodaltons (kDa) e que atua como fator de transcricdo geralmente
dependente de ligante. Localiza-se no citoplasma e ap6s ser ativada pelo ligante é
translocada para o ntcleo. E expressa em todo o corpo, principalmente em barreiras de
entrada de patdgenos e poluentes tais como pele, pulmao e intestino. Essa localizagdo
permite que o receptor auxilie na identificacdo e sinalizacéo, para o sistema imune, da
presenca de fatores nocivos ao organismo, atuando, dessa forma, como um sensor
ambiental e possivel alvo terapéutico (Quintana, 2013). Andlises filogenéticas

demonstraram que AhR é uma proteina altamente conservada. Na escala evolutiva ela
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estd presente em todos os grupos viventes dos vertebrados em diante e hd a
possibilidade de haver homologia em invertebrados. (Hahn et al., 1997).

Grande parte do que foi descrito até o0 momento foi elucidado com a inducédo de
AhR por poluentes e ligantes exdgenos como: hidrocarbonos aromaticos policiclicos
(PAHES), bifenilas policloradas (PCBs) e hidrocarbonos aromaticos halogenados (HAH).
Muitos outros compostos quimicos tém relagdo com esse receptor, mas a maioria deles
atua fracamente como indutores se comparados ao TCDD. Isso se deve ao fato de que,
geralmente, os compostos halogenados séo os que possuem maior afinidade pelo AhR
(Stejskalova, Dvorak e Pavek, 2011).

Além dos ligantes exdgenos, sabe-se que AhR é suscetivel a inducdo por varios
compostos enddgenos ou ainda pode ser induzido até mesmo na auséncia de ligantes
(Denison et al., 2011; Quintana e Sherr, 2013). Um ligante endégeno que tenha grande
afinidade pelo receptor, tal como TCDD, ainda ndo foi identificado, por isso, AhR é
considerado um receptor 6rfdo. Trés fatores dificultam a identificacdo de ligantes
enddgenos: 1) o local e concentragdo do suposto composto, pois as quantidades
necessarias para ativar o receptor podem ser pequenas e a atuacdo pode ser muito
pontual; 2) a comprovacdo da ativacdo do receptor € feita, principalmente, pela
quantificagdo de CYP1Al. Entretanto, como CYP1A1 ndo tem um papel fisiologico em
muitos processos patoldgicos, ndo é de se esperar que todos os ligantes endogenos
liguem-se a AhR para induzir quantidades mensuraveis de CYP1ALl; 3) o ligante pode
ser um composto instavel o que dificulta a identificagdo como ligante ou metabolito.

Mesmo com estas limitacdes, varios ligantes ja foram identificados: curcumina;
carotenoides e flavandides (quercetina); indigo e idirubina (metabolitos do triptofano);
6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) (um fotoproduto da radiagdo U.V.); bilirubina e

biliverdina; prostaglandinas; lipoxina (LXA) As, 2-(1'H-indole-3"-carbonyl)-thiazole-4-
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carboxylic acid methyl ester 2-(1'H-indole-3'-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid
methyl ester (ITE) e outros compostos (Schaldach, Riby e Bjeldanes, 1999; Song et al.,
2002; Quintana, 2013). Por fim, na indugdo que ocorre na auséncia de ligante, essa
ativacdo pode ocorrer de maneira pos traducional ou pelo aumento das concentracfes de
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) que levam a translocacdo nuclear e indugéo
de genes alvos em células Hepalclc7 (Oesch-Bartlomowicz et al., 2005).

AhR encontra-se no citosol de diversas células como um complexo formado por
proteinas de choque térmico (HSP) 90, hepatitis B virus X-associated protein 2 (XAP2
ou ARA9 ou AIP) e a proteina quinase c-SRC. Quando o ligante entra em contato com
0 receptor ocorre uma mudanca conformacional. Dessa forma a HSP90 se dissocia do
complexo citosélico com consequente translocacdo do AhR para o nicleo, local onde
ocorre a heterodimerizacdo dele com o translocador nuclear (ARNT). O complexo
heterodimérico reconhece elementos responsivos a dioxina (DRE), que sdo sequéncias
nos promotores capazes de recrutar co-ativadores e induzir a transcri¢do de genes alvo
(Denison, Fisher e Whitlock, 1988b; a; Petrulis et al., 2003).

Alguns dos genes descritos como regulados por AhR sdo a cycloxygenase-2
(catalisa a conversdo de acido araquidbnico a prostaglandinas) (Martey et al., 2005); a
quimiocina CCL1 (quimiotaxia de monocitos) (N'diaye et al., 2006); a proteina
supressora de sinalizacdo de citocinas (SOCS) 2 (Boverhof et al., 2004; Machado et al.,
2006); a distrofina Dp71 (distrofia muscular Duchenne) (Bermudez De Ledn et al.,
2006); complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Q1P (Dong, Ma e Whitlock,
1997) e o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NrF2) (antioxidante em locais
com estresse oxidativo) (Marchand, Barouki e Garlatti, 2004).

O fenotipo observado em camundongos AhR knock-out (KO) e a inducdo de

AhR por TCDD permitiram elucidar algumas funcdes fisiolégicas de AhR como:
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deficiéncia reprodutiva (Fernandez-Salguero et al., 1995); desenvolvimento vascular
(Lahvis et al., 2000) e homeostase do sistema enddcrino (Nishimura et al., 2005). Ha
associacao da exposicdo de dioxinas com mudanga no numero e funcdo de linfécitos
(Neubert et al., 1993; Tonn et al., 1996). Ja foi descrito que em modelos murinos o
TCCD tem capacidade de alterar a resposta humoral dependente de células T, e dessa
forma, suprimir a produgéo de anticorpos (Vecchi et al., 1980) o que consequentemente
leva a reducdo de células T de memoria (Dooley e Holsapple, 1988). A ativacdo de AhR
pode inibir diretamente a ativacdo de células T e a sua subsequente diferenciacéo, o que
resulta na supressdo da proliferacdo de células T auxiliares e células B (Nohara et al.,
2005).

Quando ativado por TCDD, AhR pode induzir uma supressdo potente da
resposta imune adaptativa (Funatake et al., 2004) o que pode interferir na expresséo de
MHC de classe Il em algumas células apresentadoras de antigenos (APC) (Shepherd et
al., 2001) e até mesmo inibir a atividade de neutréfilos (Ackermann et al., 1989). Foi
sugerido também que a ativacdo de AhR por TCDD pode resultar na imunossupressao
em camundongos pela inducdo de células T reguladoras (Treg) (Funatake et al., 2005).
Entretanto, muitos autores tém sugerido que o efeito supressor de AhR ndo esteja
relacionado com a geracdo de células supressoras, mas que o receptor esteja ativando
células T efetoras de tal forma a chegar a inducé@o da apoptose delas, e principalmente,
que o TCDD, e néo outras dioxinas, tem um mecanismo de ac¢do que é independente de
AhR (Camacho, Nagarkatti e Nagarkatti, 2002; Singh, Nagarkatti e Nagarkatti, 2008;
Funatake et al., 2009). Outros estudos reforcaram essa ideia quando demonstraram a
importancia de AhR no desenvolvimento das células Th17. A diferenciacdo in vitro de
Th17 dependente de AhR foi demonstrada por (Veldhoen et al., 2008), quando com o

uso de um antagonista houve a diminui¢do da quantidade de células Th17 diferenciadas.
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Quando em contato com o agonista FICZ, a ativacdo de AhR levou ai aumento do
namero de células Th17 e a producdo de IL-17 de forma dose-dependente (Kimura et
al., 2008).

Dessa forma, o vasto nimero de ligantes, genes induzidos e funcdes fisiologicas
demonstram que AhR exerce diversas fungfes importantes. Por isso, devido ao
envolvimento com a resposta imune e com o carater de sensor ambiental e fisioldgico,
seu papel ao longo de vérias infeccbes vem sendo estudado. Durante a infeccéo
experimental por Listeria monocytogenes os camundongos AhR knockout s&o mais
susceptiveis a infeccdo do que os heterozigotos, frente a uma primeira infeccdo.
Entretanto, os animais knockouts ndo demonstraram diferenca na resisténcia adquirida a
infeccdo e nem na producdo de citocinas pelas células T. (Shi et al., 2007). Na
encefalomielite autoimune experimental (EAE), modelo experimental da
encafalomielite humana, AhR é capaz de regular a diferenciacdo de Treg e Thl7.
Quando o receptor € ativado por TCDD ha inducdo de células Treg que resultam na
supressdo da EAE. Entretanto, quando o receptor foi ativado por FICZ houve
interferéncia no desenvolvimento das células Treg e aumento na diferenciacdo das
células Th17 e, dessa forma, aumentou a severidade da doenca nos camundongos
(Quintana et al., 2008). Frente a infeccdo experimental por Leishmania major os
camundongos deficientes de AhR tiveram menor nimero de parasitas nas feridas da
pata quando comparados com os WT, Essa diferenca pode estar associada com um
aumento no inicio da infeccdo da citocina pro-inflamatoria TNF e com a reducdo de
células Treg nos camundongos AhR KO. (Elizondo et al., 2011). Na infecgédo
experimenal por Plasmodium berguei ANKA, os camundongos deficientes de AhR
tiveram aumento na parasitemia, mortalidade anterior a dos WT, aumento de IL-17 e

IL-6 no cérebro, aumento de IFN-y ¢ TNF no bago. Além disso, AhR também foi
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descrito com capacidade de controlar a expressdo de SOCS3 no cérebro (Brant et al.,
2014).

As proteinas da familia SOCS medeiam as prdprias acbes ligando-se aos
dominios intracelulares dos receptores de citocinas ou horménios, prevenindo a ligacdo
e ativagdo de elementos “downstream” a sinalizagdo (Alexander e Hilton, 2004).
Algumas proteinas SOCS também facilitam a degradacdo dependente de proteossoma
de fatores de transcricdo através da inducdo de ubiquitinacdo (Kile et al., 2002;
Alexander e Hilton, 2004), via poliubiquitinacdo catalisada pelo complexo
ElonginasBC/Culin-2 ligados ao dominio SOCS-box no carboxi-terminal das proteinas
SOCS. A familia de proteinas SOCS compreende oito elementos denominados CIS e
SOCS1 até SOCS7. SOCS1, SOCS2 e SOCS3 tém sido os membros mais estudados e
sdo associados com a supressdo de transducdo da sinalizacdo de citocinas pela inibigéo
da atividade da proteina Janus kinase (JAK). SOCS1 desempenha um papel importante
como um regulador negativo da sinalizacdo de IFN-y, enquanto SOCS3 tem uma fungéo
dual, uma vez que é capaz de inibir simultaneamente a cascata de sinalizacdo
desencadeada por citocinas proinflamatorias e anti-inflamatérias tais como 1L-6 e I1L-10
(Delgado-Ortega et al., 2013). Ja foi bem descrito que a familia SOCS tem regulacdo
cruzada e que SOCS2 pode influenciar a atividade de outras membros da familia, como
por exemplo SOCS1 e SOCS3 (Delgado-Ortega et al., 2013). SOCS2 ¢ induzido por
LXAs e ATLs e associa-se com TRAF2 e TRAF6, moléculas adaptadoras essenciais
para o desenvolvimento das respostas imune inata e adaptativa (Choi, 2005; Machado et
al., 2006). Na toxoplasmose experimental SOCS2 é o mediador essencial das agOes
anti-inflamatorias de LXAs pela ativagdo de AhR (Machado et al., 2006). Durante a

infeccdo experimental por T. cruzi foi demonstrada a provavel relagdo de LXAs com a



26

inducdo de SOCS2, mas a importancia de AhR, neste modelo, ainda é desconhecida
(Esper et al., 2012).

Com toda essa diversidade de atuacdo, podemos concluir que a inducdo de AhR
pode gerar diferentes respostas inflamatdrias, de forma célula e contexto especifico, e 0
entendimento da sua atuacdo em outras vias demonstra-se importante. Como citado
anteriormente, durante a infeccéo por T. gondii foi observado, em células dendriticas, o
envolvimento de AhR nessa infecgdo. No entanto durante a infeccdo por T. cruzi, 0
papel de AhR na inducdo de SOCS2, quando ativado por LXA4 ainda é desconhecido.
O unico estudo que envolve AhR e a infec¢do por T cruzi demonstrou que, tanto células
B primérias humanas quanto de camundongos, expostas a trans-sialidase do parasita in
vitro, tiveram a mucina CD45 da superficie celular modificada. Tal mudanca levou a
producgéo de IL-17 por meio de um programa transcricional independente dos fatores de
transcricdo AhR e RORyt (Bermejo et al., 2013). Entretanto, como em varias outras
células AhR pode estar envolvido com o feno6tipo imunolégico, é de extrema
importancia entender a atuacao deste receptor ao longo da doenga de Chagas.

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase Americana foi
descoberta e descrita em 1909 em um trabalho pioneiro do médico Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas (Chagas, 1909). A doenca tem como agente etioldgico o T. cruzi, um
hematozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastidae, a familia
Tripanosomatidae (Chagas, 1909). A espécie T. cruzi surgiu ha cerca de 150 milhdes de
anos, infectando, originalmente, mamiferos primitivos dispersos atraves da Laurasia e
Gondwana, regides que originaram o que hoje s@o as Américas do Norte e Sul,
respectivamente (Briones et al., 1999). O Homo sapiens € um hospedeiro
evolutivamente muito recente para o T. cruzi. Tal fato tem sido atestado através da

deteccdo de DNA do parasito em mumias com cerca de 9.000 anos encontradas no norte
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do Chile e sul do Peru (Aufderheide et al., 2004; Aradjo et al., 2009). Além de ser
encontrada principalmente na América Latina, a doenca de Chagas tem sido detectada,
nas Ultimas décadas, nos Estados Unidos da América, Canada, muitos paises europeus e
alguns paises do Pacifico Ocidental. Atualmente, estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas em todo 0 mundo estéo infectadas pelo parasita. 1sso ocorre devido ao fluxo
de migracdo da América Latina para o resto do mundo (WHO, 2014).

