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Resumo

Na infec¢éo pelo Trypanosoma cruzi ocorre producéo local de citocinas pro-
inflamatodrias, principalmente por células da linhagem macrofagica parasitadas.
Essas citocinas podem atuar em células fagociticas nado profissionais, como
fibroblastos e células epiteliais, que estdo nesse ambiente pro-inflamatério e que
serdo posteriormente infectadas pelo parasito. Entretanto, o efeito desse ambiente
inflamatério na invasao dessas células ainda ndo foi completamente elucidado.
Nesse trabalho nés demonstramos que duas linhagens epiteliais, HEK293T e
LLC-MK2, tornam-se mais susceptiveis a infeccdo pela cepa Y de T. cruzi apds
tratamento com TNF. O aumento na invaséo esta relacionado com a concentragao
de TNF. Esses tipos celulares também apresentam maior nimero de parasitos
intracelulares quando tratadas com sobrenadante de células THP-1 previamente a
infecgdo com T. cruzi, e esse efeito € inibido por inativacdo do sobrenadante com
anticorpo monoclonal para TNF. Além disso, nossos resultados mostram que a
maior susceptibilidade a infecgdo induzida por TNF é revertida por tratamento
prévio com TPCK, inibidor de NF-«B.

Nossos dados indicam que fatores sollveis liberados por células imunes

infectadas por T. cruzi favorecem a invasdo de células epiteliais por este parasito.
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Abstract

At the site of infection, pro-inflammatory cytokines locally produced by
macrophages infected with Trypanosoma cruzi can activate surrounding non-
professional phagocytes such as fibroblasts, epithelial and endothelial cells, which
can be further invaded by the parasite. The effect of secreted soluble factors on
the invasion of these cells remains, however, to be established. We show here that
two epithelial cell lines become significantly susceptible to the infection by the Y
strain of T. cruzi after tumor necrosis factor (TNF) treatment. The increase in the
invasion was correlated with the increasing concentration of recombinant TNF
added to cultures of HEK293T or LLC-MK2 cells. Supernatants taken from PMA-
differentiated human monocytes infected with T. cruzi also increased the
permissiveness of epithelial cells to subsequent infection with the parasite, which
was inhibited by a TNF monoclonal antibody. Furthermore, the permissiveness
induced by TNF was inhibited by TPCK, and led to significant decrease in the
number of intracellular parasites, providing evidence that activation of NF-kB
induced by TNF favors the invasion of the epithelial cell lines by T. cruzi through
yet an unidentified mechanism. Our data indicate that soluble factors released from
macrophages early in the infection favors T. cruzi invasion of non-professional

phagocytic cells.
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1 Introducéo e Justificativa

A doenca de Chagas € uma zoonose que acomete entre 8-15 milhdes de
pessoas na América Latina; estima-se que cerca de 40 milhdes estdo sob risco de
infeccdo natural por insetos triatomineos da familia Reduvidae (revisto em
Lannes-Vieira et al., 2010). A transmissédo congénita compreende cerca de 14.000
casos por ano. A mortalidade deve-se, principalmente, a faléncia cardiaca
congestiva e estima-se que atualmente 1,8 milhGes de pessoas tenham
desenvolvido cardiomiopatia chagasica congestiva (Coura & Dias, 2009; Moncayo
& Silveira, 2009). A realizacdo de programas de controle epidemioldgico
conduzidos pelo Brasil, Uruguai e Chile permitiu a reducdo significativa da
transmissao natural dessa infec¢éo, o que resultou em certificacéo, pela WHO, em
2000, por controle do vetor Triatoma infestans.

Outras vias de transmissdo da doenca de Chagas sdo a transfusédo
sanguinea e os acidentes laboratoriais. A transmissdo por transfusdo sanguinea
passou a ser relevante devido a imigragdo da zona rural para as areas urbanas,
entre 1970 e 1980. Na maioria dos paises da América Latina, 0 exame para a
deteccado da doenca de Chagas esté incorporado aos testes realizados em bancos
de sangue (Moncayo & Silveira, 2009). Esta forma de transmissdo constitui
problema de saude publica no Canada, México, Estados Unidos da América e
Japdo, devido a constante imigracao de cidadaos latinos (Coura, 2010).

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas bem caracterizadas, a

fase aguda e a fase cronica. Na fase aguda observam-se tripomastigotas na
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corrente sanguinea e ninhos de amastigotas em diferentes tipos celulares, mas
principalmente em células musculares.

Os tripomastigotas se multiplicam sob a forma de amastigotas no
citoplasma das células hospedeiras e, ap6s diferenciacao para a forma infectante,
sao liberados pelo rompimento da célula parasitada (Brener, 1973; Carvalho & De
Souza, 1989; Souza, 2000). Nesta fase, evidencia-se resposta imune inflamatéria
local e sistémica. A grande maioria, 99%, dos pacientes é assintomatica na fase
aguda, ou manifesta uma leve febre e linfoadenopatia. Entretanto, em criancas e
idosos, 0s sintomas podem ser mais graves e se nao tratadas podem levar a 6bito
em 5-10% dos casos (WHO, 2002). As principais alterac6es patolégicas no
coracdo sdo a miocardite, a congestdo, o edema, o infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear e o aumento das cémaras cardiacas (Prata,
1994).

Na fase crbnica ocorre diminuicdo drastica no numero de parasitos
circulantes no sangue e de ninhos de amastigotas nos tecidos. Descrevem-se trés
formas clinicas distintas: a indeterminada (assintomatica), a cardiaca
(cardiomiopatia chagasica) e a digestiva (megacolon e/ou megaesétfago). A forma
digestiva é encontrada quase exclusivamente na parte sul da bacia amazoénica.
Essa distribuicdo geogréfica parece estar relacionada com o isolado, ou
populagéo, do parasito (Campbell, et al., 2004). A forma cardiaca é a mais grave e
frequente entre as formas sintométicas da doenca, acometendo entre 20-30% dos
pacientes. Os pacientes geralmente vém a Obito devido a faléncia cardiaca
congestiva (Rassi, et al., 2000). A forma assintomatica acomete 70% dos

pacientes chagasicos crénicos, que embora apresentem positividade para
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anticorpos contra o T. cruzi, ndo manifestam sintomas de cardiomiopatia ou
distarbios digestivos (Tanowitz et al., 1992; Prata, 2001).

Ainda ndo se sabe quais fatores determinam a evolucdo das formas clinicas
da doenca de Chagas. Admite-se que tanto diferencas na resposta do hospedeiro
a infeccdo, quanto a heterogeneidade genbmica do T. cruzi estejam envolvidas
neste processo (Macedo & Pena, 1998). Em relacdo ao hospedeiro, o perfil da
resposta imune ao T. cruzi, assim como seu papel no desenvolvimento da
infeccao tem sido objeto de estudo intenso (revisto em Kayama & Takeda, 2010).

O T. cruzi pode utilizar diferentes mecanismos de invaséo relacionados com
o perfil de receptores e ligantes disponiveis na superficie da célula-alvo. O
processo de invasao inicia-se com a adesdo do parasito a superficie celular. O
grau de adeséo depende do isolado, da forma evolutiva do parasito e do tipo
celular parasitado (Aradjo-Jorge, et al., 1992).

Tripomastigotas sdo capazes de invadir fibras musculares cardiacas,
esqueléticas e lisas, fibroblastos, macréfagos, células gliais e epiteliais (Andrade,
2000). A entrada desse parasito em células nédo fagociticas epiteliais depende de
sinalizacdo de célcio mediada por proteina G (Tardieux et al., 1994; Leite et al.,
1998). A adesao do parasito ativa fosfolipase C (PLC) e libera célcio de estoques
intracelulares sensiveis a trifosfato de inositol (IP3) (Rodrigues et al.,, 1995). A
capacidade de os tripomastigotas, de diferentes isolados de T. cruzi, invadirem as
células hospedeiras também esta relacionada a expressdo diferencial de
glicoproteinas presentes na superficie do parasito. Essas moléculas exibem
atividade especifica sinalizadora de célcio nas células hospedeiras (Ruiz, et al.,
1998). A analise de moléculas de superficie desse parasito possibilitou sua

divisdo em dois grupos distintos quanto a capacidade de invaséo, in vitro, de
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células de mamiferos (Yoshida, 2006). Tripomastigotas de isolados mais
infectantes, como o clone CL-Brener, ligam-se a superficie da célula hospedeira
através de gp82 e induzem a ativacdo de PTK (proteina tirosina kinase). Essa
sinalizagdo também envolve a ativacao da fosfolipase (PLC), a geracao de IP3
(fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato) e, conseqiientemente, a mobilizagdo de Ca2+ dos
seus estoques intracelulares do reticulo endoplasmatico. Essas populacdes de
maior capacidade infectante ndo possuem as glicoproteinas de superficie gp90 e
gp35/50.

Por outro lado, em isolados de menor capacidade infectante, como a cepa
G, a ligacdo a superficie celular ocorre principalmente através de gp35/50, que
promove cascata de sinalizagdo menos eficiente. Nesses isolados, a cascata
independe de PTK e de PLC e, provavelmente, é dependente de AMPc (AMP
ciclico). Neste caso, o Ca?* necessario para 0 processo de invasdo parece ser
liberado para o citosol a partir de vactolos com sistema de troca i6nica Ca®*/H",
também chamados acidocalcisomas. A Figura 1 mostra a interacdo dos dois

grupos de glicoproteinas com a superficie da célula hospedeira.
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Figura. 1. Ativagcdo de cascatas de sinaliza¢do associadas a Ca2+ por diferentes isolados de T.

cruzi no processo de invasdo de célula hospedeira (retirado de Yoshida, 2006)

Segundo Andrews (1995) a elevacédo dos niveis intracelulares de célcio na
célula hospedeira promove o recrutamento de lisossomos para o sitio de entrada
do parasito seguido por sua fusdo com a membrana e formagdo do vacuolo
parasitéforo. Os lisossomos sdo deslocados por uma proteina motora associada
aos microtubulos, a cinesina (Tardieux, et al., 1992; Rodriguez, et al., 1996).
Ademais, o processo de invasdo é facilitado pela ruptura de microfilamentos de
actina (Tardieux, et al., 1992).

A proteina sinaptotagmina VII, membro da familia sinaptotagmina e
presente na superficie de lisossomos de diferentes tipos celulares, participa da
regulacdo desse processo mediante dominio de ligacdo ao Ca** (Caler et al.,

2001; Yoshida, 2006).
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Burleigh (2005) preconiza outra via de entrada para o0 parasito,
independente da fuséo de lisossoma com a membrana plasmética. Por esta visao,
o T. cruzi entraria na célula hospedeira através de invaginagbes da membrana
plasmatica com acumulo de PIP3 (fosfoinositil-3-fosfato), produto da ativagcao da
PI3K (fosfatidilinositol-3-cinase). Essa autora descreve que, logo apds a invaséo
da célula, 20% dos parasitos estdo colocalizados com os lisossomos, 50% em
vacuolos contendo marcadores de membranas e 20% em endossomos primarios.
Desse modo, a fusdo com os lisossomos ndo seria fundamental para o processo
de internalizagcdo do parasito. Entretanto, 60 minutos apés a entrada, 100% dos
parasitos estdo colocalizados com os lisossomos, 0 que poderia indicar a fuséo
com lisossomos como processo fundamental para o estabelecimento da infeccéo,

mas ndo para o processo de invasao.

