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RESUMO

A infeccdo por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), causador da doenca de Chagas, induz
uma reacao inflamatoria e a eficiéncia da resposta imune (RI) do hospedeiro ¢ importante para
que a infeccdo persista ou seja eliminada. A expressdo de SOCS2 (Supressor de Sinalizagdo
de Citocinas)2, uma proteina intracelular, ¢ parcialmente mediada por lipoxinas (LXA4,
eicosanoide anti-inflamatdrio) em células dendriticas (DCs), a principal célula apresentadora
de antigeno (APC). Demonstramos que SOCS2 ¢ fundamental durante a infec¢do por 7. cruzi
modulando a geragdo/expansdo de células Thl, Treg e de memoria e no controle da fungao
cardiaca. No presente trabalho, nés pesquisamos o papel de SOCS2 na func¢do de DCs e na
inducdo/manuten¢do da RI durante a infeccdo experimental por 7. cruzi. Camundongos
CD11cDTR transgénicos (deplecdo de DCs), selvagens (WT) e deficientes de SOCS2
(knockout/KO) foram infectados com a cepa Y de 7. cruzi. Nossos resultados demonstraram
um aumento da parasitemia nos animais depletados de DCs, ressaltando que DCs sdo cruciais
no controle da infec¢do por 7. cruzi. Durante a RI inata a auséncia de SOCS2 resultou na
reducdo da frequéncia de DCs produtoras de citocinas inflamatdrias (IL-12 e TNF-a), mas
ndo de IL-10, sem alterar a expressdo dos receptores do tipo Toll (TLR2 e TLR4) e de MHC
II. Em contraste, uma diminui¢do na expressdo da molécula co-estimuladora CD80 foi
observada em DCs deficientes de SOCS2. Durante a RI adaptativa a auséncia de SOCS2 em
DCs resultou no aumento dos niveis de expressdo de TLR2 e TLR4 e na redugdo da
frequéncia de DCs expressando MHCII. A transferéncia adotiva de DCs deficientes de
SOCS2 ocasionou aumento da parasitemia e mudangas do perfil da RI frente a infec¢do por 7.
cruzi, principalmente: 1) reduzindo a frequéncia de células NK produtoras de IFN-y e de IL-
17; i1) diminuindo a frequéncia de células T CD8 produtoras de IFN-y e de T CD4 produtoras
de IL-17, apesar de aumentar células T CD4 produtoras de IFN-y; auséncia de SOCS2 em
DCs também resultou em redugdo de células produtoras de IL-10, como T CD4 e CD19, além
das células Treg. Nossos resultados também demonstraram que SOCS2 ¢ importante na
modula¢do da apoptose durante a infec¢do por 7. cruzi, onde a deficiéncia de SOCS2 leva a
um aumento da apoptose de neutrdfilos durante a RI inata, de macrofagos nas RI inata e
adaptativa e de linfocitos na RI adaptativa. Nossos resultados in vitro demonstraram um
aumento de caspase 3 total e clivada em neutrofilos deficientes em SOCS2. Em conjunto,
nossos resultados demonstraram que SOCS2 ¢ crucial na modulacdo das fungdes de DCs
durante a geracdo e regulacdo da RI inata e adaptativa durante a infeccdo por 7. cruzi.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, SOCS2, Células Dendriticas, Resposta imune.



ABSTRACT

The infection by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), which causes Chagas’ disease, induces an
inflammatory reaction and the efficacy of the host immune response (IR) is important to
persist or eliminate the infection. SOCS2 (supressor of cytokine signaling)2 expression, an
intracellular protein, is partially mediated by lipoxins (LXA,, anti-inflammatory eicosanoid)
in dendritic cells (DCs), the main antigen-presenting cell (APC). We demonstrated that
SOCS2 is fundamental during 7. cruzi infection by modulating the generation/expansion of
Thl, Treg and memory cells and in the control of heart function. In the present work, we
investigated the role of SOCS2 in DCs function and induction/maintenance of IR during
experimental 7. cruzi infection. CD11cDTR transgenic mice (DCs depletion), wild type (WT)
and SOCS2 (knockout/KO) were infected with Y strain of 7. cruzi. Our results demonstrated
an increased parasitemia in depleted DCs animals, emphasizing that DCs are crucial in control
of T. cruzi infection. During innate IR, absence of SOCS2 resulted in decreased frequency of
inflammatory cytokines (IL-12 and TNF-a), but not IL-10 by DCs, without change the Toll-
like receptor expression (TLR2 and TLR4) and MHCII. In contrast, a decreased expression of
CDS80 costimulatory molecule was observed in SOCS2 deficient DCs. During adaptive IR,
absence of SOCS2 in DCs resulted in increased levels of TLR2 and TLR4 expression and
reduced frequency of DCs expressing MHCII. Adoptive transfer of SOCS2 deficient DCs
caused increased parasitemia and changes in IR profile against 7. cruzi infection, specifically:
1) reducing the frequency of NK cells producing IFN-y and IL-17; ii) reducing the frequency
of CD8 T cells producing IFN-y and CD4 T cells producing IL-17, despite increasing CD4 T
cells producing IFN-y; absence of SOCS2 in DCs also resulted in reduction of cells producing
IL-10 such as CD4 and CD19, besides Treg cells. Our results also demonstrated that SOCS2
is important in apoptosis modulation during 7. cruzi infection, where absence of SOCS2 leads
to increased apoptosis in neutrophils during innate IR, macrophages in innate and adaptive IR
and lymphocytes in adaptive IR. Our in vitro results demonstrated an increase in cleaved and
total caspase 3 in SOCS2 deficient neutrophils. Together, our results demonstrated that
SOCS2 is crucial in the modulation of DCs’ function during generation/regulation of innate
and adaptive IR during 7. cruzi infection. Keywords: Trypanosoma cruzi, SOCS2, Dendritic

Cells, Immune Response.
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A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana, constitui uma doenca
negligenciada causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade na América Central e do Sul. Contudo, mesmo
apos 106 anos de sua descoberta, esta enfermidade ainda acomete cerca de 10 milhdes de
pessoas ao redor do mundo, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), com uma
maior incidéncia na América Latina. Em décadas recentes, fatores como imigracao,
transfusdes de sangue e transplante de 6rgdos, aumentaram o numero de casos da doenca em
areas ndo endémicas como Europa, América do Norte, Japao e Australia. Durante a doenga de
Chagas, ocorre uma resposta inflamatoria que libera a expressdo de mediadores inflamatorios
(como citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos) que ativam e recrutam leucocitos para
diversos tecidos com o intuito de eliminar o parasito. Portanto, o conhecimento das estratégias
empregadas pelo parasito (para sua persisténcia no hospedeiro) e os mecanismos de defesa do
hospedeiro contra a infec¢do causada por 7. cruzi é de extrema relevancia. Deste modo, nosso
estudo estd diretamente relacionado com a linha de pesquisa basica em imunologia visando
elucidar parte da via imunoldgica envolvida na resolu¢do da inflamacdo e desenvolvimento de
patologias. Nosso estudo foi realizado em modelo experimental murino, no Laboratorio de
Imunorregulagdo de Doengas Infecciosas (LIDIN) do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB - da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) sob a orientacdo da Professora Doutora Fabiana Simdo Machado. Todos os
experimentos foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA) da UFMG, sob os niimeros de protocolos 49/2009 e 89/2010. Os dados
obtidos durante o periodo de execu¢do do projeto foram debatidos em diversos congressos