Assim como acontece em outras doencas tropicais negligenciadas, a pobreza
associa-se fortemente com a doenca de Chagas. Isso se deve ao fato de que muitos
individuos infectados sofrem por invalidez permanente e mortalidade precoce,
principalmente na faixa de idade mais produtiva da vida. Além disso, individuos da
zona rural tém dificuldade de acesso a servigos de saude, dificultando o diagndstico
precoce e tratamento da doenga, e mesmo quando possuem tratamento, muitas vezes,
ndo tém alimentagdo adequada comprometendo assim a recuperagdo e 0 retorno ao
trabalho. A manutencao das condicBes que relacionam a doenca e a pobreza contribuem
para a perpetuacdo de condigdes precérias de sobrevivéncia e subdesenvolvimento em
varios paises da América Latina (Franco-Paredes et al., 2007). Apesar de estarmos ha
mais de um seculo da descri¢do da doenca e do aumento da investigacdo cientifica na
area, a doenca de Chagas ainda representa um grave problema de sadde puablica na
America Latina e é reconhecida como uma das principais doencas tropicais
negligenciadas no mundo (WHO, 2014).

Com relagdo a transmissdo do parasito, sdo apontados atualmente trés tipos de
possiveis ciclos: o silvestre, envolvendo os triatominios e os mamiferos selvagens; o
domeéstico caracterizado pela presenca de triatominios no ambiente domiciliar capazes
de transmitir o T. cruzi de animais domésticos para humanos e entre humanos; e 0

peridoméstico, originado do ciclo silvestre e posteriormente mantido pelos triatominios
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e animais peridomiciliados. A juncdo dos trés ciclos é mantida por mamiferos
(camundongos, morcegos e gambas) e triatominios (Panstrongylus megistus, Triatoma
brasiliensis, T. sordida e T. pesudomaculata), infectados com T. cruzi ou por animais
domeésticos (cdes e gatos), infectados durante cagadas (Coura e Dias, 2009).

A presenca de triatominios infectados com T. cruzi, e potencialmente capazes de
transmitir o parasita para seres humanos, abrange uma vasta &rea geografica no
continente Americano, colocando milhGes de pessoas em risco de se infectarem. Os
triatomineos habitam usualmente em fendas de casas de madeira e/ou barro e tém
habitos noturnos, quando se alimentam de sangue (repasto sanguineo). A picada do
barbeiro geralmente ocorre em areas expostas do corpo e o individuo picado, por sua
vez, carrega acidentalmente as fezes do barbeiro infectado com T. cruzi para o local da
picada, para os olhos, para boca, ou para qualquer lugar na pele em que haja uma lesé&o.
A forma infectiva é a tripomastigota metaciclica (alongada com flagelo, o que facilita o
movimento) (Teixeira et al., 2006). Apo6s a infeccdo, as formas tripomastigotas
penetram em varios tipos de células do hospedeiro. Intracelularmente, os parasitas
escapam do vacuolo parasitoforo e diferenciam-se em formas amastigotas (forma
ovéide e sem flagelo), que se reproduzem assexuadamente por fissdo binaria no
citoplasma celular. Tal fato pode levar a degeneracdo e morte da célula hospedeira uma
vez que ha grande nimero e movimentacdo intensa dos tripomastigotas. Essas formas
flageladas séo liberadas no sangue, e no sistema linfatico, e s@o capazes de infectar
outras células do corpo, causando lesdes, principalmente, em tecidos musculares
cardiacos e lisos (Teixeira et al., 2006).

Os barbeiros no ato do repasto sanguineo ingerem os tripomastigotas do sangue, e
no estbmago do invertebrado, a forma tripomastigota comeca a adquirir aspectos

arredondados, alguns se tornando esferomastigotas (protozoario com longo flagelo
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colado ao corpo) e outros epimastigotas (protozoario com flagelo curto). Ao chegar ao
intestino, mais precisamente na porcdo média, 0s parasitas se tornam epimastigotas e se
multiplicam. Os epimastigotas migram entdo para o intestino posterior do inseto, se
diferenciando para a forma tripomastigota metaciclica, que é eliminada nas fezes e urina
durante o repasto sanguineo, que por sua vez pode penetrar através de feridas ou
mucosas no organismo do hospedeiro definitivo, recomecando assim o ciclo de
transmissdo da doenca de Chagas.

Existem também outras formas de transmissdo, além da vetorial, sendo elas: a
congénita; por transfusdo de sangue ou de 6rgdos; e por ingestdo oral. Essas ultimas tém
sido eleitas como de grande importancia epidemioldgica por levar a doenca para outros
paises ndo endémicos e por ser responsavel por surtos recentes de doenca aguda. Ha
ainda, em menor namero, as infeccBes que ocorrem por manuseio de animais e
acidentes laboratoriais. (Teston et al., 2013; WHO, 2014).

Vaérios paises da América Latina ainda ndo criaram programas sustentaveis de
vigilancia epidemiol6gica e controle da transmisséo vetorial de T. cruzi. Além disso, a
manutencdo do complexo ciclo silvestre de transmissao de T. cruzi constitui um imenso
reservatorio do parasita e representa uma constante ameaca para milhdes de individuos.
A selecdo adequada de doadores de sangue, a utilizacao de testes sensiveis de triagem e
a aplicacdo de um sistema de garantia de qualidade mantém a seguranca dos bancos de
sangue. A prevencéo da transfusdo sanguinea com protozoarios depende principalmente
da selecdo dos doadores. O uso de testes de diagnostico moleculares avangados, mais
precisos e sensiveis, tem reduzido grandemente o risco da aquisicdo da doenca de
Chagas transmitida pelo sangue infectado. No Brasil, a transmissdo oral representa um
importante problema de satde publica, principalmente na regido amazonica. Essa via de

transmissdo tem recebido maior atencdo apos um surto da doenca em Santa Catarina em
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2005, no qual cinco pessoas morreram apos a ingestdo de caldo de cana contaminado
com o parasita. Portanto, a manutencdo de sistemas sustentaveis de vigilancia
epidemioldgica e intervengdo em casos de surto é essencial para manter o controle da
doenca (Dias, Silveira e Schofield, 2002; Dias, 2007; Coura e Dias, 2009).

Muitos fatores limitantes, relacionados & complexa historia natural da doenca de
Chagas, tais como: as condic¢des precarias de sobrevivéncia de popula¢fes em risco de
infeccdo, o complexo ciclo de vida e a existéncia de mdaltiplos mecanismos de
transmissdo do parasita, a falta de vacina anti-T. cruzi, assim como a escassez ou
auséncia de sinais e sintomas caracteristicos na fase aguda, representam um grande
obstaculo a erradicacdo da doenca. Além disso, é importante ressaltar que as drogas
disponiveis para o tratamento de individuos infectados, nifurtimox e benzonidazol (BZ),
devem ser administradas por longos periodos de tempo, o0 que leva a graves efeitos
colaterais e eficacia apenas na fase aguda, e ocorre também a geracdo de tolerancia
(Punukollu et al., 2007; Tarleton, 2007). A acdo do BZ pode envolver ligagOes
covalentes e outros tipos de interacbes de intermediarios nitro redutores com
componentes do parasita ou até mesmo ligagdes ao DNA (Coura e Castro, 2002; Dias,
2009). Ha evidéncias que indicam que o nifurtimox e o0 BZ possuem mecanismo de a¢do
atraveés da formacéo de radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos. O radical nitro que
é formado pela da ag&o do farmaco BZ estaria envolvido com seu efeito tripanocida por
meio da formacdo de ligacGes covalentes com macromoléculas do T. cruzi, por
exemplo, DNA e citocromo P450. O BZ aumenta a fagocitose e lisa o T. cruzi atraves
de um mecanismo dependente de IFN-y, que inibe o crescimento do T. cruzi por meio
da acdo da enzima NADH-fumarato redutase (DIAS et al., 2009).

Estes medicamentos demonstram eficacia na cura da doenca apenas se

administrados imediatamente apos a infeccdo. O tratamento € indicado também para
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pessoas em que a infeccdo foi reativada, por exemplo, por imunossupressdo, para
criancas com infeccdo congénita e para pacientes durante o inicio da fase cronica
(WHO, 2014). Os medicamentos nifurtimox e benzonidazol, apresentaram entre 50-
70% de cura na fase aguda da doenca de Chagas, contrastando com valores menores que
20% na fase cronica da doenca (Becerra et al., 2012). Mesmo com todos os efeitos
colaterais que BZ acarreta aos pacientes, essa ainda é a droga indicada pelos médicos
como o farmaco “padrio ouro” (Mejia et al., 2012).

O diagnédstico da doenca deve ser apoiado pela clinica e epidemiologia e
confirmado pelo diagnostico laboratorial. O diagndstico clinico estd embasado com a
origem do paciente e possiveis sinais de entrada do parasita no organismo como, sinal
de Romané e/ou chagoma de inoculacdo, que algumas vezes vém acompanhados por
sinais clinicos como: taquicardia, adenopatia, hepatoesplenomegalia, febre irregular e
edema. Em conjunto, tais manifestagcdes sugerem a ocorréncia da fase aguda da doenca
de Chagas, mas a confirmagdo do diagnostico clinico deve ser feita por meio de
métodos laboratoriais. A fase aguda é caracterizada por uma alta parasitemia, que é
identificada por observacdo microscopica de esfregaco sanguineo fresco, notando-se 0s
parasitas moveis entre as células vermelhas. Além da parasitemia, a presenca de
anticorpos especificos também auxilia a deteccdo da doenca. (Teixeira et al., 2006). Ja
na fase crénica, o principal meio de constatacdo da doenca é pela presenca de anticorpos
especificos, uma vez que a parasitemia é baixissima. Nesta fase os individuos podem
apresentarem-se assintomaticos (forma indeterminada), podendo essa fase durar por
toda a vida do paciente. Todavia, em cerca de 30% dos pacientes, a doenca evolui para
uma fase sintomatica que pode se caracterizar na forma cardiaca, digestiva,
cardiodigestiva ou nervosa (Tanowitz et al., 1992). Portanto, alguns métodos de

diagnostico precisam ser empregados, tais como: métodos parasitoldgicos e soroldgicos.
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A confirmacgdo do diagnostico na fase cronica para a doenga de Chagas deve ser feita
pelo menos por dois testes sorolégicos, 0 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
e a imunofluroescéncia indireta, testes de alta fidelidade para detectar anticorpos
especificos (Teixeira et al., 2006).

Com relacdo ao sistema imunoldgico, sabe-se que o sistema mononuclear
fagocitario representa um subgrupo dos leucdcitos e tem como componentes centrais
macréfagos, mondcitos e células dendriticas, que derivam de precursores mieloides da
medula dssea. No sangue ha a presenca dos mondcitos, que € a forma circulante, e 0s
macréfagos encontram-se nos tecidos e possuem um importante papel durante a
inflamacdo (Geissmann et al., 2010). Algumas evidéncias sugerem, portanto, que 0s
macrofagos, em varios Orgdos diferentes, auto renovam-se sem a reposicdo de
precursores do sangue (Tacke e Randolph, 2006; Junqueira e Carneiro, 2008; Robbins e
Swirski, 2010). Durante a fase aguda da doenca de Chagas ha forte resposta
inflamatoria para controlar a replicacdo do parasita, e para isso, ocorre 0 recrutamento
das células da linhagem monocitica (Fabrino et al., 2011).

A forma tripomastigota metaciclica tem a capacidade de invadir uma variedade
muito grande de células no local em que foi inoculada, essa invasdo as células do
hospedeiro vertebrado ocorre pelo reconhecimento entre parasita e célula. Tal processo
envolve uma variedade muito grande de moléculas que estdo presentes tanto na célula
do hospedeiro quanto no T. cruzi e pode ser dividido em trés estagios: adesédo e
reconhecimento, sinalizagdo e invasdo. (Andrade e Andrews, 2005; Albertti et al., 2010;
De Souza, De Carvalho e Barrias, 2010).

Quando ativados, os macrofagos podem produzir altos niveis de citocinas
inflamatdrias tais como IL-12 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que, com o

auxilio de outras células e citocinas, induzem a formacéo de produtos microbicidas tais
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como perdxido de hidrogénio (H202), peroxinitrito (ONOO"), que sdo especies reativas
de oxigénio (ROS), e oxido nitrico (NO). Entretanto, apesar de extensas investigacdes
experimentais, 0 mecanismo usado pelo macréfago ativado para eliminar o T. cruzi
ainda ndo é totalmente entendido. Em murinos, a partir do substrato L-arginina, a
enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) produz grandes quantidades de NO em
macrdfagos e cardiomidcitos. O NO é conhecido como uma das moléculas efetoras de
T. cruzi (Machado et al., 2000; Fabrino et al., 2011). As ROS possuem um efeito
citotoxico bem conhecido, mas apensar disso elas apresentam um papel bem diverso
para o controle dos tripanosomatideos. Tal diversidade é devido ao fato de que
dependendo da concentracdo, ROS pode levar a morte do parasita ou participar da
sinalizacéo e proliferacdo celular (Paiva et al., 2012; Menna-Barreto e De Castro, 2014;
Paiva e Bozza, 2014). A indugdo de AhR por TCDD, e outros ligantes, esta envolvida
com a inducdo de CYP1AL que, se for expresso por longos periodos resulta em aumento
do metabolismo de agentes quimicos enddgenos e exdgenos, geracdo das ROS, estresse
oxidativo e ativagéo da sinalizag&o e do ciclo celular (Denison et al., 2011).