RESPOSTA IMUNE INATA: ATIVACAO DO FATOR DE TRANSCRICAO NF-
kappaB

Um aspecto importante da infeccdo por patdgenos refere-se a ativagdo de
componentes celulares que medeiam a cascata de sinalizagdo do fator de
transcricdo NF-xB. A familia dos fatores de transcricdo NF-xB regula a expresséo
de genes que participam do controle da resposta imune inata e adquirida (Karin &
Delhase, 2000), tais como os que codificam citocinas, moléculas de adesédo e
moléculas co-estimulatorias que medeiam a interagdo célula-célula e regulam as
fun¢Bes imune celulares.

O NF-xkB é um fator de transcricdo formado por um grupo de cinco

proteinas que podem formar complexos homo ou heterodiméricos: p50 (NF-xB1),
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p52 (NF-xB2), p65/RelA, c-Rel e Rel. Na auséncia de estimulos, o NF-xB esta
presente no citosol sob a forma inativa, associado a proteinas inibitorias da familia
IxB, que englobam as proteinas IxBa(alfa), IxBp(beta), IkBy(gama), IxBe(epsilon),
Bcl-3, p100 e p105. Apos estimulo apropriado, IkB-alfa é fosforilada nos residuos
de Ser32 e Ser36 pelo complexo multiprotéico constituido de duas subunidades
cataliticas, a IKK-alfa e IKK-beta, e uma subunidade regulatéria ndo-catalitica, a
IKK-gama. Em seguida, lkB-alfa é rapidamente degradada pelo proteassomo 26S,
permitindo que o NF-kB agora livre possa se translocar para o ndcleo, onde entéo
se liga a elementos regulatorios especificos presentes na regido promotora de
genes pro-inflamatérios (Hayden & Ghosh 2004; Perkins, 2007).

Vérios estimulos extracelulares podem induzir a ativacdo de NF-xB (FIG. 2)
como, por exemplo, moléculas de patdégenos que sao reconhecidas pelos
receptores tipo Toll (TLR), um componente celular chave na infeccdo de

macroéfagos pelo T. cruzi.
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Transcription

Figura 2: Vias de sinalizacdo de NF-xB (Mohamed et al, 2009, modificado)

Esses receptores sdo expressos em células da resposta imune inata como
0s macréfagos e células dendriticas e sdo criticos para o recrutamento de
fagécitos para o tecido infectado, desenvolvimento de imunidade adquirida
protetora e eliminagdo do patdgeno invasor. De fato, os TLRs estdo envolvidos na
defesa contra todas as categorias de microrganismos causadores de doencas,
incluindo os protozoarios parasitos (Campos, et al., 2001; Li, et al., 2010; Oliveira,
et al., 2010).

Os TLRs sado receptores transmembrana do tipo 1, formados por uma
porcdo extracelular rica em repeticdes de leucina e uma parte intracitoplasmatica

carboxi-terminal que contém uma regido conservada conhecida como dominio de
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homologia de receptores interleucina/Toll (TIR, do inglés Toll/Interleukin
Receptor). O dominio extracelular é responsavel pelo reconhecimento do ligante e
pela dimerizag@o do receptor (revisto em Kleijn & Pasterkamp, 2003; Banerjee &
Gerondakis, 2007).

Os TLRs reconhecem estruturas macromoleculares que sdo caracteristicas
de organismos patogénicos, chamadas padres moleculares associados a
patogeno (PAMPs — pathogen-associated molecular patterns) como, por exemplo,
as ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) derivadas de protozoarios parasitos
(Campos, et al., 2001), o lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas, 0 RNA
de dupla-fita de virus, sequéncias CpG de DNA bacteriano, flagelina, entre outros
(Janeway & Medzhitov, 2002; Chaturvedi & Pierce, 2009).

Os PAMPs séo especificamente e seletivamente reconhecidos pelos TLRs
expressos como proteinas transmembrana nas células hospedeiras. Até o
momento 11 tipos de TLRs foram descobertos nas células de mamiferos . Uma
vez ativados, os TLRs desencadeiam cascatas de sinalizacdo que levam a
expressdao de uma série de proteinas, incluindo as citocinas pré-inflamatérias
(Barton & Medzhitov, 2003; Chaturvedi & Pierce, 2009).

De modo semelhante ao receptor de interleucina-1 (IL-1R, apds a
estimulagdo pelos seus respectivos PAMPs, os TLRs recrutam uma proteina
adaptadora citoplasmética especifica como, por exemplo, MyD88, e a cinase
associada ao receptor de IL-1 (IRAK — IL-1R-associated kinase), induzindo a
ativacdo do fator 6 associado ao receptor do TNF (TRAF6 - TNF receptor-
associated factor 6). Em seguida, o complexo IRAK-TRAF6 se dissocia do TLR e
interage com a MAPKKK (“Mitogen-activated protein kinase kinase kinase”) e com

a cinase de IkB alfa, a IKK-alfa do complexo IKK, iniciando assim a ativacdo de
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NF-xB. Estabelece-se, assim, uma relacdo dindmica entre TLRs, PAMPs e NF-kB
(Kawai & Akira, 2006; O’Neill & Bowie, 2007).

O TLR2 ¢é responsavel pelo reconhecimento das ancoras de
glicosilfosfatidilinositol derivadas de T. cruzi, sendo sua dimerizagdo com TLR6 ou
TLR1 fundamental para sua ativacdo (Campos et al., 2001; O’Neil, 2006). A
ligacdo com TLR2 ativa cascata de transdugéo de sinal que promove a ativagdo
do fator de transcricdo nuclear kB (NF-xB) e, consequentemente, a resposta
celular pré-inflamatéria (Campos, et al., 2001 Ishii et al., 2008).

A ativagdo de NF-xB promove a transcricdo de genes que codificam
citocinas pré-inflamatdrias como, por exemplo, o TNF (fator de necrose tumoral), a
IL-12 (Interleucina 12), IL-1B (Interleucina 1B), IL-6 (Interleucina 6) e da enzima
oxido nitrico sintase induzida (NOSZ2), responsavel pela producéo de 6xido nitrico -
NO (Chandrasekar, et al.,1998).

O TNF é secretado por macrofagos, mondcitos, neutrofilos, linfécitos T,
células natural “killers” (NK) e cardiomiécitos apos diferentes estimulos incluindo
Interferon-gama (IFN-gama), IL-12, bradicinina e complexos imunes (Machado, et
al., 2000 ). Por outro lado, IL-6 e TGF-3 (Fator de crescimento transformante beta)
sdo capazes de inibir a producéo de TNF (Ming, et al., 1995). As citocinas TNF, IL-
18 e IL-6 regulam sinergicamente sua propria producao através de mecanismos
paracrinos e autdcrinos (Chandrasekar, et al.,1998; Cope, 1999; Aliberti, et al.,
2001).

O TNF possui um amplo espectro de atividades incluindo-se agéo citolitica
e citostatica em células tumorais, aumento da fagocitose e citotoxidade em
neutrofilos, inibicdo de mecanismos anticoagulatorios, acdo quimiotatica em

neutrofilos, indugéo de sintese de varias citocinas quimioatrativas, estimulagéo de
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angiogénese, inducdo de sintese de IL-1 e fagocitose em macréfagos,
estimulagdo de sintese de NO e sintese de IFN-y (interferon gama) por leucécitos
(Silva, et al., 1995; COPE, 1999; Aliberti, et al., 2001). A IL-1 é produzida por
diferentes tipos celulares, como macréfagos, queratinécitos e células endoteliais e
pode atuar na ativagéo de linfocitos, induzindo a sintese de TNF, IL-6, anticorpos,
NO e na expressédo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (INOS/NOS2). Essa
citocina também induz hipertrofia de certos tipos celulares (Titus, et al., 1991;
Petersen & Burleigh, 2003). A producdo excessiva de TNF pode agravar a
patologia e levar o hospedeiro a morte (Titus, et al.,1991).

O TNF atua nas células através da ligacdo com dois receptores o receptor
de TNF do tipo 1 (TNF-R1) e o receptor de TNF do tipo 2 (TNF-R2), promovendo a
ativacdo de cascatas de sinalizacao intracelular. Os receptores de TNF (TNFRS)
séo receptores transmembrana do tipo 1 cujo dominio extracelular possui de 1-5
repeti¢des ricas em cisteina e o dominio intracelular um dominio de morte (DM). O
TNF-R1 possui o DM em sua porgéo citoplasmatica, enquanto o TNF-R2 ndo o
possui. Consequentemente, o TNF-R1 traduz sinais tanto de sobrevivéncia e
inflamacao, mediada por NF-kB, quanto sinais de morte celular, mediado por
caspases; enquanto o TNF-R2 traduz preferencialmente sinais de sobrevivéncia
celular (Gupta, 2001; Thommesen & Laegreid, 2005).

A ligacdo de TNF a ambos receptores promove a liberacdo da proteina
silenciadora dos dominios de morte (SODD) dos seus dominios intracelulares
permitindo a ligagcéo da proteina do dominio de morte associada a TNFR (TRADD)
(Takada, et al., 2003). A ligacdo de TRADD ao dominio citoplasmatico do TNFR
recruta proteinas adaptadoras acessoérias como RIP1 (proteina de interagdo ao

receptor), TRAF2, e clAP1 (inibidor celular da apoptose) que juntas formam o
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complexo I. O complexo | sinaliza ativando cinases indutoras de NF-xB e MEKK1
(MAPK cinase 1) que desencadeiam a cascata ativadora de NF-kB, promovendo
assim a transcricao de genes antiapoptéticos e proinflamatérios (Hayden & Gosh,
2004). De forma alternativa, a ligagdo do TNF ao TNFR-1 pode recrutar TRADD
que, ativado, recruta outra proteina adaptadora, a proteina associada ao dominio
de morte (FADD). FADD ativado promove o recrutamento de procaspase 8 para
formar o complexo indutor do sinal de morte (DISC), que promove a ativagdo
dessa caspase liberando-a no citoplasma. A liberacdo da caspase 8 no citosol
desencadeia uma cascata de ativagdo de caspases, caspase 3, 6 7 que vao agir
em diferentes substratos resultando nas caracteristicas bioquimicas e
morfoldgicas de apoptose (Irmler, et al., 1997; Kataoka, et al., 1998).

As formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi sdo capazes de parasitar
células fagocitarias profissionais como macrofagos e nédo-profissionais como
células epiteliais, musculares e fibroblastos. Os mecanismos moleculares que
favorecem a persisténcia do parasito em células fagocitarias ndo-profissionais séo
ainda desconhecidos e pouco explorados.

Hall et al (2000) demonstraram que NF-xB néo é ativado de forma eficiente
em células musculares cardiacas apés infeccdo com T. cruzi, 0 que poderia
explicar o tropismo preferencial por este tipo celular, principalmente na fase aguda
da infeccéo.

No local da infeccdo como a pele, por exemplo, os fatores sollveis
secretados pelos fagocitos profissionais infectados pelo T. cruzi se difundem no
meio extracelular e agem sobre outras células vizinhas tais como os fagocitos
nao-profissionais que incluem fibroblastos, células epiteliais e endoteliais.

Entretanto, ainda é obscuro como essas células, apds serem ativadas por fatores
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pré-inflamatérios como as citocinas, respondem a infeccéo pelo T. cruzi. Como o
TNF é uma das principais citocinas secretadas por células da resposta imune
inata numa infecgdo, decidimos investigar o nimero de parasitos intracelulares em
células fagociticas nao-profissionais ativadas pelo tratamento com o TNF.