internacionais, por meio de apresentagdes orais, posteres e recebimento de prémios.
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Para que uma resposta imunologica seja eficiente contra diversos micro-organismos,
esta requer a ativacdo de fatores imunes inato e adquirido. Estas imunidades, além de estarem
fortemente conectadas (a resposta imune inata contra micro-organismos estimula a resposta
imune adaptativa e influencia a natureza dessa resposta), apresentam uma inter-regulagdo (a
resposta imune adaptativa aumenta os mecanismos protetores da imunidade inata). A resposta
imune inata (presente em todos os organismos multicelulares) inicia-se com o reconhecimento
do agente invasor, produ¢do de agentes inflamatorios, processamento dos antigenos, que
estimulam a resposta adaptativa (presente nos vertebrados) com ativagao principalmente dos
linfocitos.

A eficiéncia de uma resposta imune contra patdégenos como por exemplo, 7. cruzi,
Toxoplasma gondii e Mycobacterium tuberculosis depende da inducdo de mediadores pro-
inflamatorios como IL-12, TNF-a e IFN-y. A resposta imune do hospedeiro ¢ determinante
para a persisténcia ou eliminacdo do agente causador da doenga, onde, o controle da
intensidade dessa resposta ¢ dependente de mecanismos inibitorios e/ou repressores. Com
isso, torna-se necessario o entendimento dos mecanismos de controle da resposta imune
durante a infec¢@o por 7. cruzi, uma vez que essas respostas sdo complexas, ocorrendo em
distintos compartimentos do sistema imune, incluindo ativagdo/expansdo celular, producao de
citocinas, quimiocinas, anticorpos e morte celular. Portanto, a patogénese da doenga de
Chagas parece ser uma decorréncia da interagdo do sistema imune do hospedeiro versus
parasito, ocorrendo em diversas etapas onde podemos encontrar uma hiperativagdo da
resposta imune, imunossupressao da resposta Thl, perda de células B imaturas na medula
Ossea e comprometimento dessas células na periferia. Esse cendrio de imunossupressao esta
relacionado, entre outros fatores, com o aumento da apoptose. Vdrias células do sistema
imune como células dendriticas (DCs), macrofagos (MO) e natural killer (NK) possuem um
importante papel no controle da infeccdo por 7. cruzi. DCs sdo as principais células
apresentadoras de antigeno (APC), sendo definidas por sua potente capacidade em iniciar uma
resposta imune adaptativa. Estas sdo células derivadas da medula 6ssea, encontradas em
tecidos epiteliais e linfoides, responsaveis pela ativacao de linfocitos T naive além de ser um
componente crucial da resposta imune inata relacionado com a modulacdo da resposta imune
adquirida.

Supressor de sinalizagdo de citocinas (SOCS) constituem um grupo de proteinas
intracelulares que tem sido intensamente estudadas devido a sua capacidade de regular vias de
sinalizacdo de citocinas e também de controlar respostas celulares e fatores de crescimento.

Nossos estudos mostraram que SOCS2 possui papel fundamental no balango da resposta
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imune e fung¢do cardiaca durante a infeccdo por 7. cruzi (Esper et al., 2012) (artigo em anexo
#1). De fato, o balango entre citocinas T helper (Thl e Th2) ¢ indispenséavel para promover a
imunidade e reduzir o desenvolvimento de patologia cardiaca em individuos infectados por 7.
cruzi, onde ocorre supressdo da imunidade mediada por células T e aumento da apoptose de
linfocitos, o que pode contribuir para a persisténcia do parasito no hospedeiro. Lipoxinas
(LXA) s3o mediadores lipidicos derivados de eicosanoides com propriedades anti-
inflamatorias, capazes de induzir a expressdo de SOCS2 durante a infeccdo por 7. gondii
(Machado et al., 2006). Sendo assim, devido a expressdo de SOCS2 ser parcialmente
mediada pela geracdo de LXA4em DCs, compreender o papel de SOCS2 nos mecanismos que
regulam a ativacdo e funcdo das DCs e subsequente ativacdo de linfécitos envolvidos no
controle da infec¢do por 7. cruzi, pode fornecer informagdes importantes acerca da
patogénese e resisténcia ‘a infec¢do, sendo um modelo apropriado para o entendimento do

balango entre uma eficiente resposta imune e imuno-patologia.
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3- Revisdo da Literatura
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3 — Revisao da Literatura

3.1- A doen¢a de Chagas e o Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana foi inserida na comunidade
cientifica em Abril de 1909 através de um relato minucioso descrito pelo médico mineiro
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934). Durante sua expedicdo "a pequena cidade
de Lassance (interior do Estado de Minas Gerais), examinando o sangue de uma crianga de
dois anos (chamada Berenice e que seria entdo considerada o primeiro caso da doenga que
levaria o nome do pesquisador — a doenga de Chagas) em estado febril, deparou-se com um
parasito flagelado para o qual sugeriu o nome de 7rypanosoma cruzi em tributo ao seu amigo
e mentor Oswaldo Cruz (Chagas, 1909; Coura et al., 2014). Tal feito foi considerado o maior
marco da historia da medicina, onde o mesmo pesquisador, em um curto intervalo de tempo,
descobriu ndo apenas uma nova doen¢a humana, mas também seu vetor (inseto comumente
chamado de barbeiro ou chupdo) e o agente etioldgico da doenca (7. cruzi) (Chagas, 1909;
Coura et al., 2014). Conforme ilustrado na nobre frase de Oswaldo Cruz, “o descobrimento
desta moléstia constitui o mais belo exemplo do poder da logica a servigo da ciéncia. Nunca
até agora, nos dominios das pesquisas bioldgicas, se tinha feito um descobrimento tdo
complexo e brilhante e, o que mais, por um s6 pesquisador” (Malafaia e Rodrigues, 2010).
Em prestigio a sua nobre descoberta, em 1921 Carlos Chagas recebeu o titulo de doutor
honoris causa da Harvard University e, em seguida, igual beneficio lhe foi conferido pela
Universidade de Paris. Em 1913 e 1921, Carlos Chagas foi indicado a ldurea maxima, o
Prémio Nobel, porém, ndo o recebeu por razdes mal compreendidas (Lewinsohn, 2003;
Malafaia e Rodrigues, 2010; Steverding, 2014). O parasito hemoflagelado 7. cruzi pertence a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma (Honiberg, 1963;
Simpson et al., 2006; Rassi et al., 2012; Lukes et al., 2014) que infecta animais mamiferos,
incluindo humanos. Mesmo ap6s 107 anos de sua descoberta, a doenga de Chagas ainda ¢
considerada uma das principais causas de doencas cardiacas e gastrointestinais em areas
endémicas do México, América Central e do Sul, onde estima-se que cerca de 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas com o parasito (Bonney, 2014; Virgilio, 2014) e outras 100
milhdes de pessoas expostas a possibilidade de contrair a doenga (WHO, 2010; Sesti-Costa et