Em decorréncia da ativacdo da resposta adaptativa pela acdo das APCs no inicio
da infeccdo, as células T sdo capazes de produzir inUmeras citocinas que orquestraram a
resposta imune, controlando a diferenciagéo celular, adeséo, expressao de moléculas co-
estimulatorias, migracdo e recrutamento, entre muitas outras atividades. Citocinas pro-
inflamatdrias, como IFN-y ¢ TNF-qa, sdo secretadas pelas células T e estimulam APCs
para eliminar o parasita eficientemente. O IFN-y ativa 0s macrdfagos infectados com T.
cruzi a produzirem NO que, como citado anteriormente, € um importante agente
microbicida. A producdo de IFN-y é também implicada na indugdo da producdo de
TNF-a e IL-1p por macrofagos. (Silva, Machado e Martins, 2003). Por outro lado, as

citocinas regulatérias IL-10 e TGF-p inibem a ativagdo de macrofagos mediada por
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IFN-y, inibindo a producéo de NO, quimiocinas e diferenciacdo de células produtoras de
IFN-y. (Silva et al., 1992; Silva, Machado e Martins, 2003). Portanto, a neutralizacdo de
IL-10 end6gena aumenta a producdo de IFN-y, producdo de NO e morte do parasita
(Reed et al., 1994; Cardillo et al., 1996).

Coletivamente, esses estudos sugerem que IL-12 e IFN-y favorecem a
diferenciacdo de linfocitos Thl, levando a producdo de IFN-y e consequente diminuig¢ao
de sintese de IL-10, sendo esse mecanismo um fator chave requerido para inducédo e
manutencdo do controle da infeccdo aguda induzida por T. cruzi. (Torrico et al., 1991;
Aliberti et al., 1996). Dessa forma, entendemos que a interagao apropriada entre APCs e
células T, e a consequente resposta imune gerada por tais interag@es, sdo essenciais para
determinar o destino de uma infecgdo. (Fabrino et al., 2011).

Nesse contexto de resposta imune efetora realizada por APCs, AhR também é
relevante. Sabe-se que balanco entre Treg e Thl7 é de extrema importancia para a
homeostase do sistema imune. AhR ja foi descrito como regulador da diferenciagdo
tanto de Treg quanto de Th17 de forma dependente do ligante (Quintana et al., 2008;
Veldhoen et al., 2008). A combinacdo dos niveis de citocinas, do tipo de tecido e do
ligante envolvido, determina se a ativacdo de AhR resultara no estimulo ou na supressao
de uma resposta imune especifica. Como AhR esta envolvido com uma resposta imune
diversa e 0 seu papel durante a infeccdo por T. cruzi ainda ndo foi completamente
elucidado, é de extrema importancia tentarmos entender qual € essa relacdo para que
futuramente AhR seja um possivel e potencial alvo para intervengdes terapéuticas

durante a doenca de Chagas.
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OBJETIVO

“A educacdo necessita tanto de formacdo
técnica e cientifica como de sonhos e utopias.”

Paulo Freire
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Objetivo Geral

Como o papel de AhR na modulagdo da resposta imune durante a infeccao
experimental por T. cruzi ainda nédo é esclarecido, o presente estudo tem como objetivo
estudar o papel deste receptor na indugdo de vias ativadoras e resolutivas da resposta
imune durante essa infeccdo. Para isso utilizamos o modelo experimental da doenga de
Chagas, contribuindo desta forma para o surgimento de novas informacdes descritivas e
para 0 desenvolvimento de novas estratégias preventivas e terapéuticas contra essa
infeccdo que é de grande importancia para a salde publica. Sendo assim, o objetivo
geral deste estudo é: Definir o papel de AhR durante a infecgdo experimental por T.

cruzi em modelo murino.

Objetivos especificos

e Verificar in vivo os niveis de expressdo de AhR durante a infeccdo experimental
por T. cruzi.

e Acompanhar o curso natural da infeccdo por T. cruzi em camundongos
deficientes de AhR,

e Quantificar in vivo a producdo de moléculas citotoxicas conhecidas como
efetoras do T. cruzi.

¢ Avaliar o padréo da producdo de citocinas no bago e coragdo de camundongos
deficientes de AhR infectados por T. cruzi

e Avaliar a atividade tripanocida e microbicida em macrdéfagos peritoneais de
camundongos deficientes de AhR.

e Quantificar a produgdo de moléculas citotoxicas em macrofagos deficientes de
AhR infectados por T. cruzi
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MATERIAL E METODOS

“We have to recognize that human
flourishing is not a mechanical process; it's an
organic process. And you cannot predict the
outcome of human development. All you can do,
like a farmer, is creating the conditions under

which they will begin to flourish.”

Ken Robinson


https://www.goodreads.com/author/show/43940.Ken_Robinson
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1- Animais de experimentacao.

Foram utilizados camundongos C57BL/6 (tipo selvagem — WT) e Knockout (KO)
para AhR (AhR KO). Os animais C57BL/6 foram obtidos no Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e os camundongos AhR KO foram obtidos junto a colénia mantida e
criada no biotério de criacdo do Departamento de Biogquimica e Imunologia do ICB da
UFMG. As colbnias de criacdo destes animais foram mantidas em microisoladores
dotados de filtro e ventilacdo no biotério de criacdo do grupo de Imunofarmacologia do
ICB

Os animais experimentais foram mantidos com barreiras ambientais sob condi¢6es
de temperatura e foto periodo controladas e receberam racdo (Labina, Paulinea, SP,
Brasil) e agua ad libitum. Camundongos fémeas e machos com idade entre seis a oito
semanas foram utilizados nos experimentos. Este projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal/Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CETEA/CEUA) da UFMG, sob o numero de protocolo 089/10.

2- Infeccdo experimental por Trypanosoma cruzi.

Parasitas da cepa Y de T. cruzi foram mantidos em camundongos Swiss e utilizados
para infeccdo in vivo. Os animais foram inoculados intraperitonealmente com 103
formas tripomastigotas sanguineas diluidas em PBS. A parasitemia foi verificada
diariamente coletando-se 5 uLL de sangue da veia caudal dos animais (Machado et al.,
2000). Em experimentos realizados in vitro, com a cepa Y, foram utilizadas formas
tripomastigotas cultivadas e isoladas de células epiteliais de rim de macaco (LLC-
MK2). As células LLC-MK2 foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm® com
RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e suplementado com 5% de soro bovino

fetal inativado (SBF) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 2 mM de L-glutamina (Sigma-
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Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco, BLR Life Technologies). As culturas foram mantidas a 37 °C e
5% de CO2. Apos infecgdo, replicacdo e liberagdo do parasita nestas células foi feita a
coleta no sobrenadante seguida de centrifugacdo a 200 x g por 10 min a 4 °C para
sedimentacdo das células e posteriormente o sobrenadante desta centrifugacdo foi
novamente centrifugado a 1000 x g por 15 min a 4 °C com desaceleracdo lenta. O
namero de parasitas foi contado na camara de Neubauer e a quantidade foi ajustada em

uma proporc¢do 5:1 (parasitas/célula) para infeccéo in vitro.

3- Dosagem indireta de 6xido nitrico sérico.

A quantidade de nitrito no soro de camundongos WT ou AhR KO infectados com
T. cruzi foi estimada a partir da realizacdo do método de Griess (Green et al., 1982)
apos conversao do nitrato, presente no soro, em nitrito. Para o ensaio com soro foram
distribuidas na placa de 96 pogos 25 puL de cada amostra em duplicata, o branco, que
corresponde a 25 pL de PBS, o padrdo nitrito, que corresponde 25 pL a 1 mM de nitrito
em duplicata, e o padréo nitrato, 25 uL de nitrato a 1 mM. Os padrdes foram diluidos
em uma proporcdo de 1:2 em PBS nos pogos subsequentes pelo menos 7 vezes para
compor a curva. Logo ap6s, 25 pL. de uma solucao coquetel que consiste em 500 pL de
NADPH tetrasodium salt (Merk) a 5 mg/mL em agua milli Q estéril, 500 puL de tampao
KH2PO4 a 0,5 M e pH 7,5, 500 uL de agua milli Q estéril e 1U de nitrato redutase
(Sigma-Aldrich Co.) em agua milli Q estéril, foi adicionada em todos 0s po¢os, exceto
no padrao nitrito (Gilliam et al., 1993). A placa foi incubada a 37 °C por 6 horas e logo
apos foi acrescentado em cada pogo 50 pL de solugdo de Griess que consiste na mistura
entre solucdo de sulfanilamida 1% (sigma-Aldrich Co.) e solugdo de
naphtylethylenodiamida 0,1% (Sigma-Aldrich Co.) ambas diluidas em &cido fosforico

2,5% (F Maia, Cutia, SP, Brasil). Apds 10 minutos no escuro, as placas foram lidas em
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espectrofotdbmetro com um comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo de nitrito
(mM) foi determinada tomando como referéncia a curva padrdo (1000 a 13.25 uM) de
nitrato de sddio (NaNOs) que continha a enzima nitrato redutase (absorbancia a 550

nm).

4- Cultura de esplendcitos.

SuspensBes de esplendcitos de animais controles e infectados com T. cruzi por 10
dias foram lavadas em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS) e tratados com
tampdo de lise (9 partes de 0.16 mM de cloreto de amonio e 1 parte de 0.17mM de Tris-
HCI, pH 7.5) por 4 minutos. As células foram entdo lavadas trés vezes em HBSS e
ajustadas para uma quantidade de 1x10° células/poco em meio RPMI 1640
suplementado como descrito anteriormente. As suspensdes celulares foram adicionadas
em placas de cultura (Nunc) para realizacdo de marcacdo com sondas ou preparadas

para citometria de fluxo ex vivo.

5- Quantificacdo de NO, ROS e ONOO- em esplendcitos

Esplendcitos de camundongos foram isolados como descrito acima e incubados por
30 minutos a 37 °C, 5% de CO; ao abrigo da luz com as sondas 4,5-Diaminofluorescein
diacetate (DAF-2DA, Sigma), 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA,
Invitrogen) e Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Invitrogen) para deteccdo de NO, ROS
e ONOO- respectivamente como descrito por (Kooy et al., 1994) com modificacdes. As
concentracdes foram 10 uM de DAF-2DA, 50 uM de H2DCFDA e 25 uM de DHR 123.
A transformacdo quimica de DAF-2DA é baseada na reatividade das diaminas
aromaticas vicinais com NO na presenca de dioxigénio. A nitrogenacdo de DAF produz
a forma triazol altamente verde fluorescente permitindo a deteccdo direta de NO com

um limite de deteccdo 5 nM (Kojima et al., 1998). H2DCFDA, a sonda que permite a
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deteccdo de ROS, difunde-se pela membrana das células e ap6s desacetilacéo fica retida
no interior delas. Em seguida o composto desacetilado, DCFH, é oxidado pelo perdxido
de hidrogénio intracelular dando origem a DCF que é um composto altamente
fluorescente (Oyama et al., 1994). DHR 123 foi utilizada para quantificagdo de ONOO-
pois ela é oxidada a rodamina apenas por ONOO-, mas ndo por NO, Oz e H20-
sozinhos, deve haver a combinagdo desses compostos com ONOO- para oxidar a DHR
123 a seu derivado fluorescente rodamina 123 (Haddad et al., 1994; Kim et al., 2003).
A fluorescéncia foi medida em um fluorimetro (Synergy 2, BIOTEK, USA) em um
comprimento de onda de excitagdo de 488 nm e emissdo a 515 nm. Os dados estéo

apresentados como unidades arbitrarias da florescéncia emitida pelas sondas.

6- Citometria de fluxo

Esplendcitos obtidos de animais WT e AhR KO, ndo infectados ou infectados por
10 dias, foram processados ex vivo como descrito acima. As células foram incubadas
com Brefeldin A (10 pg/mL) (Invitrogen) por 4 horas, para induzir o acimulo das
proteinas intracelulares. Apos incubacdo, as células foram preparadas para avaliar 0s
marcadores intracelulares, para isso foram fixadas com formaldeido 2% em PBS e, em
seguida, foram permeabilizadas com 0,2% de saponina (SIGMA) e incubadas com o0s
anticorpos para CD8 (PERCP), CD4 (PE), IFN-y (Alexa 488), CD11c (FITC), IL-12
(PE), F4/80 (Alexa 488) (Pharmingen). O volume total de cada um dos tubos foi
adquirido usando o FACS-Canto (Becton Dickinson, San José, CA, USA) e as analises
foram feitas no programa FlowJo por meio da delimitagdo de gates onde as populagdes
celulares em estudo situam-se de acordo com o seu tamanho e granulosidade e com 0s

marcadores especificos de cada populacdo.
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7- Cultura de macrofagos

Macrofagos do peritonio de animais C57BL/6 e AhR KO foram colhidos por
lavagem da cavidade peritoneal trés dias apos a injecdo com 2 mL de tioglicolato de sodio
a 3% e cantados na camara de Neubauer usando-se o teste de exclusdo por azul de trypan.
As células foram lavadas e cultivadas (2x10° ou 108 células/poco) em meio RPMI-1640
suplementado como descrito anteriormente. Ap6s um periodo de 3 horas de incubacdo, em
placas de cultura a 37 °C em camara Umida contendo 5% de CO., as células ndo aderentes
foram removidas por lavagem. Em seguida foram mantidas nas mesmas condicdes de

incubacdo citadas anteriormente.