A ligacao do TNF ao seu receptor celular pode disparar, além de outras vias
intracelulares, a ativagdo de NF-«kB que por sua vez regula a expressado de um
grande numero de genes que estdo implicados na resposta imune e inflamatdria,
na ades&o e no crescimento celular.

Em vista disso, nosso estudo hipotetiza que fagoécitos nao-profissionais
ativados pelo TNF apresentem modificacbes em seu padrdo de expressao génica
e, consequentemente, protéico, que podem refletir a sua permissividade a

infeccdo pelo T. cruz.
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2 Objetivos
Investigar qual é o efeito da ativagcdo celular induzida por TNF sobre a

invasdo de células fagociticas néo profissionais pelo T. cruzi .

2.1. Objetivos especificos:

2.1.2 Verificar o efeito do TNF sobre o nimero de parasitos intracelulares
em células HEK293T e LLC-MK2 infectadas com a cepa Y de T. cruzi.

2.1.3 Verificar o efeito da inibicdo da ativacdo de NF-xB induzida por TNF
em células HEK293T e LLC-MK2 sobre o nimero de parasitos intracelulares.

2.1.4 Verificar o efeito de fatores liberados por fagécitos profissionais
infectados por T. cruzi sobre o nimero de parasitos intracelulares em células
fagociticas ndo-profissionais.

2.1.5 Verificar o efeito da neutralizacdo de TNF em sobrenadantes obtidos
de culturas de fagdcitos infectados por T. cruzi sobre a infeccdo de células
HEK293T e LLC-MK2.

2.1.6 Verificar o efeito da inibicdo do calcio intracelular em células
HEK293T e LLC-MK2 sobre o nimero de parasitos intracelulares.

2.1.7 Verificar a capacidade de adesdo de formas tripomastigotas de T.

cruzi em células HEK293T e LLC-MK2 estimuladas com TNF.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Parasitos

A cepa Y de T. cruzi foi mantida em culturas de células epiteliais de rim de
macaco (LLC-MK2) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium — GIBCO) suplementado com 2% SFB (soro fetal bovino), 1% glutamina e
1% penicilina-streptomicina(P/S). As células foram mantidas em estufa com
atmosfera umidificada, a 37° C e 5% de CO,. Sobrenadante com tripomastigotas
foi coletado em tubo de poliestireno, centrifugado por 10 minutos a 2.200 r.p.m., e
a seguir mantidos em estufa com atmosfera imida por, pelo menos, trés horas,
para separacdo dos tripomastigotas de amastigotas e restos celulares. A seguir, o
sobrenadante foi coletado e o nimero de tripomastigotas viaveis foi estimado em

camara de Neubauer.

3.2 Linhagens celulares

Células LLC-MK2 e HEK293T (linhagem celular embrionaria de rim
humano) foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 1%
P/S e 1% glutamina. As células foram mantidas em estufa com atmosfera
umidificada, a 37° C e 5% de CO,. Em todos os experimentos onde determinamos
0 nimero de parasitas intracelulares, ambos os tipos celulares foram tripsinizados
com tripsina 0,5% (Invitrogen) e plagueados em laminulas de vidro na densidade
de 1,5 x10°(contadas em camara de Neubauer) para que no dia da realizacio dos
experimentos estivessem com a confluéncia ideal (80-90%). Estoques celulares,
na concentracéo de 1x10° foram mantidos congelados em SFB contendo 10% de

DMSO (dimetilsulféxido), em criotubos, & -70°C.
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3.3 Preparacdo de plasmideos em larga escala

Para a obtencdo dos plasmideos, bactérias DH5a eram transformadas
com os plasmideos usados neste estudo, a saber: pEGFP-N1 (CLONTECH),
pCDNA3.1 (Invitrogen) e pRcCMV-lkBa-DN (TRAENCKNER, et al.,, 1995 —
gentilmente cedido pelo Prof. Ulisses Gazos Lopes, IBCCF, UFRJ). A cada 100 ul
de bactéria em um tubo de microcentrifuga de 1,5ml, eram adicionados até 5 ul de
plasmideo, gentilmente misturados e em seguida incubado em banho de gelo por
30 minutos, seguido de incubac&o a 37°C por 45 segundos e banho de gelo por
30 segundos. Um mililitro de meio LB sem antibiético (a 37°C) era adicionado e a
mistura incubada por 60 minutos a 37°C em shaker orbital sob agitacdo
moderada. A suspensdo era centrifugada a 8.000 x g por 5 minutos, o
sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspenso gentiimente em 100 ul de
meio LB sem antibidtico. A suspensédo era entdo plaqueada em agar LB (Luria-
Bertani) contendo ampicilina 100 ug/ml, e entédo incubada por 16-18 horas a 37°C.
Uma col6nia de cada placa era selecionada e crescida a 37°C em meio LB liquido
contendo 100 ug/ml, com agitacdo constante, por 12-14h. A extracdo dos
plasmideos era realizada seguindo-se o protocolo do kit Wizard® Plus Maxipreps
DNA Purification System (Promega). Toda amostra da cultura foi centrifugada a
5.000 x g por 10 minutos (min), a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspenso em 15 ml de solucdo de ressuspensdo de
células. A solucdo de lise celular foi adicionada e a mistura homogeneizada por
inversao. Apos 20 minutos, foi adicionada a solugéo de neutralizagédo, seguida de
homogeneizacédo por inversdo. As amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por

15 min e o sobrenadante transferido para um novo tubo de centrifuga. Foi
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adicionado metade do volume da amostra de isopropanol seguida da
homogeneizacgdo por inversdo. Apds nova centrifugacédo a 14.000 x g por 15 min,
0 sobrenadante foi descartado e o sedimento de DNA resuspenso em 2 ml de
tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). Apds adicdo de 10 ml de
resina, a solugdo de DNA foi homogeneizada e transferida para maxicoluna
aplicada a aparelho de vacuo. A coluna foi lavada e o DNA eluido com agua livre
de nuclease aquecida a 65°C, apdés centrifugacdo a 1300 g por 5 minutos. O DNA

coletado foi transferido para um tubo de microcentrifuga e armazenado a -20°C.

3.4 Transfeccao de células HEK293T

As células HEK293T foram plaqueadas a uma densidade de 1,5 x 10°
células por poco em placas de 24 pocos, contendo laminulas de vidro, e cultivadas
por 16-18 horas de modo que apresentassem 85-90% de confluéncia no momento
da transfeccdo. A quantidade de plasmideo a ser transfectada era preparada em
150 pl de meio DMEM livre de soro e antibidticos. O reagente PEI
(Polyethylenimine) foi adicionado ao mix acima na propor¢ao de 5:1, relativa para
guantidade em ug de DNA plasmideano. Ap6s 10 min de incubacéo a temperatura
ambiente, foram adicionados 300 ul de DMEM suplementado com 10% de SFB,
seguido de centrifugacdo. O mix de transfeccéo foi entdo adicionado gota-a-gota
por toda extensdo do pogo. Vinte e quatro horas apos a transfecgéo, as células
foram infectadas com cepa Y de T. cruzi (10 parasitos por célula) por duas horas,
retirando-se os parasitos em seguida. Apds vinte e duas horas , as laminulas
contendo as células eram fixadas com paraformaldeido 4% (PFA) por 16-18 horas

e entdo coradas com DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindole — 1:1000) para
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determinar a taxa de infeccdo dessas células, ou seja, 0 nimero de parasitos

intracelulares por cada grupo de 100 células.

3.5 Contagem dos parasitos

Para a quantificagdo dos ensaios de infeccdo, as células previamente
plagueadas em laminulas foram coradas com DAPI (4'-6-Diamidino-2-
phenylindole) Invitrogen, que marca o DNA gendmico das células e dos parasitos,
assim como o DNA mitocondrial dos cinetoplastos do T. cruzi. Ap6s a marcacao,
foi avaliada a taxa de infeccao (o nimero de parasitos intracelulares/nimero total
de células) e o numero de células infectadas para cada condicdo estudada. Esta
analise foi conduzida em microscopio de fluorescéncia Axioplan-2 da Zeiss
(objetiva de imersdo com aumento de 63X). Em cada laminula foram contados de
10-15 campos aleatorios, totalizando um ndmero minimo de 250 células, e os
experimentos foram realizados em triplicata.

Nos experimentos fixados em periodos de tempo inferiores a 8 horas, os
tripomastigotas extracelulares foram marcados por técnica imunohistoquimica
para diferencia-los dos parasitos intracelulares e, assim, permitir maior precisao
na determinacdo do numero de parasitos intracelulares. Nesses casos, 0s
parasitos foram marcados com anticorpo primario anti-T. cruzi obtido em coelho
(1:500) (gentilmente cedido pela Profa Luciana de Oliveira Andrade — ICB/UFMG)
e, posteriormente, com anticorpo secundario IgG cabra anti-coelho conjugado com
Alexa flaor 546 (1:500) (Molecular Probes). A seguir, procedeu-se a coloragéo
com DAPI (1:1000). O numero de parasitas intracelulares foi determinado pela
subtracdo do numero de parasitas extracelulares do namero total de parasitos

DAPI-positivos.
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3.6 Tratamento com TNF e infeccdo com cepa Y de T. cruzi

Células HEK293T e LLC-MK2, na concentracdo de 1,5 x 10°/pogo, foram
plagueadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. Apés 24 horas
as células eram tratadas com 20 ng/ml de TNF (Fator de necrose Tumoral —
Sigma) por 6 horas e posteriormente infectadas por 2 horas com cepa Y de T.
cruzi como ja descrito. Apos 22 horas, as células foram fixadas com PFA 4% por
16-18 horas, coradas com DAPI e a taxa de infec¢do determinada como descrito
no item 3.5.

Para estabelecimento de curva de infeccdo em células estimuladas ou ndo
com TNF, as células foram plaqueadas na mesma densidade ja descrita, em
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. Apés 24 horas, as células foram
tratadas por 6 horas com TNF e, a seguir infectadas com cepa Y de T. cruzi por 2
horas. As laminulas foram coletadas 2, 4, 6, 8, 16 e 24 horas ap0s o periodo de 2
horas de infeccdo e fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com DAPI. A
taxa de infeccao foi determinada como descrito no item 3.5.

Para estabelecimento da curva de dose-resposta entre a concentragdo de
TNF utilizada para estimular as células e a taxa de infeccdo, células HEK293T e
LLC-MK2 foram plaqueadas em placas de 24 poc¢os contendo laminulas de vidro e
apos 24 horas estimuladas por 6 horas com as seguintes concentragdes de TNF:
1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml e 40 ng/ml. Apos o estimulo com TNF, as células foram
infectadas com cepa Y de T. cruzi por 2 horas como ja descrito. Apés 24 horas de
infeccdo, as células foram fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com

DAPI e a taxa de infecg@o determinada como descrito no item 3.5.
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Para determinarmos se o calcio intracelular estava envolvido no aumento
da taxa de infeccdo apos o tratamento das células com TNF, utilizamos o farmaco
tapsigargina (Sigma-Aldrich). Células HEK293T e LLC-MK2 foram plagueadas na
mesma densidade ja descrita, em placas de 24 pogos contendo laminulas. Apés
24 horas, ambos os tipos celulares foram pré tratados com tapsigargina nas
concentra¢gées de 1uM ou 3uM por 30 minutos seguindo-se ou ndo de tratamento
com TNF (20 ng/ml), por 6 horas. Um grupo de células foi tratado somente com
TNF (20ng/ml) por 6 horas para comprovar a acdo do TNF na taxa de infeccao.
Apos os tratamentos as células foram lavadas com PBS e infectadas com cepa Y
de T. cruzi por 2 horas como j& descrito anteriormente. Apos 24 horas, as células
foram fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com DAPI e a taxa de

infec¢do determinada como descrito no item 3.5.