al., 2014).
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3.2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi ¢ complexo e envolve ambos hospedeiros (vertebrado
mamifero e invertebrado hematéfago da subfamilia Triatominae) em estdgios de
desenvolvimento bem definidos. O parasito (no hospedeiro vertebrado) encontra-se em duas
formas: (i) tripomastigota que caracteriza-se sendo a forma sanguinea ndo replicativa
infectante de células nucleadas (incluindo células dendriticas, macrofagos, fibroblastos,
musculares e nervosas) e (il) amastigota que se encontra nos tecidos e que se replica no
citosol das células do hospedeiro (Epting et al., 2010; Machado, Dutra, ef al., 212; Machado,
Jelicks, et al., 2012; Duran-Rehbein et al., 2014). No triatomineo, ¢ possivel encontrar no
tubo digestivo as formas epimastigotas replicativas e tripomastigotas metaciclicas, sendo
ambas flageladas (Machado, Dutra, et al., 2012; Esper ef al., 2015). A infec¢do natural do
hospedeiro mamifero ocorre (durante o repasto sanguineo) quando o inseto vetor (barbeiro)
elimina nas fezes e na urina as formas tripomastigotas metaciclicas (infectantes) que
submergem na pele lesada ou nas mucosas (Machado, Jelicks, et al., 2012; Rassi et al., 2012;
Steverding, 2014). Apds a infec¢do, as formas tripomastigotas penetram nas células do
hospedeiro e se transformam em amastigotas. Tais formas, em aproximadamente 5 dias, se
diferenciam em tripomastigotas e iniciam um intenso movimento que coopera para a ruptura
da célula hospedeira levando a liberagdo dos parasitos e infec¢do de novas células (Machado,

Jelicks, et al., 2012; Rassi et al., 2012; Esper et al., 2015).
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FIGURE 1. Trypanosoma cruzi life cycle. Description of human and triatomine stages of T. cruzi during its life cycle.

Curr Opin Infect Dis 2015, 28:246-252
DOI:10.1097/QC0.0000000000000157

Ainda ndo estd totalmente esclarecido quais sd3o os mecanismos moleculares de
invasdo das células do hospedeiro pelo parasito e as vias reguladoras associadas a invasao,
tem sido objeto de intensa investigacdo. O T. cruzi interage com diversos receptores celulares
do hospedeiro mamifero como por exemplo os receptores do tipo Toll (TLRs), mucinas,
manose, tirosina-kinase, TGF onde as atividades desses receptores sdo essenciais para a
ligacdo e/ou invasdo do parasito (Kahn et al., 1995; Ming et al., 1995; Camargo et al., 1997,
De Diego et al., 1997; Gazzinelli e Denkers, 2006).

3.3 - Epidemiologia

Inicialmente, a doenca de Chagas era limitada ao Continente Americano (desde o Sul
dos Estados Unidos até o norte do Chile e Argentina) especialmente em dareas rurais
empobrecidas. Atualmente, a doenca de Chagas atravessou fronteiras e constitui um
importante problema de satde publica em paises ndo endémicos (como Estados Unidos,

Austrélia, Espanha e Japao) devido ao grande influxo de imigrantes onde, na auséncia do
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vetor, a infec¢do pode ser transmitida através de transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos
provindos de doadores infectados, congénita e mais raramente por acidentes laboratoriais
(Perez-Molina et al., 2012; Andrade et al., 2014). A maioria dos individuos com sorologia
positiva nessas areas ndo endémicas, usualmente possuem a forma indeterminada da doenga.
Alguns fatores influenciam o curso da infec¢do, como a cepa do parasito, fatores ambientais,
metabolicos, nutricionais e genéticos do hospedeiro humano.

Atualmente, vem ocorrendo um intenso controle da transmissdo da doenca de Chagas
através de estratégias de eliminacdo do vetor e melhora na seguranca das transfusdes
sanguineas em areas endémicas (Perez-Molina ef al., 2012). Outro aspecto relevante sugere
que em areas endémicas, a contaminac¢do por via oral da doenca ndo constitui uma ideia
recente. O primeiro caso desse tipo de contamina¢do foi documentado em 1965 (Da Silva et
al., 1968) quando a infec¢do ocorreu apos a ingestdo de alimentos (cana-de-agucar e agai)
contaminados com o triatomineo e/ou com suas fezes (Perez-Molina et al., 20120; Coura,

2015).

3.4 — Manifestacoes Clinicas da doenca

O curso clinico da doenca de Chagas pode ser dividido em duas fases distintas sendo
elas aguda e cronica. A fase aguda ocorre em um periodo de 4 a 8§ semanas e, na maioria dos
casos, ¢ assintomatica em adultos. Em criangas, podem aparecer sintomas como febre, mal
estar, vomitos e adenomegalia. Em um niimero menor de casos, ocorre o desenvolvimento de
problemas mais graves como miocardite aguda acompanhada de cardiomegalia ou
meningoencefalite, podendo ser fatal em alguns casos (Rassi et al., 2010; Machado, Jelicks, et
al., 2012; Esper et al., 2015). A fase aguda caracteriza-se por elevada parasitemia, parasitismo
de varios tipos celulares e inflamacdo. Em casos de transmissao vetorial € possivel observar o
sinal de porta de entrada do 7. cruzi através do chagoma de inoculagdo (na pele ou proximo a
mucosa ocular) que se manifesta como uma reag¢do da conjuntiva com edema de palpebras de
um lado da face denominado sinal de Romafia (Machado, Dutra, ef al., 2012; Perez-Molina et
al., 2012). As manifestagdes clinicas da fase aguda da doenca se resolvem em
aproximadamente 90% dos casos de individuos infectados, mesmo na auséncia de tratamento.
A fase cronica da doenga pode ser dividida em assintomatica ou indeterminada onde cerca de
60-70% dos pacientes nunca desenvolverdo os sinais clinicos aparentes da doenga. Os
pacientes remanescentes (30-40%) irdo subsequentemente desenvolver a fase cronica