8- Atividade microbicida e taxa de infeccdo em macrofagos do peritonio

Macrofagos de animais WT e AhR KO foram isolados, cultivados e infectados
como descrito anteriormente. A taxa de crescimento intracelular dos amastigotas foi
avaliada apos fixacdo das laminulas com panético rapido (Laborclin, Pinhais, PR,
Brasil) apds 48 horas e a taxa de infeccdo ap6s 4 horas de infeccdo dos macrofagos
(1x10° células/pogo). Para representacio da quantificagio de amastigotas foram
contadas 300 células por laminula (infectadas e ndo infectadas), e o nimero total de
amastigotas nas células infectadas. Com contagem na cdmara de Neubauer a taxa de
crescimento tambem foi avaliada pela liberacéo de tripomastigotas, do quarto ao setimo
dia ap0s infeccdo, por meio da contagem destas formas no sobrenadante da cultura dos

macrofagos infectados.
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9- Quantificacdo de ROS por quimioluminescéncia em tempo real

Macrofagos obtidos de animais WT e AhR KO foram isolados, cultivados e
infectados como descrito anteriormente. Para estabelecer a producdo de ROS na cultura
de macrofagos infectados por T. cruzi foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia em
tempo real. Foram cultivadas 1x10° células por pogco em placas opacas de 96 pogos
(NUNC, Rochester, NY, EUA). Os estimulos/inibidor utilizados foram: tripomastigotas
em uma proporcdo de 5:1 (parasita/célula), zymosan A (Sigma-Aldrich Co.) em uma
proporcdo de 10:1 (particulas/células) e apocinina a 300 uM. Em cada poco foi
adicionado 0,05 mM de luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinadiona) (Sigma-
Aldrich Co.), que reage com ROS resultando em luminescéncia. O zymosan A é uma
substancia derivada da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. Este
composto ativa diretamente os macrofagos através dos receptores semelhantes a Toll
Toll-like (TLR) 2 e ap06s a fagocitose estas células liberam enzimas lisossomais,
espécies reativas de oxigénio, acido araquidénico e TNF-a (Underhill, 2003). A
apocinina foi utilizada como inibidora da producdo de ROS uma vez que, em sistemas
ndo vascularizados, ela atua como inibidora da NADPH oxidase, que é uma enzima
envolvida com a producdo de ROS (Heumdiller et al., 2008). Em um primeiro passo, 0
luminol ¢ reduzido por moléculas reativas como hidroxido (OHe), peroxido de
hidrogénio (H202) ou peroxinitrito (ONOO-), que atacam sua ligacdo dinitrogénica
adicionando mais dois oxigénios a um dos anéis, e depois é capaz de combinar com o
superoxido (O2) e produzir luz (Faulkner e Fridovich, 1993). Essa forma de radiacao foi
captada pelo luminémetro (Packard, Waltham, MA, EUA), que mediu a intensidade de
luz produzida, por trés horas com intervalos de dois minutos entre cada medicao e foi

entdo representada como unidades relativas de luz (RLU, em inglés) por segundo.
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10- Extracéo de RNA total e producgédo de cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se coracdo e baco de animais
controles e infectados, de acordo com as recomendacdes do fabricante do reagente
Brazol (LGC Biotecnologia). 1 mL de Brazol foi adicionado para cada 1 mg de tecido.
Apdbs homogeneizacdo foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de
suspensdo. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C e a
fase aquosa transferida para um novo tubo. O mesmo volume, correspondente a fase
aquosa, de isopropanol foi adicionado, agitado no vortex e incubado por 20 minutos a -
20 °C para precipitagdo do RNA presente na fase aquosa. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. O sedimento foi lavado em etanol
75% e suspenso em agua a uma concentracdo de 0.5 mg/mL. A quantificacdo das
amostras de RNA foi realizada no espectrofotometro NanoDrop ND1000 (Nano Drop
Technologies, Wilmington, DE, EUA) sendo a concentragdo fornecida em ng/uL. A
leitura do branco foi realizada com agua tratada com dicarbonato de dietila (DEPC). O
RNA foi quantificado pela absorbancia a 260 nm utilizando-se 1uL da amostra pura. A
reacao de transcricdo reversa do mRNA dos tecidos animais foi realizada utilizando-se
2ug de RNA de cada amostra, aos quais foi adicionado 50uM do primer Oligo dT
(Promega Cor., Madison W1, EUA). Foi feita uma incubagédo por 5 minutos a 70 °C e 5
min a 4 °C. Em seguida, foi adicionada uma mistura de reagentes contendo 1pL de
dNTPs a 10 mM cada (Promega Cor., Madison, WI, EUA), 4uL. tampao M-MLV 5X
(Promega Cor., Madison WI,EUA), 200U da enzima Transcriptase reversa-M-MLV
(Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5 uL de agua Milli-Q autoclavada. A mistura foi
incubada por 2 horas a 42°C quando ocorreu a transcricdo reversa do mRNA. As

amostras de cDNA foram conservadas a -20 °C.
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11- Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tradicional e qPCR

A expressdao do mRNA para as citocinas IL-12 e IFN-y foram analisadas por RT-
PCR, tendo a B-actina como alvo normalizador. O kit utilizado foi o GoTaqGreen
Master Mix (Promega) e a reacdo de PCR foi feita no termociclador PTC-100 (MJ
Research, Watertown, MA). As condicGes da reacdo foram de 34 ciclos de 1 minutos a
94 °C, 1 minutos a 60 °C e 1 minutos a 72 °C, com uma extenséo final de 2 minutos a 72
°C. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose e corados
por brometo de etideo. A reacdo de gPCR foi feita para as citocinas (IL-6, IL-10, IL-12,
IL-17A, TNF-a e IFN-y), para Foxp3, para as proteinas SOCS1, SOCS2, SOCS3. Os
dados foram normalizados para a expressdo de 18S ou GAPDH. A reacdo foi feita no
ABI PRISM Step-One sequence-detection system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)
e o prepare dela foi feito com SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os
niveis de expressdo dos genes foram determinados pelo método de andlise AACt e

apresentados como 242¢t (Livak e Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008). As

sequéncias dos iniciadores utilizados sdo as seguintes:

Iniciador Senso Anti senso
18S CTCAACACGGGAAACCTCA CGTTCCACCAACTAAGAACG
AhR CGGAGCGCTGCTTCCTCCAC GCTGCCCTTTGGCATCACAACC
Foxp3 CCCAGGAAAGACAGCAACCTT TTCTCACAACCAGGCCACTTG
GAPDH ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA CGGCCAAATCCGTTCACACCGA
IFN-y TGAACGCTACACACTGCATCTTGG CGACTCCTTTTCCGCTTCCTGAG
IL-6 TTCCATCCAGTTGCCTTCTTG TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA
IL-10 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
IL-12p40 GCTGGACCCTTGCATCTGGCG GGTGGCCAAAAAGAGGAGGTAGCG
IL-17A TCCAGAAGGCCCTCAGACTA TGAGCTTCCCAGATCACAGA
SOCS1 GCATCCCTCTTAACCCGGTAC AATAAGGCGCCCCCACTTA
SOCS2 CGCGTCTGGCGAAAGC TTCTGGAGCCTCTTTTAATTTCTCTT
SOCS3 TTTGCGCTTTGATTTGGTTTG TGGTTATTTCTTTGGCCAGCA
TNF ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG
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12- Histologia do coracdo e analise morfométrica

Para compararmos os efeitos da expressio de AhR no influxo de células
inflamatdrias no coracdo, nds analisamos o infiltrado inflamatério morfometria. Para
este experimento, coracfes de 5 animais de cada grupo foram removidos 10 e 15 dpi e
cortados transversalmente. Cada coracao foi lavado em PBS e fixado em 4% de tampé&o
fosfato formaldeido. Apds 24 horas de fixacdo, os tecidos foram embebidos em
parafina, e 3 cortes semi-consecutivos (de 5 pm de espessura) foram marcados por H&E
para avaliacdo da inflamacdo. A inflamacdo no coracdo foi avaliada 30 campos dos
cortes de cada animal marcados por H&E. Os cortes foram randomicamente escolhidos
na objetiva de 40X. Imagens foram capturadas pelo aparelho (DEI-470; Optronics,
Goleta, CA) conectado ao microscopio (IX70; Olympus, Center Valley, PA) e
analisados em Image-Pro Express versdo 4.0 (Media Cybernetics) e em software KS300

(Zeiss, Jena, Germany).

13- Analise estatistica

A significancia estatistica das diferencas nos valores entre amostras controles ou
Tratadas/infectadas foram analisados pelo teste t Student’s (Student's t test), One or
Two-way ANOVA ou Two-way ANOVA com o teste de Bonferroni (Graph Prism
Software 5.0). As diferencas foram consideradas ser significantes com um P igual ou <

0.05.

14- Elaboragao do artigo cientifico

O artigo cientifico em anexo foi elaborado de acordo com as especificagdes da
revista The Journal of Infectious Diseases (Oxford Journals, para um Major Article. A

escolha foi feita de acordo com o perfil do trabalho realizado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

“If you’re not prepared to be wrong, you’ll

never come up with anything original.”

Ken Robinson
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1- Modulagéo da expressdo de AhR durante a infec¢édo por T. cruzi

Para investigar o envolvimento de AhR durante a infecgédo por T. cruzi analisamos
por RT-PCR a expressdo do gene AhR em relevantes 6rgdos de camundongos WT
infectados. No baco, encontramos aumento nos niveis de mRNA em todos os tempos
avaliados ap0s infeccdo, sendo que o aumento maior foi aos 75 dpi (Figura 1A). De
forma semelhante, a expressdo de AhR no coracdo aumentou em todos 0s pontos
investigados (Figura 1B). Em seguida, investigamos o papel de AhR durante o curso
natural da infec¢do por T. cruzi por meio da parasitemia. Observamos que 0s animais
deficientes de AhR apresentaram acentuada reducdo na parasitemia aos 9 dpi, quando
comparados aos animais WT (Figura 1C). Estes resultados ddo suporte a ideia de que

AhR tem um papel importante durante a infec¢do por T. cruzi.

>
O

N
a
o

1 & wrt
4 AhRKO

EN
*
*
W
Q
(=]
1

w
i

Spleen
N
-
{1
o
L

i
No. of parasites (x10 3/mI)

o
1

T T 2 o
1 3 5 7 9 11 13 15
Days post infection

AhR mRNA expression (Fold Change)

w
)

N
N

=
1

AhR mRNA expression (Fold Change)
Heart
<

Figura 1. AhR é expresso em maiores niveis durante a infeccéo experimental por T. cruzi.
Camundongos WT foram infectados por via peritoneal (ip) com 1x10% formas tripomastigotas
de T. cruzi (cepa Y). (A) os bacos e os (B) coracBes foram retirados e processados para analise
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da expressdo de mRNA por RT-PCR aos 9, 15, 30, 45 e 75 dias ap0s infeccdo (dpi). Para
analise, os dados foram normalizados pela expressao de B-actina e pelo WT néo infectado. (C)
A parasitemia foi acompanhada a cada dois dias, do terceiro ao décimo quinto dpi, por meio da
coleta de SpuL de sangue da veia caudal. Os dados mostram a média e o erro padréo (+/- SEM)
do numero de parasitas por microlitro de sangue e sdo representativos de trés experimentos
independentes ***P <0,001**P <0,01

2- Ainfeccdo por T. cruzi aumenta os niveis de ROS, mas néo os de NO e de

ONOO’, em animais deficientes de AhR.

Como as ROS, ONOO" e NO sdo importantes mediadores citotoxicos durante a
infecgdo por T. cruzi, decidimos analisar os niveis destas moléculas em animais WT e
AhR KO infectados por T. cruzi. Para isso medimos os niveis sisttmicos de NO no soro
dos animais citados. Os resultados demonstraram que houve diferenca na concentragdo
deste composto aos 15 dpi, sendo que AhR KO apresentou um maior aumento quando
comparado ao WT (Figura 2A). No entanto, este aumento na quantidade de NO, nos
camundongos AhR KO, ocorreu apenas posteriormente ao controle da parasitemia nos
animais deste grupo (Figura 1C). No bago, a deficiéncia de AhR resultou em um
aumento da producdo de ROS (Figura 2B), mas ndo houve aumento da producdo de
ONOO™ nem de NO (Figuras 2C e 2D), quando comparado ao WT, aos 10 dpi. Esses
dados sugerem que NO nédo esta envolvido com o aumento da habilidade apresentada
pelo camundongo AhR KO de eliminar o parasita no inicio da infeccdo. Além disso,
indica que, in vivo, ROS pode ser um dos responsaveis, entre outros mediadores, pela

eliminacdo do parasita na auséncia de AhR.
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Figura 2. Aumento da producdo de ROS esplénico em camundongos AhR KO durante a
infecgdo por T. cruzi. Camundongos WT e AhR KO foram infectados por via peritoneal (ip)
com 1x10°% formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). O ensaio de Griess, com conversio
prévia de NOs a NO2, pelo nitrato redutase, foi usado para quantificar (A) os niveis de NO no
soro de camundongos WT e AhR KO infectados por T. cruzi aos 10 e 15 dias apés infecgdo
(dpi). Os bagos foram retirados e processados aos 10 dpi para avaliagdo da producgdo de (B)
espécies reativas de oxigénio (ROS), (C) peroxinitrito (ONOOQO") e (D) 6xido nitrico (NO), ex
vivo por reagdes de fluorescéncia como descrito em material e métodos. Os dados foram
normalizados pelos valores obtidos dos WT e AhR KO néo infectados. As representacfes séo de
acordo com a média e o erro padrdo (+/- SEM) e sdo representativos de trés experimentos
independentes ***P <0,001 *P <0,05.