3.7 Ensaio de Viabilidade Celular

Para andlise da viabilidade das células tratadas com TNF, em diferentes
concentragbes, utilizou-se o ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium bromide). Ambos os tipos celulares foram plaqueados na mesma
densidade celular utilizada anteriormente, em placas de 24 pocos e ap6s 24 horas
de plagueamento, tratadas com TNF, nas concentra¢des de 1, 10 e 20 ng/ml, por
6 horas. Para o ensaio de MTT, foi retirado todo o meio de cultura de cada pogo e
adicionados 210 pl de DMEM suplementado com 10% SFB e 170 pl de solugéo de
MTT (5mg/ml). As placas foram incubadas por 2 horas em estufa a 37°C e 5%
CO,. Apos 2 horas, foi adicionado 210 pl de solugdo SDS (Dodecilsulfato de
sodio) — 10% HCI e a placa foi incubada novamente por 16-18h em estufa. O meio

de cultura contendo MTT foi retirado e a intensidade da cor avaliada através de
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leitura de absorbancia a 595 nm (Versamax', Molecular Devices), sendo
diretamente proporcional ou nimero de células viaveis presentes na amostra.
Células viaveis sdo capazes de catalisar a conversdao do MTT tetrazolina

(amarelo) em cristais de MTT-Formazan (azul escuro) que é, entdo, dissolvido

pela solucdo de SDS.

3.8 Inibicdo da ativacdo de NF-kB pelo tratamento com TPCK ou expressao

do mutante dominante negativo de IkBa

Células HEK293T e LLC-MK2 foram plaqueadas na densidade celular ja
determinada, em placas de 24 pogos contendo laminulas de vidro. Apés 24 horas
de plagueamento, as células eram tratadas com as concentra¢des crescentes de
TPCK (N-Tosyl-L-Phenylalanine Chloromethyl Ketone) (1, 5, 10 e 25 yM) por 30
minutos e posteriormente incubadas, ou ndo, por 6 horas com 20 ng/ml de TNF.
Posteriormente, as células foram infectadas por 2 horas com cepa Y de T. cruzi
como ja descrito anteriormente. Apos 22 horas as células foram fixadas com PFA
4% por 16-18 horas, coradas com DAPI e a taxa de infeccdo determinada como
descrito no item 3.5.

Para o ensaio de transfeccdo, células HEK293T foram plaqueadas em
placas de 24 pocos (1,5 x 10” células/poco), contendo laminulas de vidro, e
cultivadas por 16-18 horas de modo que apresentassem 85-90% de confluéncia
no momento da transfeccdo. A quantidade de plasmideo a ser transfectada foi
preparada em 150 upyl de meio DMEM sem soro. O reagente PEI
(Polyethylenimine) foi adicionado ao mix acima na propor¢éo de 5:1, relativa para

guantidade em ug de DNA plasmideano. Ap6s 10 min de incubacéo a temperatura
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ambiente, foram adicionados 300 ul de DMEM suplementado com 10% de SFB,
seguido de centrifugacéo.

O mix de transfecc¢éo foi entdo adicionado gota-a-gota por toda extensao do
poco. As células foram transfectadas de acordo com os seguintes grupos: Células
ndo transfectadas e que recebem todos os reagentes da transfecgdo; células
transfectadas com trés concentrag6es distintas de plasmideo vetor pPCDNAS: 1ug,
2ug ou 4ug; e células transfectadas com as mesmas concentracdes do plasmideo
pRcCMV-IkBa-DN : 1ug, 2ug ou 4ug. Vinte e quatro horas apos a transfecgdo,as
células foram tratadas ou ndo com TNF por 6 horas e posteriormente infectadas
por 2 horas com cepa Y de T. cruzi como ja descrito anteriormente. Apos 2 ou 24
horas, as células foram fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com DAPI

e a taxa de infeccéo determinada como descrito no item 3.5.

3.9 Infeccao de células THP-1 humanas e coleta do sobrenadante

Células THP-1(1 x 10”) em suspenséo crescendo em placas de 10 cm de
diametro contendo meio RPMI-1640 (GIBCO) suplementado com 10% SFB, 1%
P/S e 1% de glutamina foram diferenciadas com 100 nM de PMA (Parabol 12-
Miristato 13-acetato — Sigma) por 48 horas em estufa a 37°C, 5% CO,.As células
foram infectadas (10 parasitos por célula) por 2 horas e 0 sobrenadante coletado e
centrifugado a 3000 rpm por 10 min para remocé&o dos parasitas. O sobrenadante
de 2 horas de infeccdo foi imediatamente armazenado ap6s a remocdo dos
parasitos e outra aliquota foi recolocada na placa contendo células por mais 22
horas, para obtermos o sobrenadante de 24 horas apés a infeccdo. Culturas de
células THP-1 néo infectadas foram utilizadas como controles. Os sobrenadantes

de cultura foram coletados e estocados a -20°C.
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Os sobrenadantes provenientes do cultivo das células THP-1 infectadas ou
nao infectadas foram utilizados em células epiteliais HEK293T e LLC-MK2 com o
objetivo de verificar seu efeito no processo de invaséo pelo T. cruzi, considerando
gue as células THP-1 diferenciadas produzem quantidade expressiva de fatores
pro-inflamatérios como, por exemplo, TNF, apos infecgdo ou estimulo inflamatorio.

Para isso, células HEK293T e LLC-MK2 foram plaqueadas em placas de

24 pogos contendo laminulas de vidro. Ap6s 24 horas de plagueamento, ambas
foram tratadas com os sobrenadantes previamente coletados por 6 horas. Os
sobrenadantes utilizados foram: sobrenadante de células THP-1 néo infectadas;
sobrenadante de células THP-1 infectadas por 2 horas e sobrenadante de células
THP-1 apds 24 horas de infec¢do. Posteriormente, as células foram infectadas por
2 horas com cepa Y de T. cruzi, como ja descrito, e ap6s 24 horas as células
foram fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com DAPI e a taxa de
infec¢do determinada como descrito no item 3.5.

Para o ensaio de neutralizacdo de TNF com anticorpo especifico utilizamos
o farmaco comercial Infliximab (Remicade - Schering-Plough). Células HEK293T e
LLC-MK2 foram plaqueadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro e
apds 24 horas receberam os seguintes tratamentos:

i) 1ug de infliximab por 30 minutos seguido de incubagdo, por 6 horas, com
meio DMEM-10%SFB;

i) incubacao, por 6 horas, com sobrenadante de células THP-1 coletado 2
horas ap06s infecgéo;

i) incubacao, por 6 horas, com sobrenadante de células THP-1 coletado 2

horas apo6s infeccédo e inativados previamente com 1pg oulOug de infliximab.
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Apds esses tratamentos, as células foram infectadas com cepa Y de T.
cruzi por 2 horas como ja descrito anteriormente. Apos 24 horas, as células foram
fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com DAPI e a taxa de infeccao
determinada como ja descrito.

Para verificarmos o papel dos fatores secretados pelas células THP-1
infectadas pelo T. cruzi na taxa de infeccdo e no nimero de parasitas
intracelulares em células HEK293T e LLC-MK2, realizamos os experimentos em
placas de 24 pocos contendo transwell (Corning —cat.n# 3413 com 0,4um de
tamanho de poro) que permitem a troca de substéncias entre as células
plaqueadas nos diferentes compartimentos. Primeiramente células THP-1 na
concentracéo de 1x10° foram plaqueadas em meio RPMI-1640 suplementado com
10% SFB, 1% P/S, 1% de glutamina e 100 nM de PMA por 48 horas no inserto do
transwell. Apés sua diferenciagdo, os insertos contendo células THP-1 foram
transferidos para placas de 24 pocos contendo laminulas onde, no dia anterior
havia sido plagueadas as duas linhagens de células epiteliais na concentracédo de
1,5 x 10° por poco. Nesse momento, as células THP-1 no inserto foram infectadas
com cepa Y de T. cruzi (10 parasitos: 1 célula) por 2 horas. Apds 2 horas, o meio
das células THP-1 contendo parasitos foi centrifugado a 3000 x rpm por 10 min
para separacdo dos parasitos e 0 meio livre de parasitos foi re-adicionado ao
inserto contendo células THP-1 por mais 6 horas. ApGs esse periodo, o inserto foi
removido da placa e as células HEK293T e LLC-MK2 foram lavadas com PBS por
3 vezes e infectadas por 2 horas com T. cruzi. Apos a infec¢do, as células foram
lavadas com PBS por 3 vezes e novo meio adicionado. Vinte-quatro horas apos a
infeccdo, as células foram fixadas com PFA 4% por 16-18 horas, coradas com

DAPI e a taxa de infeccéo determinada como descrito no item 3.5.
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3.10. Ensaio de adesao de parasitos as células

Para o ensaio de adesédo seguimos o protocolo descrito em Schenkman et
al. (1991). Células HEK293T e LLC-MK2 foram plaqueadas em placas de 24
pocos contendo laminulas de vidro. Apds 24 horas de plagueamento, ambos os
tipos celulares foram lavados, tratados ou nao por 6 horas com 20 ng/ml de TNF e
apos o tratamento lavados com solucédo salina de Hanks (CaCl, 1,26mM; MgCL,-
6H,O 0,493mM; MgSO4-7H,O 0,407mM; KCI 5,33mM; KH,;PO, 0,441mM;
NaHCO; 4,17mM; NaCl 137,93mM; Na;HPO, 0,338 mM; D-glucose 5,56mM) e
pré-fixados com glutaraldeido ( grade | -Sigma-Aldrich) 2% em PBS. Apés a
fixacdo, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 24 horas com
etanolamina (Sigma-Aldrich) 0,16M (pH 8,3) & 4°C. Apés esse periodo as células
foram lavadas com PBS e com meio DMEM (pH 7,4) contendo 20mM HEPES (N-
2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethane-sulfonic acid — Sigma Aldrich) e 0,2% BSA
(albumina sérica bovina — Sigma Aldrich). Antes de serem incubados com as
células, os parasitos da cepa Y de T. cruzi foram ressuspensos nesse mesmo
meio DMEM-BSA. As células foram incubadas na proporcao de 10 parasitos para
cada célula por 2 horas. Ao final da incubacédo, as células foram gentilmente
lavadas com solugéo salina de Hanks, para remocao dos parasitos ndo aderidos,
fixadas com solucdo de Bouin e coradas com solucédo de Giemsa. Em ambos os
tipos celulares, tratados ou ndo com TNF, contamos o nuimero de parasitos
aderidos & superficie das células. Em cada laminula foram contados de 10-15
campos aleatorios, totalizando um numero minimo de 250 células, e os

experimentos foram realizados em triplicata.
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3.11. Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (SD). Para
comparacdo entre os grupos, utilizou-se analise de variancia One-way ANOVA
com aplicacdo de pds teste. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0.05. Todas as andlises foram realizadas no Software

GraphPad Prism 4.0.
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4 Resultados

4.1 Efeito do tratamento de células HEK293T e LLC-MK2 com TNF sobre a
taxa de infeccdo com cepa Y de T. cruzi.

O tratamento de células HEK293T e LLC-MK2 com TNF, previamente a
infeccdo com cepa Y de T. cruzi, aumenta a taxa de infec¢do dessas células em,
aproximadamente, duas vezes (FIG 3). .A taxa de infeccao de células LLC-MK2 é

cerca de 2 vezes maior que nas células HEK293T, com e sem estimulo com TNF.
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Figura 3: Taxa de infeccdo em células HEK293T e LLC-MK?2 tratadas por 6 horas com 20ng/ml de
TNF e, posteriormente, infectadas por 2 horas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Apés 24 horas
infeccdo as células foram fixadas e coradas com DAPI para contagem do numero de parasitas
intracelulares. * indicam diferenca significativa entre os grupos, p<0,05.