sintomdtica da doenca, usualmente cerca de 10 a 30 anos apds a infec¢do inicial com
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comprometimento de 6rgdos como coragdo, trato digestivo ou ambos (Rassi et al., 2010;
Nagajyothi et al., 2012; Morilla e Romero, 2015). A reativa¢do da fase aguda da doenca de
Chagas pode ocorrer em pacientes cronicamente infectados e imunologicamente
comprometidos como, por exemplo, em pacientes com HIV que sdo tratados com drogas
imunossupressoras (Braz et al., 2008; Rassi et al., 2010). A cardiomiopatia chagésica cronica
(CCC) ¢ a manifestacdo mais importante e severa da doenca de Chagas em humanos,
causando arritmias, tromboembolismo, insuficiéncia cardiaca e morte stubita (Rocha et al.,
2003; Rassi et al., 2010; Ribeiro et al., 2012; Machado et al., 2013; Morilla e Romero, 2015).
No que diz respeito a miocardite chagésica cronica, esta se caracteriza por um infiltrado de
células mononucleares, destruicdo de fibras miocéardicas no foco inflamatdrio, presenca de
areas de fibrose e raros parasitos nas lesdes. Apesar de algumas controvérsias envolvendo os
mecanismos que desencadeiam a resposta inflamatoria no coragdo, numerosos estudos
demonstram que a reacdo inflamatoria ¢ dependente de linfécitos T sensibilizados. Um
exemplo da importincia de linfocitos T na resposta imune no coracdo € vista em
camundongos atimicos infectados com 7. cruzi, onde, embora tenha um intenso parasitismo
tecidual, ndo exibem resposta inflamatoria no miocérdio (Gongalves Da Costa et al., 1984).
Foi demonstrado por Higuchi e colaboradores que os linfécitos T CDS" sdo a maioria das
células presentes no infiltrado inflamatorio de pacientes com formas cardiacas da doenga

(Higuchi Mde et al., 1993).

3.5 — Imunidade "a infec¢cdo por Trypanosoma cruzi

A indugdo rdpida da imunidade contra 7. cruzi ¢ um passo essencial para o
estabelecimento da relagdo entre patdogeno/hospedeiro, a qual permite que ambos sobrevivam
a fase inicial da doenga e progridam para a fase latente. Estudos em modelos experimentais de
infeccdo por 7. cruzi mostraram que uma eficiente resposta Thl mediada por células T
(TCD4" e T CDS8") no controle do parasitismo depende da producao de citocinas como IL-12,
TNF-a, IFN-y e também de outras citocinas como IL-18, demonstrado recentemente por
nosso grupo (Abrahamsohn e Coffman, 1996; Silva et al., 1998; Martins et al., 1999; Rassi et
al., 2010; Esper et al., 2014) (artigo em anexo #2). Dentre estas citocinas, [IFN-y (citocina pro-
inflamatoria) possui um papel critico no controle inicial da replicacdo do parasito onde, na
auséncia da resposta imune inata, este controle dependente de IFN-y ¢ comprometido. A
citocina IL-12 (ativadora de células NK) ¢ fundamental para induzir uma resposta imune

dependente de IFN-y, em ambas as respostas (inata e adaptativa) contra o 7. cruzi (Torrico et
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al., 1991; Silva et al., 1995; Machado, Dutra, et al., 2012). Essa cascata de ativagao celular ¢
producdo de citocinas possui um papel protetor principalmente devido ‘a indugdo da producao
de oxido nitrico (NO) (por macrofagos), que € responsavel pelo controle do crescimento
intracelular do parasito através de sua forte atividade tripanocida (Cardoni et al., 1990;
Gazzinelli ef al., 1992; Chandra et al., 2002; Gutierrez et al., 2009; Machado, Dutra, et al.,
2012). Além disso, a regulacdo da expressdo de quimiocinas e de IFN-y, associados ao
decréscimo do parasitismo tecidual, pode ser responsavel pelo controle da inflamacdo e
imunopatologia no coragdo em infec¢des experimentais por 7. cruzi (Talvani et al., 2000). A
producdo de IFN-ytambém participa na indugdo da producdo de TNF-o e de IL-1f por
macrofagos. Macrofagos peritoneais e cardiomidcitos produzem in vitro, quantidades
significativas de TNF-a na presenga de 7. cruzi e IFN-y desempenhando papel fundamental
no controle da replicagdo dos parasitos e na modulagdo da produgdo de quimiocinas
(Machado et al., 2000). Por outro lado, as citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-f3 inibem
a ativacdo de macrofagos mediada por IFN-y, inibindo a produgdo de NO, quimiocinas e
diferenciag@o de células produtoras de IFN-y (Oswald et al., 1992; Esper et al., 2015). Com
esses estudos, foi demonstrado que o favorecimento da diferenciacdo de linfocitos Thl
depende da producao de IL-12 e IFN-y, levando a uma diminuicao da sintese de IL-10 o qual
¢ um mecanismo chave para a inducdo e manutencdo do controle da infeccdo aguda induzida
pelo parasito (Torrico et al., 1991; Silva et al., 1992; Reed et al., 1994; Silva et al., 1995;
Silva, 2003). Importante relembrar que a resposta imune contra a infec¢do por 7. cruzi é
complexa e pode ocorrer em diferentes compartimentos do sistema imune como por exemplo,
a indugdo e proliferacdo de células B. Uma das caracteristicas de inumeras infecgdes € a
ativacado policlonal de células B, onde ocorre uma hiperglobulinemia que pode ser crucial para
uma defesa primaria do hospedeiro em resposta a um microorganismo, devido a presenca de
antigenos especificos presentes em estruturas conservadas nos patdogenos. Camundongos
deficientes de células B infectados por 7. cruzi possuem uma mortalidade elevada na infec¢ao
tardia devido a impossibilidade de eliminar formas tripomastigotas da circulagio (Cardillo et
al., 2007). Por outro lado, a ativagcdo policlonal de células B participa nas alteracdes
patologicas observadas na doenca de Chagas (Minoprio ef al., 1988; Minoprio, 2001; De Meis
et al., 2009). Com isso, existem diversas controvérsias quanto ao papel dos anticorpos em

conferir resisténcia ‘a infec¢do causada por 7. cruzi.
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3.6 — Mediadores lipidicos da resposta imune

Além da importancia da produg¢do de citocinas (pro e anti-inflamatorias) para que haja
um controle da resposta imune que promova a sobrevivéncia do hospedeiro, tem sido
demonstrado que a liberagdo de eicosanoides regula a resposta imune do hospedeiro e
controla a progressdao da doenca de Chagas (Pinge-Filho et al., 1999; Ashton et al., 2007,
Pavanelli et al., 2010; Freire e Van Dyke, 2013).

Os ecosanoides ou eicosanoides (do Grego eikosi para “vinte”) sdo uma classe de
mediadores lipidicos que atuam de maneira importante na manutencdo da homeostase
fisiologica, em condicdes patoldgicas e sdo relevantes em quase todos os sistemas e tecidos
dos mamiferos (Leslie, 2004; Brock e Peters-Golden, 2007; Freire e Van Dyke, 2013; Tessaro
et al., 2015). Sdo metabdlitos oxigenados derivados do metabolismo do 4cido araquidonico
(AA) que agem em pequenas concentragdes nas células alvo tipicamente via receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) (Drachman e Rothstein, 2000). Os eicosanoides foram
reconhecidos primeiramente por sua habilidade em causar respostas bioldgicas como
agregacao plaquetéaria, edema e contragdo da musculatura lisa; ultimamente, outras fungdes
como participacdo na inflamacdo, cancer e resposta imune sob diversas condi¢des lhe foram
conferidas (Ferreira, 1973; Brock e Peters-Golden, 2007). Como exemplos desses
eicosanoides, podemos citar as prostaglandinas (PGs), prostaciclinas, tromboxanos (TX),
leucotrienos (LT) e lipoxinas (LXA) (Serhan et al., 1984; Harris et al., 2002; Levin et al.,
2002; Wada et al., 2007; Buckley et al., 2014; Tessaro et al., 2015).