3- Deficiéncia de AhR resulta na reducgéo da producdo de ROS e diminuicéo

da carga parasitaria em macrofagos.

O entendimento da resposta imune produzida pelos macréfagos é importante tanto
para a elucidacdo do mecanismo pelo qual o hospedeiro é capaz de combater a
proliferacdo de T. cruzi, quanto para entender a habilidade desse parasita de evadir a
resposta imune do hospedeiro. Quando macréfagos obtidos de camundongos AhR KO,
sdo infectados in vitro por T. cruzi, é observado um aumento da atividade microbicida.
A quantidade de tripomastigotas liberados, assim como, a quantidade de amastigotas no
interior dessas células, foi reduzida quando comparado ao perfil encontrado nos

camundongos WT (Figura 3A e 3B, respectivamente). Essa diferenca na carga
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parasitaria ndo estd associada com nenhum tipo de alteracdo na entrada do parasita nas
células, uma vez que, no ensaio de entrada do parasita, ndo encontramos diferenca no
namero de amastigotas dentro dos macrofagos provenientes dos camundongos WT e
AhR KO (Figura 3C). Em seguida, investigamos a habilidade dos macréfagos
deficientes de AhR de produzirem ROS. No6s observamos, in vitro, que macréfagos
deficientes de AhR n&o estimulados produzem niveis similares de ROS em comparagdo
aos WT (Figura 3D). Entretanto, a deficiéncia de AhR resultou em uma draméatica
reducdo na producdo de ROS por macréfagos estimulados com zymosan (Figura 3E) e
infectados por T. cruzi (Figura 3F). A adi¢do de apocinina, um composto que inibe a
producdo de ROS, resultou na reducdo da producdo de ROS pelas células WT e AhR
KO, indicando que a producdo de ROS pelos macrofagos € parcialmente dependente de
AhR. Reunidos, esses dados sugerem que AhR controla os niveis de ROS produzidos

por macréfagos infectados por T. cruzi.
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Figura 3. Macrdfagos deficientes de AhR produzem niveis reduzidos de ROS o que resulta
na diminuicdo da replicacdo do parasita. Macréfagos peritoneais de animais WT e AhR KO
foram cultivados e infectados por formas tripomastigotas de T. cruzi em uma propor¢éo de 5:1
(parasita/célula) e a producéo de ROS foi acompanhada como descrito na metodologia. (A) Os
tripomastigotas liberados no sobrenadante das culturas foram contados diariamente do terceiro
ao sétimo dia apds infeccdo (dpi). Macréfagos de animais WT e AhR KO foram infectados por
T. cruzi, fixados e marcados com (B) 48 horas e (C) 4 horas (taxa de infec¢do) apds a infecgdo e
as formas amastigotas foram contadas em 300 células. Producdo de ROS por macréfagos WT e
deficientes de AhR cultivados (D) apenas com meio, (E) na presenca de zymosan e/ou
apocinina, e (F) T. cruzi e/ou apocinina foi determinada. Em (C-D) os dados foram
apresentados como unidades relativas de luz. Cada ponto representa média e o erro padréo de
trés experimentos diferentes em triplicatas amostrais. As analises estatisticas foram feitas entre
WT versus AhR KO ** P< (.01
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4- Deficiéncia de AhR resulta em aumento da resposta pré inflamatoria no

baco de camundongos infectados por T. cruzi.

IL-12 e IFN-y s&o importantes citocinas liberadas durante a resposta imune inata e
adquirida para controlar a infeccdo por T. cruzi. NOs analisamos a producdo destas
citocinas no baco aos 10 dpi. Encontramos uma reducdo na producdo de IL-12 por
células CD11c*CD8" e F4/80" (Figuras 4A e 4B, respectivamente) e de IFN-y por
células CD4" e CD8" (Figuras 4C e 4D, respectivamente) de camundongos AhR KO

infectados por T. cruzi quando comparado aos WT também infectados.
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Figura 4. Resposta inflamatdria acentuada é induzida no bago de camundongos AhR KO
infectados por T. cruzi. Camundongos WT e AhR KO foram infectados por via peritoneal (ip)
com 1x10°® formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). Os bacos foram processados e
analisados por citometria de fluxo aos 10 dias ap0s infeccdo (dpi). A deteccdo intracelular foi
feita para células (A) CD11c*IL-12%, (B) F4/80* IL-12*, (C) CD4" IFN-y* e (D) CD8" IFN-y*.
Os resultados foram apresentados como WT versus AhR KO controles e infectados por T. cruzi.
S&o representativos de um pool de trés animais por grupo.
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Ademais, avaliamos os niveis de mMRNA de outras citocinas relevantes como IL-
6, TNF-a, IL-17 e IL-10, assim como o fator de transcricdo Foxp3 e SOCS1, SOCS2, e
SOCS3 aos 10 e 15 dpi. N&o observamos diferenga nos niveis de 1L-6 e TNF-a entre
animais KO e WT (Figura 5A e 5B). Por outro lado, os niveis de IL-17 apresentaram-se
aumentados nos bragos dos animais AhR KO aos 10 dpi (Figura 5C). A expressao de
Foxp3 (Figura 5D), marcador de células T reguladoras (Treg), foi maior nos animais
deficientes de AhR aos 15 dpi, enquanto os niveis de IL-10 nesses animais foram
menores no mesmo ponto da infeccdo (Figura 5E). Nossas andlises também
demonstraram que os niveis de SOCS1, SOCS2 e SOCS3 foram maiores nos animais
AhR KO infectados quando comparados ao WT nas mesmas condi¢Ges (Figuras 5F,

5G e 5H).
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Figura 5. Perfil de citocinas e SOCS no ba¢o de camundongos AhR KO e WT infectados
por T. cruzi. Camundongos WT e AhR KO foram infectados por via peritoneal (ip) com 1x10°
formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y). Os bacgos foram processados para extracdo do
RNA total e os niveis de mRNA para (A) IL-6, (B) TNF-a, (C) IL-17A, (D) Foxp3, (E) IL-10,
(F) SOCSL, (G) SOCS2 e (H) SOCS3 foram quantificados aos 10 e 15 dias ap6s infecgdo (dpi)
por gPCR. O método utilizado para anélise foi 0 AACt e os dados foram representado como 2°
AaCt As analises estatisticas foram feitas entre WT versus AhR KO ***P <0,001, **P <0,01, *P
<0,05. Dados apresentados como média e +/- SEM de dois experimentos independentes.
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5- Ainducéo da inflamacéo cardiaca por T. cruzi é reduzida na auséncia de
AhR.

Observamos que a infeccdo por T. cruzi induziu fracamente o infiltrado
inflamatorio aos 10 dpi em camundongos AhR KO (Figuras 6B, 6E e 6G). De forma
interessante, a quantidade de células inflamatorias frente a infeccdo aumentou com
maior intensidade nos camundongos WT aos 15 dpi, do que nos AhR KO. (Figuras 6C,

6F e 6G).

O wt
@ AhR KO

Inflamagé&o cardiaca

L1
10 15
Dias ap0s infecgdo

Figura 6. Auséncia de AhR resulta em reducdo de células inflamatdrias no coracdo de
camundongos infectados por T. cruzi. Se¢bes marcadas por H&E representativas dos coracGes
de camundongos, (A) WT e (D) AhR KO, néo infectados. (B e C) WT e (E e F) AhR KO
infectados por T. cruzi. (A, D) representam aparéncia histoldgica normal dos animais nao
infectados. Aos 10 dias ap6s infeccdo (dpi) (B, E) encontramos discretas infiltrados multifocais
de células imunes no miocardio em ambos 0s grupos (setas). Aos 15 dpi observamos uma
coalescéncia multifocal e intensa infiltrado inflamatério no miocardio (setas). (F) Miocardite
multifocal e moderada. Magnitude original: A-F: x400. (G) O escore inflamatério foi feito pela
contagem do numero total de células inflamatdrias em 30 campos por camundongo sendo um
total de 5 camundongos por grupo. As analises estatisticas foram feitas entre WT versus AhR
KO. Dados representados como media e desvio padréo +/- SEM. *P <0,05
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Para caracterizarmos melhor o perfil inflamatério no coragdo dos camundongos
estudados, analisamos os niveis de mMRNA das citocinas pro inflamatorias 1L-12, IFN-y,
IL-6, TNF-a, IL-17; da citocina anti-inflamatoria IL-10, do fator de transcricdo Foxp3,
e das proteinas reguladoras de citocinas SOCS1, SOCS2 e SOCS3. Nossos resultados
mostraram que os niveis de mMRNA das citocinas pré inflamatorias 1L-12 (Figure 7A),
IL-6 (Figure 7B) TNF-a (Figure 7C) foram maiores nos cora¢fes dos camundongos
AhR KO infectados aos 15 dpi. Interessante que a quantidade de IFN-y foi notavelmente
menor nos animais AhR KO quando comparado aos WT (Figure 7D). N&o encontramos
diferencas nos niveis de mMRNA de IL-17, Foxp3 e IL-10 (Figures 7E-G). No que diz
respeito a expressdo de SOCS no coracao dos animais deficientes de AhR, encontramos
reduzidos niveis na expressdao de SOCS2 e SOCS3, mas nao de SOCS1 (Figuras 7H-J),

aos 10 dpi em comparagdo aos WT também infectados.
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Figura 8. Perfil de citocinas no coracédo de camundongos WT e AhR KO infectados por T.
cruzi. Camundongos WT e AhR KO foram infectados com 10° formas tripomastigotas de T.
cruzi (cepa Y). Os coragdes foram processados e processados para extracdo de RNA total. Os
niveis de (A) IL-12, (B) IL-6, (C) TNF-a, (D) IFN-y, e (E) IL-17A, (F) Foxp3, (G) IL-10, (H)
SOCSL, (I) SOCS2 e (J) SOCS3 foram medidos aos 10 e 15 dias ap6s infec¢do (dpi). (A, D)
foram analisados por RT-PCR e (B-C, E-J) por gPCR. As andlises de gPCR foram feitas pelo
método de AACt e representadas como 244, ***p <(,001, **P <0,01, *P <0,05. Os dados
foram representados como media e desvio padrdo +/- SEM e sdo representativos de dois
experimentos independentes. As andlises estatisticas foram feitas entre WT versus AhR KO
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DISCUSSAO

. Sabemos que AhR é amplamente expresso em diversas células do corpo,
incluindo as células do sistema imune. O receptor esta presente no baco, linfonodos,
pulmao, pele e intestino (Stockinger et al., 2014). AhR é crucial para muitas funcGes do
sistema imune, tanto para as fisioldgicas naturais, quanto nos contextos de
autoimunidade e de infeccdes (Shi et al., 2007; Quintana et al., 2008; Elizondo et al.,
2011; Quintana e Sherr, 2013; Brant et al., 2014). No entanto, até 0 momento, ainda é
desconhecida a maneira como o AhR regula a resposta imune ao longo da infec¢do por
T. cruzi

Inicialmente, demonstramos que a expressdo de mRNA mensageiro de AhR é
regulado positivamente no bagco e no coracdo de camundongos WT infectados por T.
cruzi. 1sso sugere que este fator de transcricdo deve exercer fungdes importantes durante
esta infeccdo. Ja foi descrito que AhR pode ser expresso e ativado em diversas células
do coracdo durante a embriogénese cardiaca, e na fase adulta de camundongos (Carreira
et al., 2015). Esse aumento observado durante a infeccdo por T. cruzi, pode ser
explicado pelo aumento do infiltrado inflamatoério observado nesse tecido, e/ou por uma
expressdo relacionada a infec¢éo dos cadiomidcitos.

Outra evidéncia da relevancia desse receptor, no contexto da infeccdo aqui
abordada, ¢ o acentuado controle da parasitemia exercido pelo sistema imune dos
camundongos deficientes de AhR quando comparado aos WT. Poderiamos questionar
se esse efeito estaria associado com a habilidade das células do AhR KO produzirem
grandes quantidades de NO, uma molécula importante para a sinalizagdo envolvida com

a eliminagdo do parasita (Machado et al., 2000). Entretanto, nossos resultados
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demonstraram que NO ndo estd envolvido com esse mecanismo uma vez que nao
encontramos diferenca nas concentragdes desta molécula, no soro e no bago, nos pontos
da infeccéo que corresponderiam a sua atividade no controle da parasitemia.

Outra possivel explicagdo para a reducdo da parasitemia na auséncia de AhR é a
producio das ROS com um consequente aumento nos niveis de ONOO". E bem
estabelecido que as ROS agem em células do sistema imune como mediadores para
eliminar patogenos intracelulares, e que isso esta associado com 0S mecanismos
antioxidantes na tentativa de ndo acarretar em dano celular (Paiva e Bozza, 2014).

Apesar dos niveis de NO ndo explicarem a reducdo da parasitemia nos
camundongos deficientes de AhR, os niveis aumentados de ROS, mas ndo de ONOO-,
podem indicar que esse composto pode ser um contribuinte, em conjunto com as
citocinas, para acentuar a resolucdo da infeccdo observada nos animais AhR KO ainda
na fase inicial. Embora tenha ocorrido um aumento na quantidade de ROS produzido no
baco durante a infec¢do por T. cruzi, nossos dados de infeccdo in vitro, demonstraram
que a producdo de ROS por macréfagos é fortemente comprometida na auséncia de
AhR. Tal fen6tipo era esperado uma vez que ja havia sido descrito que AhR contribui
significativamente para a produgdo de ROS (Denison et al., 2011), e principalmente
para uma espécie especifica, o perdxido de hidrogénio (H20.) (Senft et al., 2002),
Nossa constatacdo de que T. cruzi apresenta uma deficiéncia para se replicar dentro dos
macrofagos deficientes de AhR, poderia ser explicada pela evidéncia existente sobre a
importancia de ROS como um fator que da suporte ao crescimento intracelular de T.
cruzi (Paiva et al., 2012; Menna-Barreto e De Castro, 2014). Portanto, isso explicaria a
limitacdo da replicacédo do parasita observada nos macrofagos deficientes de AhR.