A Figura 4 representa o padrao de infeccao de células LLC-MK2 com cepa
Y de T. cruzi, previamente estimuladas ou ndo com o TNF. Como demonstrado na
figura, as células tratadas previamente com TNF apresentam um ndmero maior de

parasitas intracelulares, quando comparadas com as ndo tratadas.
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Figura 4: Fotomicrografia de células LLC-MK2 tratadas ou ndo por 6 horas com 20ng/ml de TNF e,
posteriormente, infectadas por 2 horas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. A: ndo tratadas com
TNF, B: tratadas com 20ng/ml de TNF por 6 horas. As células foram fixadas ap6s 24 horas de
infeccd@o. Colorag&o com DAPI (1:1000). Barra= 20 pm.

Como pode ser observado na figura 5, o tratamento prévio das células com
TNF ndo altera somente o nimero de parasitos em cada célula, ou seja, o que
chamamos de taxa de infeccao, ele altera a porcentagem de células infectadas. O
tratamento com TNF aumenta a porcentagem de células infectadas com cepa Y

de T. cruzi em ambos os tipos celulares.
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Figura 5: Porcentagem de células HEK293T e LLC-MK2 infectadas com cepa Y de T. cruzi. As
células foram tratadas por 6 horas com 20ng/ml de TNF e, posteriormente, infectadas por 2 horas
com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Apés 24 horas infec¢@o as células foram fixadas e coradas
com DAPI para contagem do numero de parasitas intracelulares * indicam diferenga significativa

entre os grupos, p<0,05.
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O tratamento de células HEK293T e LLC-MK2 com diferentes
concentracdes de TNF, por 6 horas, demonstra o efeito dose-dependente sobre a

taxa de infeccdo com cepa Y de T. cruzi. (FIGURA 6).
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Figura 6: Taxa de infeccdo de células HEK293T e LLC-MK2 estimuladas por diferentes
concentragdes de TNF(1ng/ml, 5ng/ml, 10ng/ml e 40ng/ml) por 6h e posteriormente infectadas, por
2 horas, com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Letras diferentes representam grupos com

significancia estatistica (p<0,05).
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Figura 7: Porcentagem de células HEK293T e LLC-MK2 infectadas. As células foram estimuladas
por diferentes concentragcdes de TNF(1ng/ml, 5ng/ml, 10ng/ml e 40ng/ml) por 6h e posteriormente
infectadas, por 2 horas, com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Letras diferentes representam grupos

com significancia estatistica (p<0,05).
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A taxa de infeccao de ambos os tipos celulares relaciona-se a concentragéo
de TNF, ou seja, o numero de parasitos intracelulares € maior em decorréncia de
doses maiores dessa citocina. As células HEK293T respondem ao estimulo por
TNF na concentracéo igual ou superior a 5 ng/ml e parecem atingir um limite de
estimulo na dose de 40 ng/ml. Esta dose ndo induz taxa de infeccao superior a
dose de 10 ng/ml de TNF.

Ja as células LLC-MK2 respondem ao estimulo por TNF de modo
progressivo, o que pode ser observado a partir da concentragdo de 10 ng/ml.

O tratamento com diferentes concentracdes de TNF também mostra que o
aumento no numero de células infectadas parece ter um comportamento dose-
dependente (FIGURA 7). Para as células HEK293T a porcentagem de células
infectadas aumenta & partir da concentracdo de 5 ng/ml e parece atingir um platé
com 10 ng/ml. As células LLC-MK2 também aumentam a porcentagem de células
infectadas com a concentracdo de 5 ng/ml e dobram essa quantidade com
10ng/ml. A concentracdo de 40ng/ml diminuiu a porcentagem de células
infectadas para esse tipo celular, diferentemente das células HEK293T.

Esses resultados sugerem que a ativagcdo dessas células pelo TNF deve
envolver vias de sinalizagdo intracelular especificas que promovam a

susceptibilidade de células epiteliais a infeccao.

4.2 Efeito do tratamento com TNF sobre taxa de infeccdo de células

HEK293T e LLC-MK2 com cepa Y de T. cruzi, ao longo de 24 horas.

Para determinar se 0 aumento no numero de parasitos intracelulares é
devido a facilitagdo da invasao, as células tratadas com o TNF foram infectadas

com o T. cruzi em diferentes intervalos de tempo. Em ambos os tipos celulares, o
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tratamento com TNF aumenta o ndmero de parasitos intracelulares em todos os
periodos analisados, ou seja, 2, 4, 6, 8, 16 e 24 horas ap6és infeccdo com cepa Y

de T. cruzi (FIGURA 8).
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Figura 8: Taxa de infeccéo de células HEK293T e LLC-MK2 tratadas com 20 ng/ml de TNF por 6
horas e, posteriormente, infectadas com cepa Y de Trypanosoma cruzi por 2 horas. Avaliou-se o
nimero de parasitos intracelulares em 0, 2, 4, 8, 16 e 24h apés a infecgdo. Apds cada um desses
tempos, as células foram fixadas e coradas para determinar o nimero de parasitas intracelulares.
NOs periodos inferiores a 8 horas de infecgdo, a taxa de infeccé@o foi determinada dela diferenca
entre o nimero de parasitas totais (DAPI-positivos) e os parasitas corados pela imunohistoquimica
para T. cruzi (parasitas extracelulares). *Indica significancia em relagdo ao controle de mesmo

periodo de infeccao.

Esse resultado indica que o TNF atua sobre o processo de invasdo da

célula hospedeira pelo parasito, tendo em vista que o nimero de parasitos
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intracelulares permanece sem alteragdes significativas no periodo de 2 a 24 horas
apos a infeccdo. Como ja demonstrado anteriormente, a infeccdo em células LLC-
MK2 parece ocorrer mais eficientemente do que em células HEK293T.

Para verificar se o célcio intracelular estava envolvido no aumento da taxa
de infeccdo apds estimulo com TNF, utilizou-se a droga tapsigargina antes do

estimulo com TNF em células HEK293T e LLC-MK2.
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Figura 9: Taxa de infecgdo de células HEK293T e LLC-MK2 tratadas somente com Tapsigargina
(1uM ou 3 uM ) por 30 minutos ou estimuladas com TNF(20ng/ml) por 6 horas e tratadas com duas
concentracdes de Tapsigargina (1M e 3 pM ) por 30 minutos. Todas as condigbes foram
infectadas, por 2 horas, com cepa Y de Trypanosoma cruzi, fixadas apds 24 horas infeccdo e
coradas com DAPI para determinagdo do numero de parasitas intracelulares. Letras diferentes

representam grupos com significancia estatistica (p<0,05).
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Como demonstrado no grafico acima (FIGURA 9), o tratamento de ambos
0s tipos celulares com as duas doses de tapsigargina, na auséncia de TNF,
praticamente ndo altera a taxa de infeccdo. Mais uma vez demonstramos o efeito
do TNF em aumentar a taxa de infeccdo em ambos os tipos celulares. Entretanto,
quando tratamos as células HEK293T e LLC-MK2 com tapsigargina apos o
estimulo com TNF, verificamos uma reducdo na taxa de infeccdo induzida por
TNF. Com base nesses dados podemos sugerir que 0 aumento na taxa de
infeccao induzido por TNF parece ser dependente da liberacdo dos ions céalcio de

seus estoques citoplasmaticos.

4.3 Ensaio de viabilidade de células epiteliais apds tratamento com TNF

Uma vez que o TNF é uma citocina com atividade citotoxica e pode ativar
vias intracelulares que culminam na indu¢cdo do programa de morte celular
mediado por caspases, n0s determinamos a viabilidade celular. O tratamento com
diferentes concentracdes de TNF, por 6 horas, ndo altera a viabilidade das células
HEK293T e LLC-MK2. (FIGURA 10).

Este experimento nos permite afirmar que o aumento da taxa de infecgcéo
das células epiteliais HEK293T e LLC-MK2, ap6s tratamento com o TNF, ndo esta
relacionado a perda de viabilidade celular, o que poderia indicar maior

susceptibilidade dessas células nessas condicdes.
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Figura 10: Ensaio de viabilidade, por MTT, em células HEK293T e LLC-MK2 tratadas por 6 horas

com diferentes concentra¢Bes de TNF(0, 1, 10 e 20ng/ml).

4.4 Efeito da inibicdo de NF-xB sobre a taxa de infec¢cdo das células
HEK293T e LLC-MK2 estimuladas por TNF.

Apds se ligar ao seu receptor, o TNF dispara a ativacdo de NF-xB.
Portanto, para investigar qual é o efeito da inibicao da ativacao de NF-xB induzida
pelo TNF sobre o niumero de parasitos intracelulares, as células HEK293T ou
LLC-MK2 foram pré-tratadas com o inibidor farmacologico TPCK em diferentes
concentragdes, depois estimuladas com o TNF, e entéo infectadas com o T. cruzi.

Conforme pode ser observado na figura 11, o tratamento com TPCK né&o
altera 0 numero de parasitos intracelulares em ambas as células epiteliais ndo
estimuladas com TNF.

O tratamento com o TNF aumenta significativamente o numero de
amastigotas em ambas as células epiteliais, corroborando os resultados ja

descritos no item 4.2.
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Por outro lado, as células epiteliais estimuladas com o TNF, porém na
presenca do TPCK, exibem menor taxa de infeccdo com cepa Y de T. cruzi. No
entanto, a dose minima de TPCK necesséria para a inibicdo de NF-xB é diferente
em cada uma das células epiteliais.

Nas células HEK293T estimuladas com TNF, a dose de 5 uM de TPCK é
capaz de inibir o efeito do TNF sobre a taxa de infec¢do. Ja nas células LLC-MK2,
este mesmo efeito inibitério na taxa de infecgéo € observado com a dose de 1uM

de TPCK (FIGURA 11).
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Figura 11: Numero de parasitos intracelulares em células HEK293T e LLC-MK2 tratadas com
diferentes concentracbes de TPCK e tratadas ou ndo com 20ng/ml de TNF por 6h e,
posteriormente, infectadas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Apés 24 horas de infeccdo as
células foram fixadas e coradas com DAPI para determinar o nimero de parasitas intracelulares.
Letras diferentes representam grupos que apresentam diferengas estatisticas, p<0,05.