Os leucotrienos sao mediadores lipidicos eicosanoides com envolvimento fundamental
nos processos inflamatorios, sendo moléculas essenciais nos processos de manutencdo da
homeostasia vascular e respiratéria e também na inflamag¢ao (Yokomizo et al., 2000; Shimizu,
2009). O primeiro passo na sintese dos leucotrienos envolve a oxidacdo do acido AA
realizado pela enzima 5-Lipoxigenase (5-LO) (Ferguson et al., 2007).

A enzima 5-LO pertence a uma familia de enzimas (lipoxigenases) que contém ferro
ndo associado a um grupo heme e que catalisam a oxidacdo de acidos graxos poliénicos para
hidroperéxidos de lipideos (Rouzer et al., 1985; Claria e Serhan, 1995; Hedi e Norbert, 2004;
Shimizu, 2009). Através de sua acdo no metabolismo do AA, esta enzima possui um
importante papel ndo somente no desencadeamento de atividades pro-inflamatorias mediadas
pela produgdo de leucotrienos (LTB4), como também pela promocdo da sintese de fatores
anti-inflamatorios como as LXAs. LXAs sdo mediadores eicosanoides que possuem potentes

atividades anti-inflamatorias em inimeras desordens do sistema imunoldgico como sepse,
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periodontite, nefrite, asma, fibrose cistica, e infecgdes como tuberculose e toxoplasmose que
inibem a funcdo de LT, migracdo de leucocitos, de células NK, producdo de quimiocinas
induzidas por TNF-a e produ¢do de IL-12 induzida por patdgenos (Serhan et al., 1984;
Mcmahon et al., 2001; Kieran et al., 2004; Machado et al., 2006; Romano et al., 2015).
Lipoxinas sdo capazes de se ligarem a dois receptores distintos: um receptor acoplado a
proteina G (LXAR-FPRL) e um receptor citoplasmatico aril hidrocarbono (AhR) nas células
do organismo incluindo neutréfilos e macrofagos (Maddox et al., 1997; Schaldach et al.,
1999; Devchand et al., 2003; Petasis et al., 2005). Nosso grupo demonstrou em 2006 que a
sinalizacdo de LXA4 e ATL (Aspirin Trigged Lipoxin) através da ativagdo de seus receptores
ALX e AhR, em DCs, induzem a expressdo de SOCS2 (Supressor de sinalizacdo de
citocinas)2 o qual regulou a produgdo de citocinas e quimiocinas induzida por 7. gondii

(Machado et al., 2006).

3.7- SOCS (Supressor de sinalizacdo de citocinas)

Supressor de sinalizagdo de citocinas (SOCS) compreendem uma familia de proteinas
intracelulares identificadas em 1997 constituida de oito membros até o momento (CIS e
SOCS1-SOCS7) (Endo et al., 1997; Naka et al., 1997; Starr et al., 1997). Essas proteinas
caracterizam-se por um dominio central SH2, um dominio carboxi (C) terminal conservado
chamado SOCS box e um dominio variavel no extremo denominado N-terminal (Endo et al.,
1997; Starr et al., 1997; Starr e Hilton, 1998). A atividade principal dos membros da familia
SOCS ¢ atenuar a transdu¢do de sinal desencadeada por citocinas, através de sua interacao
com cadeias citoplasmaticas de receptores ou via inibi¢do de intermedidrios de sinaliza¢dao da
familia Janus cinases (JAKs, Janus Kinase) e das STATs (Signal Transducer and Activators
of Transcription) (Endo et al., 1997; Starr et al., 1997; Starr e Hilton, 1998; Strebovsky et al.,
2012; Wilson, 2014). Dentre os genes induzidos por STATs, estdo presentes principalmente
os genes da familia SOCS (SOCS1, SOCS2 e SOCS3). SOCS podem modular a sinalizagdo
dos receptores de citocinas por diversos mecanismos complementares: SOCS1 e SOCS3
podem inibir a atividade de JAKs através da atividade do dominio conhecido como KIR
(small Kinase Inhibitory Region) localizado em suas por¢des N-terminais (Yasukawa et al.,
1999; Schmitz et al., 2000; Giordanetto e Kroemer, 2003; Strebovsky et al., 2012) e também
podem regular a transdugdo de sinal mediante a poliubiquitina¢do, induzindo assim a
degradagdo via proteossoma de varios componentes de sinalizagdo intracelular (Kile e

Alexander, 2001; Kile ef al., 2002; Rico-Bautista et al., 2006; Strebovsky et al., 2012).
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Em geral, as proteinas SOCS estdo presentes constitutivamente em niveis baixos nas
células ndo estimuladas, entretanto, sua expressdo pode ser induzida rapidamente através de
estimulos como por exemplo citocinas, onde essa indugdo se difere entre os diferentes genes
SOCS (Starr e Hilton, 1998; Rico-Bautista ef al., 2006). Diversos estudos apontam SOCS2
como um regulador importante no: crescimento somatico através do controle da sinalizagdo
do hormonio de crescimento; no desenvolvimento do sistema nervoso central; na regulagdo do
metabolismo; no desenvolvimento de glandulas mamaérias; nas respostas imunes € em outras
vias de sinalizacdo dependentes de citocinas (Kopchick et al., 1999; Wang et al., 2004; Rico-
Bautista et al., 2006). A expressdo de SOCS2 ocorre em uma grande variedade de tecidos e
células do sistema imune incluindo DCs, células T, hepatdcitos, macréfagos entre outros
(Starr et al., 1997; Brender et al., 2001; Machado et al., 2006; Rico-Bautista et al., 2006).
Desde a primeira descri¢ao das proteinas SOCS, foi observado um consideravel progresso no
entendimento de suas funcoes na saiude e na doenca.