Dessa forma ROS poderia ter papeis ambiguos que estariam provavelmente

relacionados com a concentragdo e localizacdo (tecido/células) em que seriam
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produzidos (Menna-Barreto e De Castro, 2014). Além disso, nossos resultados
demonstraram que a ativacdo de macréfagos com zymosan, um composto comumente
utilizado em modelos pro inflamatdrios de ativacdo de macrofagos, induziu ROS de
forma parcialmente dependente de AhR, demonstrando que esse receptor é importante
para modular a produgdo de ROS por macréfagos frente a diferentes estimulos.

A auséncia de AhR também foi relacionada ao aumento da producéo de IL-12
por células dendriticas e macré6fagos, IFN-y por células CD4+ e CD8+ e IL-17 por
esplendcitos aos 10 dpi, resultando em uma resposta inflamatdria precoce quando
comparado ao WT. A reducdo da expressdo de IL-17 observada nos camundongos AhR
KO aos 15 dpi poderia estar relacionada com o aumento da expressdo de Foxp3, e ndo
com a de IL-10, neste ponto da infeccdo, refletindo, possivelmente um aumento da
populacdo de células Treg. As células Treg sdo descritas como reguladoras da funcao
celular pela secrecdo de citocinas como IL-10 e TGF-B, ou pelo contato direto com
receptores de superficie expressos em células alvo (Cua e Tato, 2010). Esses dados
corroboram a ideia de que a ativacdo de AhR leva a supressao da inflamacéo. Durante a
colite experimental essa supressdao ocorre pela regulacdo génica de FoxP3 e IL-17. Na
malaria cerebral experimental os camundongos deficientes de AhR também
apresentaram aumento dos niveis de IL-17 no cérebro associado com a reducdo da
expressdo de SOCS1 e SOCS3 (Singh et al., 2011; Brant et al., 2014). No nosso estudo,
SOCS1 e SOCS3 foram regulados positivamente aos 15 dpi, o que pode estar associado
a reducdo da expressao de IL-17, assim como foi previamente descrito por (Wormald et
al., 2006)

Como o coragdo € o principal 6rgdo afetado pelo T. cruzi, o que altera funcdo e
resulta em patologia, avaliamos o papel de AhR na geracdo do infiltrado inflamatério

caracteristico em camundongos infectados por esse parasita. N&o houve diferenca na
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quantidade de células inflamatdrias aos 10 dpi, contudo aos 15 dpi os camundongos
deficientes de AhR apresentaram nudmero reduzido de células inflamatérias no
miocéardio quando comparado aos WT nas mesmas condi¢Bes. Todavia, a expresséo de
mRNA de algumas citocinas inflamatorias (IL-12, IL-6 e TNF-a) foi maior no coragdo
dos camundongos AhR KO infectados, associado com a reducdo de SOCS2 e SOCS3.
A partir desses resultados, podemos inferir que apesar de AhR KO apresentar nimero
reduzido de células inflamatdrias, as células residentes e/ou recrutadas, sdo mais
responsivas do que as do WT. Por outro lado, os niveis reduzidos de IFN-y observados
nos camundongos deficientes de AhR, em ambos os tempos, pode provavelmente estar
associado com a reducdo da migracdo de células T para o miocardio e/ou reducdo na
capacidade dessas células de produzir IFN-y na auséncia de AhR. A reducdo da
expressdo de IFN-y, poderia também explicar a expressdo reduzida de mRNA de
SOCS3 encontrada no miocardio dos camundongos deficientes infectados por T. cruzi.
Anteriormente, demonstramos que AhR participa da inducdo de SOCS2 por
lipoxinas em células dendriticas (Machado et al., 2006), e que a deficiéncia de SOCS2
resulta em disfuncdo cardiaca durante a infeccdo experimental por T. cruzi (Esper et al.,
2012). Nesse trabalho, nossos resultados demonstram que camundongos deficientes de
AhR tiveram uma reducéo significativa de SOCS2 no coragdo durante a infeccao por T.
cruzi. Em resumo, nosso estudo demonstra a importancia de AhR na infec¢do
experimental por T. cruzi, o que destaca que a auséncia de AhR resulta em aumento da
resisténcia, resposta imune antecipada, menor inflamacéo cardiaca in vivo ao custo da
reducdo de SOCS2 no coragdo, o que foi recentemente provado de ser crucial para a
protecdo/funcdo do miocéardio durante a infec¢do por T. cruzi (Machado et al., 2006;
Esper et al., 2012). A modulagdo da sintese de ROS in vivo e in vitro, demonstra que

esse composto desempenha seu papel de maneira dependente da concentracdo e do local
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durante a infeccdo por T. cruzi (Kimura et al., 2014; Menna-Barreto e De Castro, 2014).
Sendo assim, nosso trabalho fornece indicios sobre o papel de AhR na modulacdo da
resposta imune e producgéo de ROS durante a infec¢do experimental por T. cruzi. Ainda
sugere que, AhR, originalmente associado com a reposta a dioxina, poderia ser um alvo
direto para a modulacdo da resposta imune e desenvolvimento de patologia na doenca
de Chagas, de fato medicamentos existentes atuam pela formacédo de radicais livres os

quais ja sabemos que podem ser diretamente regulados por este receptor.
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CONSIDERACOES FINAIS

“Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe tudo.
Todos nos sabemos alguma coisa. Todos nos
ignoramos alguma coisa, por isso aprendemos
sempre.”

Paulo Freire

"Stay hungry. Stay foolish.""

Stewart Brand


http://en.wikipedia.org/wiki/Stewart_Brand
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O objetivo proposto no inicio do trabalho foi alcangado, mas o mecanismo
molecular pelo qual AhR influencia a producdo de ROS, e como interfere na infeccdo
por T. cruzi, ainda pode ser melhor elucidado. Outros dados foram produzidos, mas néo
foram demonstrados uma vez que ainda sdo inconclusivos, ndo se encaixavam no
contexto apresentado e/ou precisam de replicatas experimentais. O fator limitante para a
realizacdo do projeto foi a disponibilidade de camundongos AhR, principalmente para
experimentos in vivo que demandam um ndmero maior de animais, uma vez que, como
descrito por (Fernandez-Salguero et al., 1995), quase metade dos camundongos

deficientes de AhR morrem ap6s o nascimento.
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CONCLUSOES

“What you do for yourself dies with you when
you leave this world, what you do for others live on
forever.”

Ken Robinson


https://www.goodreads.com/author/show/43940.Ken_Robinson
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Produzimos dados consistentes que indicam a importante participagdo de AhR
ao longo do curso da infecgdo por T. cruzi sendo eles: (i) AhR € regulado positivamente
no coracdo de camundongos WT infectados por T. cruzi; (ii) a deficiéncia de AhR
conferiu resisténcia a infec¢do por T. cruzi in vivo; (iii) A deficiéncia de AhR resultou
em um aumento no estresse oxidativo em macréfagos esplénicos, e em uma resposta
pro-inflamatéria potente; (iv) em contraste, a auséncia de AhR, em macrofagos
peritoniais, levou ao aumento da atividade tripanocida, in vitro, apesar da reducdo da
producdo de ROS e n&o alteragcdo na produgdo de NO; (v) durante a infeccdo, na
auséncia de AhR o dano cardiaco, medido pela histopatologia e pela quantificacdo do
infiltrado inflamatério, foi menor quando comparado ao grupo WT também infectado.
Isso esta associado com uma resposta imune robusta e efetiva dos camundongos AhR

KO infectados, apesar da reducdo do infiltrado inflamatdrio.
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ABSTRACT

Aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a known ligand-activated transcription
factor that has been described as a potential target for therapeutic interventions. Upon
Toxoplasma gondii and Plasmodium berghei ANKA infection, absence of AhR results
in central nervous system dysfunction. However, its role in T. cruzi infection has not
been explored. T. cruzi is a parasite that causes Chagas disease, an important neglected
illness. Herein, we demonstrated that AhR is modulated during T. cruzi infection in
spleen and heart and its deficiency results in higher resistance, an anticipate immune
response and in lower heart inflammation. The AhR deficient mice resistance is
probably associated with decreased levels of reactive oxygen species (ROS) resulting in
inability of parasite in vitro to growth inside macrophages, but in vivo, associates with
increased inflammatory cytokines and ROS production, but not with nitric oxide. This is
the first report about the role of AhR in the modulation of immune response and ROS
production during T. cruzi infection.

Key words
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Reactive Oxygen Species

Suppressors of cytokine signaling

BACKGROUND

The first clue about the existence of Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) was
suggested in middles of sevenths decade, when studies demonstrated that an
intracellular receptor was involved in the induction of aryl hydrocarbon hydroxylase
activity [1, 2]. Several aromatic hydrocarbons, all exogenous compounds, including
3,7,8-tetrachloroibenzo-p-dioxin (TCDD) were demonstrated as capable to induce AhR
activity [3]. In fact, those compounds are still potent tools to investigate/uncover the
pathways triggered/regulated by AhR [4, 5]. Besides exogenous ligands, is currently
known that human and mouse AhR has also many endogenous ligands. Molecules as
indirubin, quercetin, kynurenic acid, 3-indoxyl sulfate, lipoxins, kynurenine,
prostaglandins, resveratrol and others have been identified as potent ligands [6-11]

AhR is a ligand-activated transcription factor that, in absence of a ligand, forms
a tetrameric complex in cytosol. Upon ligand binding, AhR translocate to the nucleus
where associates with Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT),
followed by interaction of this new complex with specific DNA sequences that control
transcriptional activity of target genes [12]. Nevertheless, AhR-independent ligand
activation has been described, but the relevance/role of this activation mechanism is
uncertain [5, 13]. AhR activation is essential in the regulation of immune response, and
due to the numerous physiological changes found in AhR knockout (KO) mice, plenty
functions of this receptor have been discovered [5, 14-16], including an important role

in normal physiology.
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In the context of immunity, it was described that AhR is essential for murine
resistance to Listeria monocytogenes [17], refrain and exacerbates development of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) when stimulated with dioxin and
FICZ [18], is associated with anti-viral immunity [19, 20] and is related with a better
resolution during Leishmania major experimental infection [21]. Studies from our group
demonstrated that AhR is critical for suppressor of cytokine signaling (SOCS) 2
expression induced by lipoxin in dendritic cells [22]. In a mice model of Toxoplasma
gondii and Trypanosoma cruzi infection, absence of SOCS2 results in central nervous
system and heart dysfunction, respectively [22, 23]. During Plasmodium berguei
ANKA experimental infection AhR is related with the ability to control the parasite
replication and interfere in inflammatory responses probably by means of SOCS1 and
SOCS3[23]. SOCS family is composed by eight proteins, commonly known as
cytokine-inducible SH2-containing protein (CIS) and SOCS1-7. SOCS1-3 have been
the most studied members and are associated with the suppression of cytokine actions
by inhibiting Janus kinase (JAK) activities. Data obtained from SOCS1 KO mice
suggest that this protein plays an important role in IFN-y signaling while SOCS3 has a
double-edge sword function since is able to regulate proinflammatory and anti-
inflammatory cytokines such as Interleukin (IL) 6 and IL-10 [24]. SOCS1 and SOCS3
are induced by the anti-inflammatory cytokine 1L-10 and are regulated by SOCS2 [22].
Here we have given special attention to this member of SOCS family since we tried to
address the question if AhR modulates SOCS2 expression during T. cruzi infection.

T. cruzi is a flagellate protozoan parasite that causes Chagas disease, an
important neglected zoonosis which affects currently 6-7 million individuals, and
besides the decreased in annual global mortality between 1990 and 2009, this disease is

still responsible for more than 10,000 deaths per year [25]. The majority of infected
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people undergoes acute phase to indeterminate clinical form of disease, a state of the
disease than can last from years to decades [25]. Symptoms in the chronic phase are
mainly related with cardiac dysfunctions that are caused by ischemia, necrosis,
inflammation and chronic increase in intracavitary pressure [26]. Chagas
cardiomyopathy is the main, most severe and common manifestation of disease
affecting 20-40% of the infected persons [27].

It is well known that a quick immune response against T. cruzi infection is very
important to balance the pathogen and host survival at the initial phase of disease. IFN-
y is critical to control pathogen replication. IL-12 is essential to induce IFN-y-dependent
innate and acquired immune response [28-31]. Natural killer (NK) cells when activated
by IL-12 produce IFN-y resulting in an expansion of CD4+ and CD8+ T cells which in
turn produce further IFN-y. Then, IFN-y activates T. cruzi-infected macrophages to
produce nitric oxide (NO) which controls pathogen-intracellular growth [32]. Together
with superoxide, NO is capable to promote peroxynitrite-mediated T. cruzi clearance in
macrophages [33, 34]. In T. cruzi-infected cardiac myocytes, mitochondrial-reactive
oxygen species (ROS) induction results in expression of inflammatory cytokines in a
NF-kB dependent manner [35, 36]. In vivo data, with T. cruzi SylvioX10/4 strain,
suggest that activation of inflammatory cells and cytokine production in spleen by
NADPH oxidase (NOX) activation and ROS production contributes to development of
myocarditis and chronic fibrosis in Chagas disease [37]. When hosts were treated with
apocynin (NADPH oxidase inhibitor) the defense against acute parasitemia decreased
owing to reduced activation of inflammatory and oxidative process [37]. Furthermore,
studies with p47phox”™ mice (which does not mobilize NADP oxidase-mediated
oxidative burst to produce superoxide) corroborated the importance of redox status [26].