Como podemos observar na figura 12, o tratamento com TPCK na auséncia
de TNF, ndo altera a porcentagem de células infectadas, tanto para células
HEK293T quanto para LLC-MK2. O tratamento com TNF aumenta a porcentagem
de células infectadas para ambos os tipos celulares estudados. Para as células
HEK?293T, o tratamento prévio com TPCK, diminui o nimero de células infectadas
guando utilizada a concentracdo de 5uM. Ja para as células LLC-MK2, essa

diminuicdo no namero de células infectadas acontece a partir da concentracdo de

1uM.
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Figura 12: Porcentagem de células HEK293T e LLC-MK2 infectadas. As células foram tratadas
com diferentes concentracdes de TPCK e tratadas ou ndo com 20ng/ml de TNF por 6h e,
posteriormente, infectadas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Apés 24 horas de infecc@o as
células foram fixadas e coradas com DAPI para determinar o nimero de parasitas intracelulares.

Letras diferentes representam grupos que apresentam diferengas estatisticas, p<0,05.

A droga TPCK é um inibidor irreversivel de cisteino-proteases e inibe a
ativacdo do fator de transcricdo NF-xB (Kim, et al., 1995). Esses resultados
mostram que a taxa de infec¢do das células epiteliais HEK293T e LLC-MK2 com
cepa Y de T. cruzi esta diretamente relacionada a ativacdo de NF-kB induzida por
TNF.

Para confirmarmos o papel de NF-xB na via ativada por TNF em nosso
modelo, utiizamos um plasmideo dominante negativo de uma molécula

responsavel por ativar diretamente NF-xB, o IkB.
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Figura 13: Mecanismo de ativagdo de NF-kB.dependente da fosforilagéo de 1xB.

(http://www.asmabronquica.com.br/_images/08FigGeneTranscricaoWsS.jpg).

Primeiramente, determinamos se o dominante negativo (DN) para

IxBa era eficaz em inibir a ativagdo de NF- «B.

Effect of IKBalpha dominant negative (DN} in the NF-kB
activation induced upon TNF treatmentin HEK293A cells

| Ctrl
W TNF

untransfected vector (1ug) vector (4ug) IKBalpha-DN (1ug) IKBalpha-DN (dug)
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Figura 14: Efeito do dominante negativo (DN) de IkBa na ativagdo de NF-xB induzida por
tratamento com TNF em células HEK293A. Células HEK293T apresentando confluéncia de 85% e
cultivadas em placas de 24 wells, foram transfectadas com o plasmideo repérter de NF-kB (pGL3-
E-Sel) e normalizador (pRL-TK) e com os plasmideos indicados na parte inferior da figura. Apés 36
horas, o meio foi desprezado e & monocamada de cada poco foram adicionados 200 pL de tampéo
de lise passiva fornecido pelo kit Dual Luciferase Reporter System da Promega. Cinco microlitros
de cada extrato celular foram analisados quanto a intensidade de luminescéncia capturada em

luminémetro Lumicount

Como podemos observar na figura 14, a transfec¢do com o plasmideo vetor
ndo altera de forma proeminente a magnitude de ativagdo de NF-xB apds
tratamento com TNF, mesmo quando as células sdo transfectadas com 4ug do
vetor. Entretanto, quando as células foram transfectadas com o plasmideo DN
IkBa, ndo observamos ativacdo significativa de NF-xB mesmo apos tratamento
com TNF.

Realizamos entdo a transfeccéo de células HEK293T com 3 concentragbes
de plasmideo vetor e 3 concentragdes do plasmideo DNIkBa e comparamos o
numero de parasitos em cada condicdo apds tratamento ou nao com TNF

(FIGURA 15).

parasites per 100 cells

Vector
kBa, - - - - lng  1pg - - 2ug  2pg - - 4ug  4ug

TNF - + - + - + - + - + - + -+
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Figura 15: Taxa de infecgdo de células HEK293T transfectadas, ou ndo, com 3 concentragdes(1,
2 ou 4ug) de plasmideos pCDNA3, ou DN IkBa e, apds 24 horas, tratadas ou ndo com 20ng/ml de
TNF por 6 horas e infectadas por 2 horas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Apés 2 horas de
infeccdo as células foram fixadas a taxa de infeccao foi determinada dela diferenca entre 0 nimero
de parasitas totais (DAPI-positivos) e os parasitas corados pela imunohistoquimica para T. cruzi
(parasitas extracelulares). Letras diferentes representam grupos com significAncia estatistica

(p<0,05).

Como podemos observar na figura 15, células ndo transfectadas e tratadas
com TNF possuem um nimero 3 vezes maior de amastigotas quando comparadas
aos seus controles ndo tratados com a droga. Com relacdo as células HEK293T
transfectadas com plasmideo vetor podemos observar que de forma geral, a
transfeccdo ndo alterou o padrao de infeccdo na auséncia ou presenca de TNF,
especialmente nas concentracbes de 1 e 2ug de plasmideo. Nas células
transfectadas com 4pg de plasmideo controle e ndo tratadas com TNF houve um
pequeno aumento do numero de parasitos intracelulares. O aumento na
concentragdo de plasmideo pode ter sido danoso para a célula, facilitando assim a
entrada do parasito.

Com relacdo as células HEK293T transfectadas com plasmideo DNIkBa
podemos observar que, de forma geral, as células transfectadas e tratadas com
TNF tiveram o numero de parasitos intracelular significativamente reduzido,
gquando comparamos com as células ndo transfectadas ou transfectadas com
plasmideo vetor. Quando comparamos as células transfectadas com DNIkBa em
relacdo ao efeito do tratamento com TNF, podemos observar que para
concentracdo de 1ug, as células tratadas com TNF ainda possuem uma taxa de
infecgdo maior que as nao tratadas, apesar de reduzida quando comparadas com

as células ndo transfectadas e tratadas. Nas células transfectadas com 2ug
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DNIkBa e tratadas com TNF, a taxa de infeccao € igual as transfectadas com o
mesmo plasmideo e ndo tratadas, e similar aos niveis das células ndo
transfectadas e ndo tratadas com TNF. Ja as células transfectadas com 4ug
DNIxBa e tratadas com TNF, a taxa de infeccdo € menor que nas transfectadas
com o mesmo plasmideo e ndo tratadas e semelhante a das células nao
transfectadas e ndo tratadas com TNF.

Como podemos observar com esses dados, a diminuicdo na taxa de
infeccdo apods transfeccdo com DNIkBa e sob estimulo de TNF parece ser dose-

dependente da concentragdo do plasmideo.

4.5 Efeito do sobrenadante de células THP-1 sobre a taxa de infeccdo em

células epiteliais HEK293T e LLC-MK2 infectadas com cepa Y de T. cruzi.

As células THP-1 diferenciadas com PMA mostraram-se passiveis de
infeccdo pela cepa Y de T. cruzi. Como pode ser observado, ocorre um aumento

do numero de parasitos intracelulares ao longo da infeccao (FIGURA 16).
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Figura 16: Numero de parasitos intracelulares em diferentes tempos ap6s infecgdo de células

THP-1, diferenciadas por PMA e, posteriormente infectadas por 2 horas com cepa Y de
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Trypanosoma cruzi. As células forma fixadas apds cada um dos periodos de tempo determinados
e naqueles inferiores ha 4 horas, a taxa de infecc¢éo foi determinada dela diferenga entre 0 nimero
de parasitas totais (DAPI-positivos) e os parasitas corados pela imunohistoquimica para T. cruzi
(parasitas extracelulares) Letras diferentes representam grupos com significAncia estatistica
(p<0,05).

Tendo em vista esse resultado, os sobrenadantes de cultura das células
THP-1 néo-infectadas e das infectadas por 2 e 24 horas foram coletados para
posteriormente serem utilizados em células HEK293T ou LLC-MK2 antes da
infecgdo com o T. cruzi.

Primeiramente resolvemos verificar se os sobrenadantes de culturas de
células THP-1 infectadas por 2 e 24 horas era capaz de ativar NF-xB (FIGURA

17).

NF-kB activation by the supernatants taken from PMA-differentiated
THP-1 infected with T.cruzi
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(2h) (2h) + T.cruzi (24h) (24h)+ T.cruzi

Figura 17: Ativacdo de NF-kB pelo sobrenadante de células THP-1 infectadas com cepa Y de

Trypanosoma cruzi por 2 e 24 horas.
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Como podemos observar no grafico acima (FIGURA 17), ambos os
sobrenadantes de células THP-1 infectados por T. cruzi sdo capazes de ativar NF-
kB, entretanto, o sobrenadante de THP-1 infectado por 2 horas é o que induz os
maiores niveis de ativagdo, sendo um melhor ativador que o préprio TNF.

Paralelamente, para fornecer evidéncias que os macréfagos THP-1 séo
ativados durante a infeccdo pelo T. cruzi, extratos celulares foram obtidos apés
diferentes intervalos de infeccdo e submetidos a analise, por western-bot, da
fosforilagdo de p38 MAPK, uma proteina cinase ativada em resposta a uma
diversidade de estresses celulares e que é também importante para a regulacdo
pos-transcricional do mRNA de TNF. Os resultados mostram que a p38 MAPK é
rapidamente e fortemente ativada pela cepa Y de T. cruzi em células THP-1 téo
logo quanto 15 minutos ap0s a infecgédo, atingindo um nivel intenso de fosforilagéo

aos 30 minutos e ocorrendo diminui¢cdo aos 60 minutos (FIGURA 18)

0 15 30 1h 2h 4h 8h 16h 24h
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Figura 18: Analise, por western blot, da fosforilagdo de p38 MAPK em células THP-1 apés
infeccdo em diferentes intervalos de tempo com a cepa Y de T. cruzi. Ao final do tempo de
cada infecgdo (indicado no topo da figura), o meio foi desprezado, as células foram lavadas em
PBS 1X e entéo foram adicionados 200 uL de tampé&o de lise de proteinas. Apds quantificagdo por
ensaio de Bradford, trinta microgramas de cada extrato foram submetidos a SDS-PAGE 12% e
transferidos para membrana de PVDF. A membrana foi incubada com anticorpo primério anti-fosfo-
p38 MAPK (1:1.000) e anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a HRP. A revelacao foi
realizada com ECL plus (GE Healthcare). Apo6s varias lavagens, a membrana foi posteriormente
incubada com anticorpos primario anti-tubulina e secundario anti-lgG de camundongo conjugado a
HRP para normalizacé@o das quantidades aplicadas por canaleta.
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As células epiteliais HEK293T e LLC-MK2 tratadas com o sobrenadante de
cultura das células THP-1 infectadas por 2 horas apresentam maior nimero de
parasitos intracelulares que as células epiteliais tratadas com o sobrenadante de

cultura das células THP-1 néo infectadas (FIGURA 19).
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Figura 19: NUumero de parasitos intracelulares em células HEK293T e LLC-MK2 tratadas por 6
horas com meio condicionado por células THP1 e, posteriormente, infectadas por 2 horas com
cepa Y de Trypanosoma cruzi. As células foram fixadas ap6s 24 horas de infec¢@o e coradas com
DAPI para determinar a taxa de infecgdo. * Indica diferenga significativa entre os grupos (p<0,05).
RPMI (meio RPMI-1640), SN THP-1 CONT (sobrenadante de células THP-1 ndo infectadas), SN
THP-1 INF (sobrenadante de células THP-1 infectadas por 2 horas com T. cruzi)

Com objetivo de reproduzir esses resultados de forma mais fisiolégica,
realizamos experimentos similares com os dois tipos celulares utilizando uma
placa de transwell que permite a interacdo dos produtos secretados pelas células
plaguedas nos diferentes compartimentos. Como ja descrito anteriormente, os

mondécitos THP-1 foram plagueados e diferenciados na parte superior da placa, no
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transwell e, quando infectados com cepa Y de T. cruzi, colocados sobre as células
HEK293T e LLC-MK2 ja crescidas em laminulas de vidro em placas de 24 poc¢os

para que o estimulo pudesse ocorrer.
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Figura 20: NUmero de parasitos intracelulares em células HEK293T e LLC-MK2 crescidas na parte
inferior do transwell, e estimuladas por 6 horas por células THP-1 crescidas e diferenciadas no
transwell e infectadas ou ndo por 2 horas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. As células HEK293T
e LLC-MK2 foram infectadas por 2 horas com T. cruzi apés as 6 horas sob estimulo das células
THP-1. As células foram fixadas 24 horas apos a infec¢édo e coradas com DAPI para determinar a
taxa de infeccdo. Letras diferentes representam grupos com significAncia estatistica (p<0,05).
RPMI (meio RPMI-1640), CONT (células THP-1 ndo infectadas), SN THP-1 INF (células THP-1
infectadas por 2 horas com T. cruzi)

Como demonstrado no grafico acima (FIGURA 20), as células HEK293T e
LLC-MK2 estimuladas no transwell por células THP-1 infectadas com T. cruz,
apresentam um aumento na sua taxa de infeccdo, o que ndo ocorre naquelas

estimuladas por células THP-1 ndo infectadas ou somente crescidas em meio

RPMI. Esses resultados corroboram os nossos resultados obtidos utilizando o
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sobrenadante de células THP-1, infectadas e ndo infectadas, demonstrado na

figura 19.