Em relacdo a funcdo de SOCS2 durante infecgdes, nosso grupo tem demonstrado
importantes contribuigdes. Como mencionado anteriormente, SOCS2 estd envolvido na
regulacdo da resposta imune associada "a infec¢do por 7. gondii (Machado et al., 2006). No
modelo experimental com 7. cruzi, encontramos que ubiqua expressdo de SOCS2 pode
exercer acdes tecido especifica. De fato, nossos resultados demonstraram, em adicdo a
reducdo de citocinas pro-inflamatorias, que a deficiéncia de SOCS2 também resultou na
diminui¢do dos niveis de expressdo de SOCS1 e SOCS3 no bago e coracdo (Esper et al.,
2012). Demonstramos também que SOCS2 além de ser critico na modula¢do de vias
intracelulares de sinalizacdo em cardiomidcitos, sua expressdo desbalanceada resulta em
varias alteragdes de respostas celulares incluindo na geragdo/expansdo de células T
reguladoras e redu¢do do numero de células de memorias durante a infec¢do por 7. cruzi. O
aumento de células Treg poderia ter causado a redu¢do da resposta Th1l que encontramos em
camundongos SOCS2 KO infectados (Esper ef al., 2012). O balango entre citocinas tipo 1 que
ativam macréfagos a matarem o parasito e citocinas reguladoras do tipo 2 sdo necessarios
para promoverem a imunidade e reduzir danos no coragdo de individuos infectados com T.
cruzi. Durante a infec¢do com esse patogeno, ocorre supressdo da imunidade mediada por
células T e aumento da apoptose de linfocitos, o que pode contribuir para a persisténcia do
parasito no hospedeiro. Todavia, a supressao da resposta Thl que encontramos nos animais
deficientes de SOCS2 pode estar associada a uma exacerbada resposta Th2. De fato,
recentemente foi demonstrado no modelo de asma alérgica o papel de SOCS2 na modulagdo

da resposta Th2. Na auséncia de SOCS2 ocorre uma exacerbagdo da resposta de linfocitos
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CD4+ Th2 associado a um aumento de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 que, por sua vez,
levam um aumento de IgE no soro e infiltracdo de células Th2, eosindfilos e basofilos.
Portanto, animais SOCS2 KO sdo altamente susceptiveis a dermatite atopica sugerindo um
novo papel de SOCS2 em controlar respostas imunes alérgicas do tipo 2 (Knosp et al., 2011).
Também foi demonstrado que SOCS2 estd envolvido na regulacdo da estabilidade e

plasticidade de células Foxp3'iTreg (células T reguladoras induzidas) (Knosp et al., 2013).

3.8- As células dendriticas (DCs)

Dentre as inumeras células que expressam SOCS2, as DCs sdo as principais células
apresentadoras de antigenos (APC) do sistema imune, fundamentais para iniciar uma resposta
imune adaptativa (Schram e Reis E Sousa, 2015). O controle de uma infecgdo ¢ dirigido pelo
desenvolvimento de uma eficiente resposta imune iniciada por DCs através do
reconhecimento imune de diversos patogenos invasores durante infec¢des. As DCs foram
primeiramente identificadas em 1868 na epiderme e receberam o nome de seu descobridor
Paul Langerhans (células de Langerhans). Sua denominacido deve-se a formagdo de finos
dendritos em sua membrana citoplasmatica (morfologia Uinica em formato de estrela) a qual se
diferenciavam dos macréfagos (Steinman e Cohn, 1973; Jaitley e Saraswathi, 2012).

Presentes na maioria de tecidos e 6rgaos, as DCs agem como sentinelas do sistema
imunolégico, onde capturam e processam microrganismos infecciosos e/ou moléculas
antigénicas oriundas desses microrganismos. As DCs sdo consideradas como sendo as APCs
mais potentes, sendo capazes de iniciar uma resposta imune através da ativacdo de linfocitos
T naive, regulando a sua diferenciagdo e respostas do tipo Thl, Th2, Th17 e T reguladoras
(De Jong et al., 2005). Sdo caracterizadas por expressarem altos niveis da molécula MHC Il e
também a integrina CD11c (Nussenzweig et al., 1981; Nussenzweig e Steinman, 1982;
Metlay et al., 1990; Poltorak e Schraml, 2015) e por sua habilidade em migrar de 6rgdos nao
linfoides para 6rgdos linfoides (Heath e Carbone, 2009). Importante salientar que, em
algumas situacdes, as DCs atuam na resposta imune inata independente da ativagdo de células
T ou da migracdo para 6rgdos linfoides secundarios (Mashayekhi ef al., 2011; Satpathy et al.,
2013; Arora et al., 2014).

Durante o processo de conexao entre a inducdo da resposta imune inata e subsequente
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, as DCs sofrem o processo de maturacdo
(induzido por quimiocinas, citocinas € componentes microbianos) para que ocorra a inducao

da imunidade (Steinman et al., 2003; Batalla et al., 2013). A maturacao das DCs leva a um
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processo de aumento da expressdo de MHC I e II assim como de moléculas co-estimuladoras
(CD40, CD80, CD86) e produgdo de citocinas préinflamatorias como IL-12 e IFN-y. As DCs
sdo continuamente produzidas a partir de precursores hematopoiéticos da medula Ossea e
podem ser divididas de vérios tipos com fungdes bioldgicas distintas (Wu e Liu, 2007).
Alguns patogenos como Leishmania major, T. gondii e Plasmodium falciparum podem
modular a apresentacdo de antigenos e sinais co-estimuladores das APCs, sugerindo que
parasitos intracelulares podem utilizar diversas estratégias para escapar ou modular a
apresentacdo de antigenos e a atividade mediada por células T no hospedeiro (Fruth et al.,
1993; Urban et al., 1999; Brodskyn et al., 2001; Luder et al., 2001).

O mecanismo imune engatilhado logo apos a infec¢do por 7. cruzi ¢ essencial para o
controle da replica¢do do parasito na fase inicial da doenca. Nesse contexto, a infecg¢do por 7.
cruzi modula a maturacdo e fungdo das DCs dependendo da cepa do parasito (Alba Soto et al.,
2003; Poncini et al., 2008). O reconhecimento inato de patogenos intracelulares como o T.
cruzi pode operar pelo menos de trés maneiras distintas para controlar a infec¢do: (i) deteccao
e destruicao direta por células do sistema imune, especialmente DCs e macrofagos, (ii)
ativacdo de DCs e macrofagos para se tornarem potentes APC e ativadores de uma apropriada
resposta imune adaptativa e (iii) respostas de células ndo hematopoiéticas (miodcitos e
adipdcitos) que sdo alvos da infeccdo por 7. cruzi (Tarleton, 2007). Jackson e colaboradores
demonstraram que a diferenciacdo de DCs a partir de precursores da medula Ossea ¢
dependente das proteinas SOCS, onde os sinais engatilhados por citocinas para posterior
maturacdo de DCs ocorre (no nucleo) através de STATs ativadas e a duracdo ou intensidade
desses sinais ¢ dependente de SOCS (Jackson et al., 2004). As proteinas SOCS1 e SOCS3 sdo
induzidas como consequéncia da sinalizagcdo via receptores do tipo Toll sendo capazes de

modificar as propriedades funcionais das APCs (Dalpke et al., 2001).