It was also proposed that ROS and NO reacts resulting in generation of peroxynitrite
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(ONOO-), a reaction that strengthens the clearance power of NO enhancing its oxidative
properties during T. cruzi infection [38].

Expression of persistent high levels of CYP1Al and other related CYPs in
response to TCDD and other AhR ligands, leads to increased metabolism of exogenous
and endogenous chemicals and to the generation of ROS, increase in oxidative DNA
damage and the direct activation of intracellular kinase signaling pathways, thus,
altering, indirectly, gene expression and cellular responses. It was demonstrated that
AhR-dependent CYP1AL expression was required for this effect [4]. When produced in
lower concentrations, ROS induces Nrf-2 activation, a transcription factor sensible to
cell oxidative variations associated with the regulation of genes that codify antioxidant
proteins like enzymes of glutathione synthesis [39, 40] tioredoxina-1[41], heme
oxigenase-1[42], glutathione peroxidase, glutathione disulfide redutase [43], among
others. An intermediary amount of ROS stimulates the inflammatory response via
activation of NF-xB and activator protein (AP) 1 [44, 45], while higher concentrations
of ROS induces formation of pores in the mitochondria membrane and uncouples
electrons transfer thus resulting in apoptosis or necrosis [46]. In this way, the capacity
oh host-derived ROS to interfere in trypanosomatids biology is still controversial since
it could lead to parasite death, cell signaling or proliferation showing its double-edge
sword profile [47]. The production of ROS during T. cruzi Y strain infection has been
shown to stimulate amastigotes growth inside macrophages, and it can be associated
with iron mobilization [48]. This data indicates that ROS may also be related with
parasite proliferation and burden. Modulatory cytokines like IL-10 and TGF- inhibits
IFN-y-dependent macrophage activation, NO production and the differentiation of IFN-
vy producing cells [49, 50]. These mechanisms are required for induction and

maintenance of immune control during the acute phase of T. cruzi infection [28, 49].
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It is known that in the context of immunity, different AhR ligands can lead to
different outcomes. Treatments with nanoparticles results in suppression of
autoimmunity by induction of T regulatory (Treg) cells in EAE model in a selective
AhR activation-dependent manner. However, treatment with FICZ unleashes the
opposite effect by inducing Th17 cells [5]., AhR has a strong potential as a therapeutic
target. Herein, in the present study, we employed AhR KO mice to investigate the role
of AhR in the modulation of immune response and development of myocarditis during

the T. cruzi experimental infection.

METHODS

Animals: Wild-type (WT) C57BL/6 mice, were obtained from the Animal Care
Facilities of Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Minas Gerais, Brazil. Null
mice Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR KO) were bred on a C57BL/6 genetic
background under pathogen-free conditions at the Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
(UFMG). All animal experiments were carried out in strict accordance with the
recommendations in the Brazilian guidelines on animal work and recommendations in
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of
Health (NIH). The animal ethics committee of the UFMG, CETEA/UFMG, approved
all experiments and procedures including euthanasia, fluid and organ removal (Permit

Number: 089/10).

Parasites, infection and histopathology: The Y strain of T. cruzi was maintained in
vivo in Swiss mice. WT and AhR KO were infected intraperitoneally (i.p.) with 1 x 10°
trypomastigotes and parasitemia was periodically measured, in 5ul of blood from a tail

vein [51], until 15 days post infection (dpi). For in vitro infection, trypomastigotes were
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grown in RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and purified from a monkey
kidney epithelial cell line (LLC-MK2). At indicated time-points (10 and 15 dpi) mice
were euthanized with a sterilized mixture with 10 mg/Kg xylazine and 150 mg/Kg
Ketamine in PBS and heart were removed, immediately fixed in 4% buffered formalin
and tissues fragments were embedded in paraffin. Tissue sections (4 um thick) were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and examined under light microscopy.
Sections were captured with a digital camera (DEI-470; Optronics, Goleta, CA)
connected to a microscope (IX70; Olympus, Center Valley, PA) with a magnification of
x40. Heart inflammation was scored by counting the total numbers of inflammatory

cells in 30 microscope fields (x 40) in serial tissue sections as previously described [52].

Quantification of NO in serum: NO was quantified as nitrite (NO2") by Griess method
[53]. Nitrates (NO3z’) were reduced to nitrites by enzymatic conversion by nitrate
reductase [54] (Roche). The NO2 concentration (mM) was determined by reference to a
sodium nitrite (NaNO-) standard curve (1000 to 13.25 uM) containing nitrate reductase

(absorbance at 550 nm).

Measurement of NO, ROS and ONOO- ex vivo: Splenocytes of non-infected and T.
cruzi-infected WT and AhR KO mice were isolated (108 cells/well) and incubated for
30 min at 37°C, protected from light, with 10 mM of 4,5-Diaminofluorescein diacetate
solution (DAF-2DA, Sigma) to estimate NO, or 50 mM of 2.7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA, Invitrogen) to estimate ROS, or 25
mM of Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Invitrogen) to estimate ONOO-, as described
in [55] with small modifications. For all analyses, fluorescence was quantified in a

fluorometer (Synergy 2, BIOTEK, USA) at excitation wavelength 488 nm and
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measuring emission at 515 nm. Data are expressed as fold change of arbitrary units of

fluorescence.

Macrophage culture and its microbicidal activity, parasite uptake and ROS
production: WT and AhR KO macrophages were harvested from peritoneal cavities 3
days after injection of 2 ml of 3% sodium thioglycollate. The cells were washed and
cultured (5x10° or 10° cells/well) in RPMI 1640 (Cultlab, Curitiba, SP, Brazil)
supplemented with 5% fetal bovine serum, 50 umol/L 2-mercaptoethanol, 2mmol/L L-
glutamine, and penicillin/streptomycin (all from GIBCO, Grand Island, NY). The
adherent cells were obtained by remove of the nonadherent cells after 2 to 4 hours of
incubation of single-cell suspensions in tissue culture plates at 37° C in 5% CO,. After
overnight incubation of the adherent cells at 37° C in 5% CO, the supernatant was
removed, and trypomastigote forms of T. cruzi were added at a 5:1 parasite-to-cell ratio,
incubated for 3 hours, after which extracellular parasites were removed. The
intracellular amastigote rate was evaluated in macrophages plated (5x10° cell/well) onto
chamber slides (Nalge Nunc, Naperville, IL), at 4h (for uptake) and 48 h (for growth)
post infection. Parasite growth was also evaluated by daily counting of released
trypomastigotes in the supernatant of infected macrophages (5x10° cell/well) on days 4
to 7 post infection as described [51]. For ROS detection we performed a real time
chemiluminescence assay as described in [56] wherein WT and AhR deficient
macrophages (10° cells/well) were isolated and cultured (10° cells/well) overnight, in
opaque 96-well plates, as described above. After overnight culture, 0.05 mM of luminol
(5-Amino-2,3-dihydro- 1,4-phthalazinedione) (Sigma-Aldrich Co.), zymosan A (10:1
particles/cell ratio), apocynin (300uM) ( all from Sigma-Aldrich Co.) and parasites

were added to culture. Light emission was quantified every two minutes during three
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hours in a luminometer (Packard, Waltham, MA, EUA). Data was represented as

relative light units (RLU).

Flow cytometry: Splenic cells were evaluated ex vivo for the expression of extracellular
molecules and for intracellular cytokine synthesis. Spleens were removed from infected
mice at 10 and 15 dpi and splenocytes suspensions prepared as described in [23]. Each
sample comprised a pool of three mice spleens that were incubated with Brefeldin A
(1pg/ml) for 4 hours followed by fixation and staining with specific antibodies
combination: CD8 (PERCP), CD4 (PE), IFN-y (Alexa 488), CD11c (FITC), IL-12 (PE),
F4/80 (Alexa 488) and isotype controls (all from BD Pharmingen). Data were acquired
on a FACScan (Becton Dickinson) and viable cells were analyzed by flow cytometry

using FACS DIVA software (BD Pharmingen).

Total RNA extraction, cDNA production and polymerase chain reaction (PCR): T.
cruzi-infected WT and AhR KO splenic and cardiac tissues were removed at 10 and 15
dpi and total RNA was isolated using 1ml of Brazol reagent (LGC Biotecnologia)
according to manufacturer’s instructions, followed by the addition of 0.2 ml of
chloroform (Sigma Chemical Co.). 2 ug of purified RNA was used to synthesize cDNA
using Superscript IITM (GIBCO). The expression of mRNA for cytokines (IL-12 and
IFN-y) and B-actin was analyzed by RT-PCR, with GoTagGreen Master Mix (Promega)
in a PTC-100 thermal cycler (MJ Research). The reaction conditions were 34 cycles of
1 minat 94° C, 1 min at 60° C and 1 min at 72° C, with a final extension step of 2 min at
72° C. PCR products (semi-quantitative PCR) were separated by agarose gel
electrophoresis and stained with ethidium bromide. Real-time quantitative PCR (QPCR)

was performed on an ABI PRISM Step-One sequence-detection system (Applied
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Biosystems, Carlsbad, CA) using SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
for the genes IL-6, TNF-a, IL-17A, Foxp3, IL-10, SOCS1, SOCS2 and SOCS3.
GAPDH or 18S gene was used as endogenous control for normalization. The relative
expression level of genes was determined by the 2-22°t method [57, 58] and data were
normalized by GAPDH or 18S expression. The sequences of primers used in this study
were as follows: 18S Forward CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC; Reverse CGT
TCC ACC AAC TAA GAA CG, AhR Forward CAG TGG GAA TAA GGC AAG
AGT GA; Reverse AGG GAG ATG AAG TAT GTG TAT GTA, Foxp3 Forward CCC
AGG AAA GAC AGC AAC CTT, Reverse TTC TCA CAA CCA GGC CAC TTG,
GAPDH Forward ACG GCC GCA TCT TCT TGT GCA,; Reverse CGG CCA AAT
CCG TTC ACA CCG A, IL-6 Forward TTC CAT CCA GTT GCC TTC TTG; Reverse
TTG GGA GTG GTA TCC TCT GTG A, IL-10 Forward GCT CTT ACT GAC TGG
CAT GAG,; Reverse CGC AGC TCT AGG AGC ATG TG, IL-17A Forward TCC AGA
AGG CCC TCA GAC TA; Reverse TGA GCT TCC CAG ATC ACA GA, SOCs1
Forward GCA TCC CTC TTA ACC CGG TAC; Reverse AAT AAG GCG CCC CCA

CTT A, SOCS2 Forward CGC GTC TGG CGA AAG C; Reverse TTC TGG AGC CTC

'TT TAATTT CTC TT and SOCS3 Forward TTT GCG CTT TGA TTT GGT TTG;
Reverse TGG TTATTT CTT TGG CCA GCA, TNF-a Forward ACG GCA TGG ATC

TCA AAG AC; Reverse AGA TAG CAA ATC GGC TGA CG.

Statistical analysis: Results are shown as means +/- standard error of the mean (SEM).
Differences were compared by using Student’s t test, analysis of variance (ANOVA) or
Two-way ANOVA followed by Bonferroni corrections as needed for multiple
comparisons (Graph Prism Software 4.0). Results with a P<0.05 were considered

significant.
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RESULTS

Modulation of AhR expression during T. cruzi infection.

To investigate the involvement of AhR during T. cruzi infection we have first analyzed
the AhR gene expression in relevant organs of infected WT mice by RT-PCR. We
found that AhR mRNA was upregulated in spleen after infection at all time points
investigated, being the strongest expression at 75 dpi (Figure 1A). Similarly, AhR
expression in heart was upregulated at all time points investigated (Figure 1B). Next,
we investigated the role of AhR in the parasitemia levels during the acute phase of T.
cruzi infection. We found that AhR KO mice presented an important reduction in
parasitemia at 9 dpi when compared with WT counterparts (Figure 1C). These results

support the idea that AhR plays a role during T. cruzi infection.

Increased levels of ROS, but not of NO and ONOO-, in spleen of T. cruzi-infected
AhR KO mice.

As ROS, ONOO™ and NO are important cytotoxic mediators during T. cruzi infection,
we decided to analyze the levels of these molecules in T. cruzi-infected WT and AhR
KO mice. We measured systemic NO levels in the serum of T. cruzi-infected WT and
AhR KO mice and found that NO concentration was just significantly increased at 15
dpi in AhR KO mice when compared with WT (Figure 1D). Notably, this augmented
amount of NO in AhR KO mice corresponded to a time point subsequent to the
parasitemia control observed on this group of mice (Figure 1C). In the spleen, AhR
deficiency resulted in an increased production of ROS (Figure 1E), but not of ONOO"
and NO, (Figures 1F and 1G) at 10 dpi when compared with WT. Together, these data

suggested that NO is not involved in the increased ability of parasite clearance observed
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in AhR KO mice, and indicated that, in vivo, ROS might be one, among others

mediators, responsible for direct parasite clearance in the absence of AhR.

Deficiency of AhR results in reduction of ROS production and decreases T. cruzi
burden in macrophages.