Resultados preliminares obtidos a partir da dosagem de TNF por ELISA
(Protocolo sugerido pela empresa Promega) mostram que os niveis de TNF no
sobrenadante de células THP-1 apdés 2 horas de infecgdo sdo mais elevados
(3.280,65 pg/ml) que no sobrenadante de células THP1 ndo infectadas (15,16
pg/ml). Esse resultado corrobora a idéia de que células fagociticas profissionais
como, por exemplo, os macrofagos, liberam fatores no meio extracelular que por
sua vez podem atuar em outros diferentes tipos celulares adjacente como as
células epiteliais no sitio de uma infecgéo.

Para verificar se o TNF estava envolvido no aumento da taxa de infeccéo
de células HEK293T e LLC-MK2 tratadas com sobrenadante de THP-1 infectado
por 2 horas, utilizamos um anticorpo especifico TNF, infliximab, para neutraliza-lo

nessas amostras.
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Figura 21: Ndmero de parasitos intracelulares em células HEK293T e LLC-MK?2 tratadas ou ndo
com anticorpo anti-TNF (infliximab) por 30 minutos, ou por 6 horas com sobrenadante de células
THP-1 infectadas por 2 horas com cepa Y de T. cruzi, ou apds incubagdo por 6 horas com
sobrenadante de células THP-1 infectadas por 2 horas e neutralizadas por 30 minutos com duas
concentracdes (1pg e 10ug) de anti-TNF. Apds todas as condi¢cBes, ambos os tipos celulares
foram infectados por 2 horas com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Letras diferentes representam
grupos com significancia estatistica (p<0,05). THP-1 INFECT SUPERNT (sobrenadante de células
THP-1 infectadas por 2 horas com cepa Y de T. cruzi); INFLIXIMAB (anti-TNF).

Como demonstrado na figura 21, a taxa de infeccdo aumenta
significativamente em ambos os tipos celulares tratados com sobrenadante de
células THP-1 infectadas por 2 horas com cepa Y de T. cruzi, como ja
demonstrado anteriormente. O tratamento das células com o anticorpo anti-TNF,

na auséncia do sobrenadante de células THP-1 infectadas, ndo altera a taxa de

infec¢do. Entretanto, quando incubamos o sobrenadante de células THP-1
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infectadas por 2 horas com T. cruzi com o anticorpo anti-TNF por 30 minutos
antes do tratamento das células, verificamos uma reducédo significativa na taxa de
infeccdo, principalmente na concentracdo de 10ug de anti-TNF. Com base nesses
resultados, podemos sugerir que o TNF tenha um papel importante no mecanismo
envolvido no aumento do nimero de parasitos intracelulares em nosso modelo de

estudo, uma vez que sua inibicdo especifica reverte esse efeito.

4.6 Efeito do TNF na adeséo de tripomastigotas da cepa Y na superficie de
células HEK293T e LLC-MK2

Para verificarmos se o tratamento com TNF aumentava a adesédo dos
parasitos a superficie das células, realizamos o ensaio de adesao proposto por

Schenkman et al. (1991).

B
A
o

£ ©

° o 501 :

S 507 pek2oaT g LLC-MK2
o o

\9! j 404

5 407 g

o °

° (3]

£ 304 5 301

< 5

8 o 204

g 27 8

5 S —
% 10- ‘7 101

& 3

£ €

g o T g o r
2 untreated TNF-treated = untreated TNF-treated

Figura 22: Numero de tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi aderidos a superficie das
células HEK293T e LLC-MK2 apds tratamento ou ndo com 20ng/ml TNF por 6 horas. Apds o
tratamento as células foram fixadas com glutaraldeido 2% por 5 minutos, incubadas com
etanolamina 0,16M por 24 horas, infectadas por 2 horas com T. cruzi, fixadas com Bouin e coradas
com solucéo de Giemsa. * indicam diferenga significativa entre os grupos, p<0,05.
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Como podemos observar no grafico acima (Figura 22), o tratamento com TNF
aumentou 0 numero de tripomastigotas aderidos a superficie de ambos os tipos

celulares, quando comparados com as células ndo tratadas. O numero de

parasitos as células HEK293T apds o tratamento com TNF foi superior ao da
célula LLC-MK2.

i nn

Figura 23: Fotomicrografia representando tripomastigotas aderidos a superficie de células LLC-

MK2 tratadas ou ndo por 6 horas com 20ng/ml de TNF e, posteriormente, infectadas por 2 horas
com cepa Y de Trypanosoma cruzi. A: ndo tratadas com TNF, B: tratadas com 20ng/ml de TNF por
6 horas. Coloragdo com Giemsa. Barra= 20 ym. Setas: tripomastigotas.
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5. Discusséo

Nosso trabalho demonstra pela primeira vez que o tratamento de células
epiteliais com TNF aumenta sua permissividade a infeccdo pela cepa Y de
Trypanosoma cruzi. O fator de necrose tumoral, TNF, € uma citocina de amplo
espectro de acdo, atuando em diversos processos hiolégicos. Durante processos
infecciosos, 0 gene que codifica para a proteina TNF é ativado e transcrito
rapidamente e a proteina secretada no meio extracelular. A acdo desta citocina
nas células-alvo é regulada através de sua ligagdo com receptores especificos,
levando a ativagéo de fatores de transcricdo e a expressédo de genes importantes
no controle de diversos processos biologicos (Thommesen & Laegreid, 2005;
Hatada, et al., 2000).

Vérios trabalhos ja demonstraram que MAPK p38 regula a expressao de
TNF em macrofagos humanos (Sun & Ding, 2006) Nossos resultados
demonstraram que p38 MAPK ¢é fosforilado rapidamente, 15 minutos apés
infeccdo pela cepa Y de T. cruzi, em mondcitos diferenciados THP-1. As MAPKs
sdo cinases de residuos serina/treonina envolvidas na transducdo de sinais
externos envolvidos na regulagdo do crescimento e diferenciacdo celular e
apoptose. Algumas dessas cinases sdo ERK-1 e 2, JNK-1 e 2 e p38. As MAPKs
regulam diretamente a fosforilagdo de seus alvos, que incluem outras proteinas
cinases, componentes do citoesqueleto e complexos/fatores de transcricdo como
AP-1 e NF-xB (Seger & Krebs, 1995). Ropert, et al. (2001) demonstraram que
mucinas-GPI de T. cruzi sdo capazes de induzir a fosforilacdo das vias ERK-
1/ERK-2 e p38, além da proteina IkBa em macrofagos peritoneais de
camundongo. Nesse trabalho os autores também sugerem que, em macréfagos

estimulados, a via de p38 estd envolvida na sintese de TNF. Mukherjee et al.
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(2004) demonstraram que a infec¢éo por T. cruzi promove a ativagdo de ERK em
células endoteliais e musculares lisas.

Inicialmente, acreditava-se que as citocinas eram produzidas somente por
células do sistema imune, porém, sabe-se hoje em dia que células ndo imunes,
incluindo células epiteliais, sdo capazes de produzi-las desempenhando
importante papel na defesa do organismo (Hedges, et al., 1995). Devido a sua
localizacdo entre o ambiente externo e os tecidos internos, as células epiteliais
geralmente sdo as primeiras no contato com microorganismos patogénicos.
Schuster & Schaub (2000) demonstram a cinética de penetracdo e disseminagao
de formas metaciclicas do T. cruzi apés infec¢cdo cutdnea em camundongos.
Neste trabalho eles demonstram que a infec¢do natural, pelas fezes do vetor
triatomineo, é eficaz em disseminar a parasitemia mesmo que o tempo de
exposicdo as formas de tripomastigotas metaciclicas seja somente de 5 minutos.
Esta rapida propagacdo parasitaria ocorre através dos vasos sanguineos ou
linfaticos. Assim que invadem o hospedeiro através da pele, os parasitos tém que
confrontar uma resposta imune local, formada por células que migram para o sitio
de lesdo. Nas primeiras 24 horas ap0s a infeccao, essa resposta é caracterizada
principalmente por células mononucleares e neutréfilos e posteriormente de
baséfilos e eosindfilos (Nascimento & Abrahamsohn, 1987). Um infiltrado de
células mononulceares é observado nas primeiras 24 horas apo6s a infecgao,
atingindo seu pico celular com 15 dias até ndo ser mais observado aos 30 dias
pos infeccdo (Monteon et al.,, 1996). Como podemos observar, o parasito esta
envolvido num ambiente pro-inflamatdrio desde o inicio da infecgdo, sendo capaz
até mesmo de infectar as células do sistema imune, como os macrofagos.
Baseando-se nesses dados, nds nos perguntamos como as células epiteliais que

estdo envolvidas nesse microambiente proinflamatério responderiam a infeccéo
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pelo T. cruzi. Para mimetizar um ambiente proinflamatério, ndés utilizamos a
citocina TNF e dois tipos de células epiteliais: HEK293T e LLC-MK2.

O T. cruzi é capaz de se aderir e invadir diferentes tipos celulares, sendo
esse processo dependente de moléculas tanto do hospedeiro quanto do parasito.
Uma das moléculas do hospedeiro responsavel pelo reconhecimento dessas
moléculas de superficie é a familia de receptores do tipo Toll (TLRs). Baseando-se
nisso, escolhemos as células HEK293T como modelo de estudo pois estas nao
expressam TLR (Hornung et al., 2002). Assim, poderiamos investigar o
envolvimento dos TLRs na invasao pelo T. cruzi, especialmente TLR2 (Campos, et
al., 2001; Maganto-Garcia, et al., 2008), TLR4 e TLR9. Outra caracteristica
importante dessas células é sua permissividade aos processos de transfeccao,
gue seriam muito importantes nos nossos estudos utilizando o plasmideo DN para
IkBa. As células LLC-MK2 tem sido amplamente utilizadas em modelos de estudo
para T. cruzi e s&o um bom modelo para entender o mecanismo de invasdo do
parasito (Andrews et al., 1984).