3.9- Apoptose

Um mecanismo proposto para que haja a¢do do parasito no sistema imune do
hospedeiro ¢ o mecanismo da apoptose através da liberacdo de fatores que irdo matar células
do sistema imune pela ativagdo da maquinaria da morte celular programada. Apoptose ¢
descrita como sendo um processo ordenado de morte celular, disparado por enzimas
denominadas Caspases em respostas a estresses incluindo lesdes bioquimicas ou a sinais
provenientes de receptores de superficie, possuindo um papel importante na homeostase de

organismos multicelulares e na defesa contra patdgenos (Assuncdo Guimardes e Linden,
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2004). A superficie glicoconjugada de 7. cruzi, GIPL, induz apoptose de macrofagos através
do dominio lipidico de ceramida (Freire-De-Lima ef al., 1998). Estudos demonstraram que o
processo de apoptose ocorre em diversos o6rgdos como bago, linfonodo e coracdo durante o
curso da infec¢do na doenga de Chagas (Lopes et al., 1995; Zhang et al., 1999; De Meis et al.,
2006) e, paradoxalmente, que o bloqueio da apoptose pode ser um potente alvo para
intervengdes terapéuticas (Silva et al., 2007). Durante sua diferenciacdo terminal, diversas
células de origem hematopoiética como linfécitos T e B, neutrofilos e outros entram em
processo de apoptose, contribuindo para a extingdo das respostas imunes. Estudos sugerem
que a apoptose possui papel patogénico durante a infeccdo causada por 7. cruzi e que, 0O
bloqueio da apoptose pode ser alvo de influéncia para o tratamento da doenga. Os efeitos
funcionais de SOCS2 na indugdo ou inibicdo da apoptose durante uma infeccdo ainda ndo

foram estabelecidos.
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4- Justificativa e Objetivo geral
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Para que ocorra o sucesso de uma resposta imune frente a um patdgeno, como por
exemplo, 7. cruzi, ¢ de extrema importancia a indu¢do de mediadores pré-inflamatorios, onde
a intensidade dessa resposta ¢ dependente de mecanismos repressores e/ou inibitdrios.
Portanto, o entendimento dos mecanismos de controle da resposta imune durante a infec¢ao
por T. cruzi ¢ indispensavel, uma vez que estas respostas sdo complexas, incluindo expansao
celular, producdo de citocinas, quimiocinas, eicosanoides, anticorpos e morte celular, e
parecem estar relacionadas a patogénese associada a infeccao.

SOCS constituem um grupo de proteinas intracelulares que regulam vias de
sinalizagdo de citocinas e controlam respostas celulares e fatores de crescimento.
Demonstramos que SOCS2 ¢ importante para a fun¢do cardiaca durante a infec¢do por T.
cruzi, onde sua deficiéncia leva a redugdo de citocinas pro-inflamatorias, secunddrio ao
aumento de células Treg e nivel de LXA4 (Esper ef al., 2012). Demonstramos também que
LXA,exerce um importante papel bioldgico no controle da ativagdo de DCs contra 7. gondii,
através da indugdo de SOCS2 (Machado et al., 2006).

Sendo assim, os estudos propostos aqui irdo caracterizar os mecanismos pelos quais
SOCS2 regula a ativagdo e fun¢do da resposta imune inata, principalmente de DCs, e
“orquestra” a geragdo/diferenciagdo/expansdo de células efetoras e reguladoras durante a
infeccdo experimental por 7. cruzi, fornecendo informagdes importantes acerca da patogénese
e resisténcia "a infec¢do, sendo um modelo apropriado para o entendimento do balango entre
uma eficiente resposta imune e imuno-patologia.

Tendo em mente esta hipdtese, o presente trabalho tem como objetivo geral estudar o
papel de SOCS2 na fung¢do e ativagdo das DCs durante a infec¢do experimental por 7. cruzi.

Como objetivos especificos, avaliamos (i) o curso da infeccdo na auséncia de DCs,
(i1) producao de citocinas na auséncia de SOCS2, (iii) expressdo de receptores do tipo Toll e
de moléculas co-estimuladoras, (iv) papel de SOCS2 na indugdo da resposta imune adaptativa
em animais que receberdo DCs oriundas de animais WT e/ou SOCS2 KO, (v) o impacto da
transferéncia de DCs no perfil de linfocitos e o envolvimento de SOCS2 na modulagdo da

apoptose durante a infecgao.
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1- Animais de experimentacio

Foram utilizados camundongos CD11¢cDTR-Tg (DTR) (os quais possuem o receptor
da toxina diftérica associado a expressdo do promotor CD1l1c), C57BL/6 (WT) e SOCS2
“Knockout ”’(KO), machos, com 6 a 8 semanas de idade em todos os experimentos. Os
animais C57BL/6 foram obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO - ICB - UFMG) e os camundongos
CDI11cDTR-Tg e SOCS2 KO foram obtidos junto a colonia mantida no biotério de criagao do
Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB -
UFMG). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao
Animal (CETEA) da UFMG, sob os nimeros de protocolos 49/2009 e 89/2010. Todos os

experimentos foram planejados de forma a minimizar o sofrimento dos animais.

2- Amostras de Trypanosoma cruzi e infec¢ao experimental

Foram utilizados parasitos da cepa Y de T. cruzi (mantidos em camundongos Swiss)
em todos os experimentos. Os animais foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com
1x10° formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y, diluida em PBS 1X. A parasitemia foi

acompanhada diariamente, coletando-se 5 ul de sangue da veia caudal de cada animal.

3- Purificacio de esplendcitos

O bago de animais WT e SOCS2 KO controles (ndo infectados) e/ou infectados com a
cepa Y de 7. cruzi foram removidos, digeridos com solugdo de Collagenase D (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) diluida em PBS 1X (10 mg/ml) e mantidos por 30
minutos a 37°C, na presenga de 5% de CO,. Em seguida, os bagos foram macerados usando-
se Cell Strainer — 100 um (Becton Dickinson, Brasil) e PBS 1X acrescido de EDTA (5mM)
seguidos de centrifugacdo a 3500 rpm durante 5 minutos. Logo apos, as células foram
submetidas "a incubacdo com tampao de lise de hemacias - ACK - Acetato de Potassio 5SM
(NH4CVKHCO3) durante 4 minutos a 4°C. Acrescentou-se 10 ml de meio RPMI com 10%
de SBF (RPMI 10%) seguido por centrifugacio de 3500 rpm durante 5 minutos.
Ressuspendeu-se o sobrenadante (RPMI 10%) e as células foram contadas e ajustadas para

uma concentragio final de 2x10° células/pogo.
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4- Citometria de fluxo

Resumidamente, esplendcitos foram obtidos como descrito acima, plaqueados e
incubados com Brefeldina A (10 ug/ml) (Invitrogen) durante 4 horas a 37°C, na presenca de
5% de CO;. Em seguida, as células foram fixadas (formaldeido 2% em PBS 1X) e marcadas
com combinagdes especificas de anticorpos (CD11b FITC, IL-12 PE, CD8 PerCP-Cys5,
CDl11c PECy7); (GR1 FITC, TNF-a PE, CD11¢c PECy7, IL-10 APC, F4/80 APC-Cy7); (GR1
FITC, TLR4 PE, CD11c PECy7, TLR2 APC, F4/80 APC-Cy7); (GR1 FITC, CD80 PE, MHC
PerCPCy5, CDI11c PECy7); (CD3 PeCy5, CD4 FITC, NK1.1 PeCy7, CD8 BV450, IFN-y PE,
IL-17 APC); (CD11c PeCy7, CD11b PeCy5, CD8 BV450, IL-12 PE, GR1 APC); (CD19
PeCy5, CD25 Biotina, Streptavidina PeCy7, CD4 FITC, Foxp3 PE, IL-10 APC) e controles
de isotipo (todos da BD Pharmingen). O protocolo de marcagdo foi realizado de acordo com o
manual do fabricante. Para cada amostra, 100.000 células (eventos) foram adquiridas por
Citometria de Fluxo usando-se o citometro FACSCanto II (Becton, Dickinson) e analisadas
usando-se o software FlowJo (version 8.7) através da delimitagdo de gates onde as populagdes
celulares em estudo situam-se de acordo com seu tamanho e granulosidade e com os

marcadores especificos de cada populacao.