The understanding of macrophages responses is important to elucidate the balance
between the mechanism by which the host is able to combat the parasite proliferation
and the ability of the parasite to evade the host immune response. When macrophages
obtained from AhR KO mice were in vitro infected with T. cruzi, an increased
microbicidal activity was observed. The amount of released trypomastigotes as well as
the intracellular amastigotes was significantly decreased in these cells when compared
with WT counterparts (Figures 2A and 2B, respectively). This was not associated with
a defect in the entry of parasites since uptake assays showed no difference in the
number of amastigotes between WT and AhR KO cells (Figure 2C). Next, we
investigated the ability of AhR deficient macrophages to produce ROS. We observed
that unstimulated AhR-deficient macrophages, in vitro, produced similar levels of ROS
than WT cells (Figure 2D). However, the deficiency of AhR resulted in dramatically
decreased in the production of ROS by macrophages stimulated with Zymosan (Figure
2E) and infected with T. cruzi (Figure 2F). Addition of apocynin, a drug that inhibit
ROS production, resulted in decreased ROS production by WT and AhR KO cells,
indicating that the ROS production by macrophages is partially dependent of AhR. All
together these results suggests that AhR controls the levels of ROS production by T.
cruzi-infected macrophages, which are necessary for the parasite replication. Indeed,
ROS was demonstrated to have a nutritional, and not cytotoxic, role for T. cruzi in vitro

[48]
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Deficiency of AhR causes a strong pro-inflammatory response in the spleen of T.
cruzi infected mice.

IL-12 and IFN-y are important cytokines released during innate and acquired immune
response to control T. cruzi infection. We analyzed the production of these cytokines in
the spleen at 10 dpi We found an increased production of IL-12 by CD11c¢*CD8" and
F480" cells (Figures 3A and 3B, respectively) and of IFN-y by CD4" and CD8" cells
(Figures 3C and 3D, respectively) in T. cruzi-infected AhR KO mice when compared
to WT counterparts. Additionally, we evaluated mRNA levels of other relevant
cytokines like IL-6, TNF-a, IL-17 and IL-10, as well as, the transcription factor Foxp3
and SOCS1/ SOCS2/SOCS3 at 10 and 15 dpi We observed no difference in IL-6 and
TNF-oo mRNA levels (Figures 4A and 4B). By contrast, IL-17 levels (Figure 4C)
were increased in the spleen of AhR KO at 10 dpi FoxP3 mRNA expression (Figure
4D), marker of regulatory T-cells (Treg), was significantly higher at 15 dpi, while 1L-10
levels (Figure 4E) was reduced in the spleen of AhR KO at the same time point. Our
analysis also showed that the mRNA of SOCS1, SOCS2 and SOCS3 was increased in
infected AhR deficient mice when compared with WT counterparts (Figures 4F, 4G

and 4H).

T. cruzi- induced heart inflammation is reduced in the absence of AhR.

We observed that T. cruzi infection induced a poor inflammatory infiltrate in WT and
AhR KO mice at 10 dpi (Figures 5B, 5E and 5G). Importantly, the quantity of
inflammatory cells increased at 15 days upon infection, being this infiltrate significantly
lower in the heart of AhR KO mice (Figures 5C, 5F and 5G). To characterize further

the inflammatory profile in the heart of infected AhR KO and WT mice, we have
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analyzed the mRNA levels of pro-inflammatory cytokines 1L-12, IFN-y, IL-6, TNF-a,
IL-17; the anti-inflammatory cytokine 1L10 and the cytokine signal regulators SOCS1,
2, 3. Our results shows that mRNA of pro-inflammatory cytokines I1L-12 (Figure 6A),
IL-6 (Figure 6B) and TNF-o (Figure 6C) were increased in the heart of infected AhR
KO mice at 15 dpi Interestingly, the amount of IFN-y was notably lower in AhR KO
when compared with WT mice (Figure 6D). We did not find differences in IL-17,
Foxp3 and IL-10 mRNA levels (Figures 6E-G). With regards the expression of SOCS
MRNA in the heart of AhR KO mice, we have found that SOCS2 and SOCS3, but not

SOCS1 (Figures 6H-J), were significantly reduced at 10 dpi when compared to WT.
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DISCUSSION

It has been described that AhR is crucial for a range of functions of the immune
system in the context of autoimmunity and infection [5, 59]. However, so far, is still
unknown how AhR regulates the immune response during T. cruzi infection. First, we
demonstrated that AhR is upregulated in spleen and heart of T. cruzi-infected WT mice
suggesting that this transcription factor might have important functions during this
infection. Another evidence of its relevance is the dramatic reduction in parasitemia
found in AhR KO mice when compared with WT. One might wonder if this effect
could be explained by the ability of AhR KO cells to produce high amounts of systemic
NO, an important cellular signaling molecule involved in parasite clearance [51].
Nevertheless, our results demonstrated that NO is not related with it since we did not
find difference in NO levels, in serum and spleen, at time points of infection at which
parasitemia was efficiently controlled. Despite that NO levels could not explain the
reduction in peripheral parasitemia in deficient mice, the increased ROS levels , but not
peroxynitrite, might indicate that this compound could contributes, together with
cytokines, with the greatest resolution of the initial infection observed in AhR deficient
mice. Although ROS was elevated in spleen during T. cruzi infection, our in vitro
infection demonstrated that ROS production by macrophages was importantly
compromised due to the absence of AhR. This was expected since has been previously
reported that AhR contributes substantially to ROS production [4, 47, 48]. Our finding
that T. cruzi had an impairment to replicate inside AhR KO macrophages could be
explained by the existing evidence on the importance of ROS as a factor that support
intracellular T. cruzi growth [48], therefore, explaining the defect in parasites replication

observed by us in AhR KO macrophages. Thus, ROS could have ambiguous roles that
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are likely dependent on its concentration [47] and location (tissue/cells) of production.
Furthermore, our results showed that activation of macrophages with Zymosan, a
component commonly used to model proinflammatory activation of macrophages,
induced ROS in an AhR-partially-dependent manner, demonstrating that this receptor is
important to modulate ROS production by macrophages upon different stimulus. .

Absence of AhR was also related to an increased production of IL-12 by
dendritic cells and macrophages, of IFN-y by CD4 and CD8 T cells, and IL-17 by
splenocytes at 10 dpi, resulting in a precocious inflammatory immune response when
compared with WT. The reduced expression of IL-17 observed in AhR KO mice at 15
dpi could be related with the increase expression of Foxp3, but not of IL-10, at this time
point, reflecting an increase in Treg cells population. Treg cells are described to
regulate cells function by secreting cytokines as IL-10 and TGF-f, or by direct contact
with surface receptors expressed by target cells (ref). This data corroborates that
activation of AhR leads to a suppression of inflammation. During experimental colitis
this suppression occurs by regulation of Foxp3 and IL-17 gene. In experimental
cerebral malaria AhR KO mice also display an increased IL-17 levels in the brain that is
associated with a reduction in expression of SOCS1 and SOCS3 [23, 60]. Herein,
SOCS1 and SOCS3 were up regulated at 15 dpi, which could be associated with a
reduction of IL-17 expression, as has been previously reported [61]

As heart is the major organ affected by T. cruzi, which altered function results in
pathology, we evaluated the role of AhR on the generation/characteristic of the
inflammatory infiltrate in T. cruzi-infected mice. No difference in the amount of
inflammatory cells was found at 10 dpi, but at 15 dpi, AhR deficient mice displayed a

reduced number of inflammatory cells in the myocardium when compared with WT.
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Nevertheless, the mRNA expression of several pro inflammatory cytokines (IL-
12, IL-6 and TNF-a) was significantly enhanced in the heart of AhR KO infected mice,
associated with decreased expression of SOCS2 and SOCS3. From these findings, we
could infer that despite AhR KO have reduced number of inflammatory cells, those that
were locally resident and/or recruited, were more responsive than WT cells. On the
other hand, the reduced mRNA levels of IFN-y observed in AhR KO mice at both time
points might probably be correlated with reduced migration of T cells to the
myocardium and/or decreased capacity of these cells to produce IFN-y in the absence of
the AhR receptor. The decrease expression of IFN-y could also explains the reduced
expression of SOCS3 mRNA found in the myocardium of T.cruzi-infected AhR KO
mice.

Previously, we demonstrated that AhR participate in lipoxins induction of
SOCS2 in dendritic cells [22], and that deficiency of SOCS2 results in heart dysfunction
during experimental T. cruzi infection [62]. Here, our results demonstrated that AhR-
deficient mice had a significant reduction of SOCS2 expression in the heart during T.
cruzi infection, supporting our previous findings. In summary, this study demonstrates
the importance of AhR in experimental T. cruzi infection, highlighting that absence of
AhR results in higher resistance, an anticipate immune response, lower heart
inflammation in vivo at the cost of reduction of SOCS2 expression in the heart, which
was previously proven to be crucial for myocardium protection/function during T. cruzi
infection [22, 62]. The modulation of ROS synthesis by AhR, and the differences
observed in the function of ROS in vivo and in vitro, demonstrates that, during T. cruzi
infection, this compound has a role in a concentration and local manner. Other authors
have already reported conflicting functions of AhR in ROS production [13]. Together,

our work provides the first clue about the role of AhR in the modulation of ROS
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production during the experimental T. cruzi infection, and also suggested that AhR,
originally associated with dioxin response, may be directly targeted for the modulation

of immune response and development of pathology in Chagas™ disease.
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LEGENDS

Figure 1. T. cruzi infection modulates AhR expression that is associated with
regulation of ROS production. WT mice were infected intraperitoneally with 103
trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). (A) Spleens and (B) hearts were harvested and
AhR mRNA was assessed by RT-PCR at 9, 15, 30, 45 and 75 dpi For analysis, data was
normalized to B-actin expression and to non-infected control T. cruzi-infected WT. (C)
Parasitemia was measured every 2 days from 3 to 15 dpi from tail vein blood samples.
(D) NO levels were measured in the serum of T. cruzi-infected AhR KO and WT mice
by Griess method with previous conversion of NOs™ to NO2", by nitrate reductase at 10
and 15 dpi. Spleen from T. cruzi-infected AhR KO and WT mice was processed for ex
vivo measurement of (E) reactive oxygen species (ROS), (F) peroxynitrite (ONOO"),

(G) and nitric oxide (NO) production by chemical fluorescent staining at 10 dpi. Data
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was normalized to AhR KO and WT non-infected animals. (C) Data is shown as the
mean = SD of the number of the parasites per ml of blood from one representative of 3

independent experiments. ***P <0,001, (D-F) ***P <0,006. (G) *P <0,05.

Figure 2. Reduction of ROS production by T. cruzi-infected AhR KO macrophages
decreased parasite replication. WT and AhR KO peritoneal macrophages were
cultured and infected with trypomastigotes form of T. cruzi (5:1) and ROS production
were measured as described in material and methods. (A) The released trypomastigotes
were counted daily from four to seven dpi T. cruzi-infected WT and AhR KO
macrophages were fixed and stained at (B) 48 h and (C) 4 h (Uptake) post infection, and
intracellular amastigotes were counted in 300 cells. ROS production by WT and AhR
deficient macrophages cultured with (D) medium alone, (E) zymosan and/or apocynin,
and (F) T. cruzi and/or apocynin were represented as relative light units. Each point
represents means +/- SEM of three independent experiments in triplicate samples ** P<

0.01

Figure 3. A pronounced pro inflammatory response is induced in the spleen of T.
cruzi-infected AhR KO mice. WT and AhR KO mice were infected with 10°
trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Spleens were processed and analyzed by flow
cytometry at 10 dpi Intracellular detection was done for (A) CD11c"IL-12%, (B) F480"
IL-12%, (C) CD4* IFN-y* and (D) CD8" IFN-y* cells. The results are presented as mean-
fold change compared to infected WT versus infected AhR KO mice. Data are shown as
the means +/- SEM from one experiment from a pool of three animals per group and is

representative of two independent experiments.
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Figure 4. Cytokines and SOCS profile in the spleen of T. cruzi-infected AhR KO
and -WT mice. WT and AhR KO mice were infected with 10° trypomastigotes of T.
cruzi (Y strain). Spleens were processed for total RNA extraction. mMRNA Levels of (A)
IL-6, (B) TNF-a, (C) IL-17A, (D) Foxp3, (E) IL-10, (F) SOCS1, (G) SOCS2 and (H)
SOCS3 were quantified at 10 and 15 dpi by gRT-PCR, analyzed by AACt method and
represented as 2744Ct ***p <0,001, **P <0,01, *P <0,05. Data are presented as the

means +/- SEM and is a representative of two independent experiments.

Figure 5. Absence of AhR results in decreased inflammatory cells in heart of T.
cruzi infected mice. Representative H&E-stained sections of the heart from uninfected
(A) WT and (D) AhR deficient mice, and T. cruzi infected (B-C) WT and (E-F) AhR
deficient mice. (A, D) Represent normal histological appearance in uninfected animals
at 10 dpi (B, E) Shows a discrete and multifocal infiltration of immune cells in
myocardium from both infected groups (arrows) at 15 dpi (C) Multifocal to coalescing
and intense inflammatory infiltration in the myocardium (arrows). (F) Multifocal and
moderate myocarditis (arrows). Original magnification: A-F: x400. (G) Heart
inflammation was scored at 10 and 15 dpi by counting the total numbers of
inflammatory cells in 30 microscope fields (x 400) of each of five animals (per group)
in serial tissue sections. Data are shown as the means +/- SEM from one experiment.

*P <0,05

Figure 6. Cytokines profile in the heart of T. cruzi-infected AhR KO and WT mice.
WT and AhR KO mice were infected with 10® trypomastigotes of T. cruzi (Y strain).

Heart were processed for total RNA extraction. mMRNA levels of (A) IL-12, (B) IL-6,
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(C) TNF-a, (D) IFN-y, and (E) IL-17A, (F) Foxp3, (G) IL-10, (H) SOCS1, (I) SOCS2
and (J) SOCS3 were measured at 10 and 15 dpi (A, D) were measured by RT-PCR and
(B-C, E-J) by gPCR. For qPCR, analyzes were made by AACt method and represented
as 27AACt ***p <0001, **P <0,01, *P <0,05. Data are presented as the means +/- SEM

and is of one representative of two independent experiments.
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Figure 2
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Figure 5
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