O tratamento de ambos os tipos celulares com TNF aumentou o nimero de
parasitos intracelulares e esse aumento € dependente da concentracdo da
citocina. Para sustentar ainda mais nossos resultados de invasdo, Nnossos
resultados de adesdao demonstram que ambos os tipos celulares tratados com
TNF apresentam um maior nimero de parasitos aderidos, sugerindo que o TNF
possa promover a expressdo de uma molécula de expressdo ou receptor que
favoreca a invasdo. Esses resultados corroboram o trabalho de Dias et al (2008)
gue demonstram que a trans-sialidase (TS) ativa células endoteliais aumentando
sua susceptibilidade a infec¢ao pelo T. cruz, in vitro. Além disso, eles mostram

gue o estimulo de células endoteliais pela TS promove ativagdo de NF-kB, induz a
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expressao de moléculas de adesdo como E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 e
bloqueia apoptose induzida por privacéo de soro.

Huang et al (1999) também demonstraram que a infeccdo de células
endoteliais com T. cruzi estd associada com ativacdo de NF-kB e a expresséo das
moléculas de adesdo E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1. Em estudo sobre a
penetracao e proliferacdo de Toxoplasma gondii em células epiteliais da retina, em
resposta a citocinas préinflamatorias, TNF e IFN-y, Delair et al. (2009) sugerem
um papel inibitério dessas citocinas na penetracdo e proliferacdo desse parasito,
sendo esse fendbmeno também dose-dependente. Essa diferenca de resposta
entre esse estudo e 0 nosso pode estar relacionada ao tipo de parasito e a via de
infeccdo do hospedeiro, uma vez que as células da retina ndo sdo uma das
primeiras a serem infectadas no curso da doenca e nem estdo envolvidas num
ambiente préinflamatério inicial.

Neste trabalho, demonstramos que o aumento na taxa de infec¢éo induzido
por TNF ocorre nos primeiros momentos da infec¢ao, corroborando a idéia que
essa citocina facilita a invaséo pelo T. cruzi e ndo sua multiplicagéo intracelular.

A ligacdo de TNF aos seus receptores pode induzir tanto uma resposta
celular de sobrevivéncia/proinflamatdria, mediada por NF-xB, quanto uma
resposta de morte celular por apoptose, dependendo do contexto celular. Sendo
assim, decidimos investigar o papel do fator de transcricdo NF-xB no aumento da
taxa de infeccdo induzido por TNF. Nas células de mamiferos, a familia NF- kB
inclui 5 proteinas, p65/RelA, c-Rel, RelB, P50/p105/NF- kBl e p52/p100/ NF- kB2
gque sao capazes de formar homo ou héterodimeros entre si (Perkins, 2007). Em
células ndo estimuladas, o NF-kB encontra-se no citoplasma associado a uma
familia de proteinas inibitérias (IxBa, -B e —€), permanecendo assim inativado.

Vérias moléculas podem atuar como ativadores de NF-xB, como TNF e LPS,
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induzindo a fosforilagdo de IxkBa, o que promove sua ubiquitinagdo e degradacéo.
A liberacdo de NF-xB (p65/p50) permite sua translocacdo para o nucleo onde
induz a expressdo de determinados genes envolvidos na resposta imune,
sobrevivéncia e proliferacéo celular (Haecker & Karin, 2006). Os efeitos bioldgicos
do NF-kB podem ser inibidos tanto farmacologicamente quanto geneticamente. O
composto TPCK é um inibidor de proteinases de serina/cisteina e é capaz de
inibir a ativagdo de NF-«B através do bloqueio da fosforilacdo e
consequentemente da degradacdo de IkBa, em diversos tipos celulares (Henkel,
et al., 1993; Finco, et al., 1994; Ha, et al., 2009). Quando ambos os tipos celulares
foram tratados com TPCK antes do tratamento com TNF observamos reducgéo
significativa na taxa de infeccdo. Essa diminuicdo da taxa de infeccdo foi mais
proeminente nas células LLC-MK2 tratadas com menores concentracdes de
TPCK.

Como ferramenta de bloqueio da fungdo de uma proteina, utilizamos o
plasmideo pRcCMV-IkBa-DN (Traenckner, et al., 1995) para transfectar células
HEK?293T, ja que essas possuem uma eficiéncia de transfec¢do muito superior as
LLC-MK2 para o nosso método (dados ndo mostrados). Os nossos resultados
mostram que todas as concentragbes de plasmideo pRcCMV-IkBa-DN foram
eficientes para diminuir a taxa de infeccdo de células tratadas com TNF, mas
somente a partir da concentragdo de 2ug € que a diferenca entre a taxa de
infeccdo entre as células tratadas e ndo tratadas com TNF é abolida, eliminando
assim o efeito do TNF em aumentar o nimero de parasitos intracelular. Baseados
nesses resultados, tanto do TPCK quanto do DN IkBa, podemos sugerir que o
aumento na taxa de infec¢cdo para ambos os tipos celulares envolve a ativagédo de

NF-xB induzida por TNF.
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A ligacdo de TNF ao seu receptor pode desencadear respostas tanto
de sobrevivéncia e multiplicacdo celular, quanto de apoptose, dependendo do
contexto celular. Robaye et al (1991) foram os primeiros a demonstrar os efeitos
téxicos e dose-dependentes do TNF em células endoteliais in vitro. Estudos In
vivo também ja demonstraram os efeitos téxicos dessa citocina. A administracao
de TNF recombinante aumentou a mortalidade (Black, et al., 1989) e o aumento
dos niveis enddgenos de TNF aumentaram a susceptibilidade (Russo, et al., 1989)
além de levarem os animais a caquexia e danos inflamatérios ap6s infecgéo por T.
cruzi (Truyens, et al., 1995). Em nossos experimentos, TNF n&o induziu
citotoxicidade nas concentragfes testadas, de onde podemos concluir que o
aumento do nimero de parasitos intracelulares encontrados nas células HEK293T
e LLC-MK2 apo6s tratamento com TNF ndo esta relacionado com diminuicdo da
viabilidade celular. A ligacdo de TNF ao seu receptor do tipo 1(TNF-R1) pode
ativar uma cascata de transdugcédo de sinal que leva a célula a morte. Quando
ativado, o TNF-R1 associado & TRADD (Dominio de morte associado ao TNFR)
recruta a molécula FADD (Faz associado ao dominio de morte). Apds ser
recrutado, FADD recruta as moléculas procaspases 8 e 10, que sao prontamente
ativadas. Essa ativacdo das procaspases € suficiente para iniciar a cascata de
sinalizagédo que levara a apoptose (Schneider-Brachert, et al., 2004).

Petersen, et al., (2006) demonstraram que a infecgcéo pelo T. cruzi protege
as células cardiacas, in vitro, de entrarem em apoptose induzida por TNF. Além
disso, eles mostram que esse efeito anti-apoptético estd relacionado com a
presenca do parasito no interior da célula e com a ativacdo de NF-kB. Nossos
resultados mostram que o tratamento com TNF ndo induz a apoptose e que o
meio condicionado por células THP-1 infectadas com T. cruzi € capaz de ativar

NF-xB. E possivel que a sinalizagdo de NF-«xB ativada primeiramente por TNF e
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em seguida por T. cruzi possa estar protegendo o parasito contra apoptose celular
em células epiteliais.

Hall et al., (2000) demonstraram a ativacdo de NF-xB em células n&o
fagociticas profissionais ap6s a infec¢do com T. cruzi, mas com resultados
contrarios aos nossos. Neste trabalho, a habilidade do parasito em ativar NF-xB &
inversamente proporcional com a susceptibilidade celular a infeccdo. Esses
autores mostram que células epiteliais transfectadas com IkBaM/GFP, ou seja,
incapazes de ativar NF-kB, apresentam maior taxa de infeccdo. Em contrapartida,
nossos dados indicam que a ativagdo de NF-kB por TNF em dois modelos de
célula epitelial aumenta a susceptibilidade dessas a infeccdo. E importante
ressaltar duas diferencas entre nossos trabalhos. Hall et al (2000) néo
investigaram a acdo do ambiente pré-inflamatério sobre a infecgdo das células
ndo fagociticas profissionais, ou seja, ndo utilizaram nenhuma citocina ou outro
fator solivel como ativador celular. Além disso, nossos grupos trabalham com
isolados de T. cruzi diferentes. Nosso trabalho foi desenvolvido com a cepa Y de
T. cruzi enquanto o dos outros autores utilizou os isolados Silvio, Tulahuen e
MV13. Em trabalho recente, Adesse et al. (2010) demosntrou que a infec¢cdo com
4 isolados diferentes de T. cruzi (Y, CL Brener, Tulahuen e Brazil) induz 4 perfis
génicos diferentes em mioblastos L6E9, mostrando que cada isolado é capaz
modular um tipo de resposta celular.

Células da linhagem macrofagica quando expostas a parasitos produzem
IL-12 e TNF que ativam células NK a produzir IFN-y. Essa resposta imune inicial é
fundamental na resisténcia do hospedeiro contra diferentes tipos de parasitos
intracelulares (Biron & Gazzinelli, 1995). Em nosso trabalho nés demonstramos
gue células THP-1 diferenciadas com PMA sao capazes de serem infectadas com

T. cruzi e secretam TNF apds 2 horas de infec¢cdo. Quando utilizamos esses
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sobrenadantes obtidos a partir de células THP-1, diferenciadas e infectadas por 2
horas, para tratar células HEK293T e LLC-MK2 obtivemos um aumento no namero
de parasitos intracelulares. Esse aumento foi abolido quando incubamos esse
sobrenadante com o anticorpo anti-TNF infliximab antes do tratamento das
células, sugerindo que o TNF esta envolvido no aumento na taxa de infecgcado
celular. Além disso, o experimento com transwell, que mimetiza esse experimento
de forma mais fisiolégica, produziu os mesmos resultados.

O fato de TNF aumentar a susceptibilidade de células epiteliais a infeccéo
pelo T. cruzi parece indicar que a interagdo do parasito com a célula hospedeira
depende de inumeros fatores, dentre eles o microambiente em que ela esta
inserida. Como exemplos desse contexto in vivo, podemos citar estudos que
mostram a predominancia de linfocitos CD8+ e macréfagos secretores de TNF em
focos inflamatérios do coracdo de pacientes chagésicos cronicos (Reis, et al;,
1993). Além disso, outros trabalhos ja relacionaram a persisténcia do parasito com
a intensidade do processo inflamatério em Orgdos do sistema digestivo de
humanos (Palomino et al.,2000, ) e em modelos experimentais (Zhang & Tarleton,
1999).

Nossos resultados demosntram que a ativacdo de NF-kB por TNF participa
na invasado de células epiteliais, promovendo um aumento no nimero de parasitos
intracelulares. A ativacdo de NF-xB por fatores paracrinos liberados por células
imunes em células epiteliais apresenta-se como um mecanismo de persisténcia do

parasito na célula hospedeira.
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6 Conclusobes

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, em células epiteliais

HEK293T e LLC-MK2:

i) a infeccdo com a cepa Y de T. cruzi é facilitada pela ativacdo de NF-xB
induzida pelo TNF;

i) a ativacdo de NF-xB parece ser desencadeada pela adesédo do parasito a
superficie da célula epitelial;

iii) o aumento do nimero de parasitas intracelulares induzido por TNF

parece ser dependente de célcio
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