5- Deplecao e Transferéncia de Células Dendriticas

Para a realizagdo da deplecdo sist€émica de células dendriticas, camundongos
CD11cDTR-Tg foram tratados com 100 ul de Toxina Diftérica (i.p.) (DT- 1ug/camundongo)
(Sigma-Aldrich) e apds um periodo de 6 hs, realizou-se a transferéncia adotiva (i.p.) de
células dendriticas (4x10° células/camundongo) oriundas de animais WT e/ou SOCS2 KO
para os camundongos CD11cDTR-Tg que receberam a toxina. Apds um periodo de 24 hs,

inoculou-se os animais com 1x10° formas da cepa Y de T. cruzi.

6- Purificacdo de Células Dendriticas

Em sintese, o bago de animais WT e SOCS2 KO foram removidos, digeridos com

Collagenase D (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) diluida em PBS 1X (10 mg/ml) e
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mantidos por 30 minutos a 37°C, na presenga de 5% de CO,. Em seguida, os bagos foram
macerados usando-se Cell Strainer — 100 um (Becton Dickinson, Brasil) e PBS 1X acrescido
de EDTA (5mM) seguidos de centrifugagdo a 1200 rpm durante 10 minutos. As células foram
entdo obtidas logo apos centrifugacdo da suspensdo celular com gradiente de BSA (1:1), a
7000 rpm durante 20 minutos. As DCs logo se separam por densidade e encontram-se na
interface da suspensdo celular (anel de células). Retirou-se as DCs, completou-se o volume
com RPMI e centrifugou-se a 1200 rpm durante 10 minutos. Ressuspendeu-se em 1 ml de

RPMI 10% para contagem em corante Azul de Tripan na Cadmara de Neubauer.

7- Isolamento de Neutrofilos

Os neutréfilos foram obtidos a partir do corte da epifise do fémur e da tibia de cada
animal seguidos de injecdo de RPMI para lavagem dos ossos. Transferiu-se a suspensdo de
células para o Cell Strainer (70 um) em um tubo cdnico estéril de 50 ml com o auxilio de
uma pipeta Pasteur. Centrifugou-se a 1150 rpm durante 12 minutos a 4’C. Ressuspendeu-se o
sedimento com 12 ml de agua deionizada gelada. Dissolveu-se o sedimento durante 20
segundos com a ajuda de uma pipeta Pasteur. Em seguida, adicionou-se 4 ml da solugdo de
KCI 0,6 M (homogeneizando sempre) completando para um volume de 50 ml com PBS 1X.
Centrifugou-se a 1300 rpm durante 6 minutos a 4°C e ressuspendeu-se o sedimento com 5 ml
de PBS 1X. Transferiu-se a suspensdo celular para dentro de um tudo conico com 3 ml de
Ficoll-Hypaque (Sigma 1077). Centrifugou-se a 1500 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Ressuspendeu-se o pellet em 1 ml de RPMI e realizou-se a contagem em corante Azul de
Tripan diluido 50 vezes em Camara de Neubauer. Realizou-se a contagem diferencial dos
neutrofilos (método Citospin) para certificagdo da pureza do isolamento. Usou-se a

concentragio de 1x10° células por pogo nos experimentos.

8- Deteccao de Apoptose

Para detec¢dao de Apoptose de células esplénicas, usou-se o kit comercial PE Annexin
V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen/559763). Resumidamente, as células foram
lavadas 1X com PBS/BSA 1% para retirada do RPMI. Centrifugou-se a 3500 rpm durante 5

minutos. Fez-se a marcacdo com os anticorpos especificos (CD11b Alexa 488, GR1 APC,
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F4/80 PeCy7 (10 ul/pogo) e incubou-se durante 20 minutos a 4°C na auséncia de luz. Logo
apos, lavou-se uma vez com PBS gelado (200 ul) e, em seguida, ressuspendeu-se as células
em tampdo (providenciado pelo kit) em uma concentragdo de 1x10° células/ml. Adicionou-se
a Annexina (PE) e o 7AAD (PerCP), incubando-se durante 15 minutos a temperatura

ambiente para posterior leitura no citdmetro de fluxo em até uma hora.

9- Western Blotting

Logo ap6s o isolamento dos neutrofilos da medula dssea como descrito acima, as
células foram plaqueadas (2x10° células/poco) e, em seguida, pré- tratadas com ou sem LXA4
(1ug/ml) durante 8 horas. Logo apds este periodo, esses neutrofilos foram cultivados na
presenca ou auséncia de TNF (100 ng/ml) durante 20 hs e entdo a expressdo Caspase 3 total e
Caspase 3 clivada foram avaliadas. Adicionou-se 200 ul de uma solugdo de lise (Triton X-100
1%; Tris/HC1 100 mM, pH 8.0; glicerol 10%; EDTA 0.2 mM; NaCl 200 mM; DTT 1 mM;
PMSF 1 mM, NaF 25mM; leupeptina 2,5 pg/ml; aprotinina 5 pg/ml e ortovanadato de sodio 1
mM) e deixou-se em banho de gelo durante 15 minutos. Posteriormente, centrifugou-se o
lisado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4° C, sendo o sobrenadante coletado e armazenado a -
20°C até o momento de uso. Determinou-se a concentracdo das proteinas totais por
espectrofotometria através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad Laboratories USA), por método
de Bradford. Aplicou-se 50 wg de proteinas, onde estas foram separadas em gel de
poliacrilamida a 12% e em seguida transferidas para membrana de nitrocelulose. Correu-se
em paralelo com as amostras, o padrdo de proteinas (BenchMark Prestained Protein Ladder —
Invitrogen 10748010). Logo apds a transferéncia, bloqueou-se a membrana com 5% de leite
em p6 (Molico — Nestle) + TBS-T (20 mM Tris-HCL, pH 7,5, 500 mM NacCl, 0,1% Tween 20)
durante 2 horas sob agita¢do a temperatura ambiente. Em seguida lavou-se a membrana trés
vezes com TBS-T durante 30 minutos (10 minutos cada lavagem). Logo apds, foram
adicionados os anticorpos primdrios monoclonais Beta actina na diluigdo de 1:5000
(Sigma/A5316), Caspase 3 total na diluicdo de 1:2000 ( Cell Signaling/9665) e Caspase 3
clivada na dilui¢ao de 1:2000 (Cell Signaling/9664) diluidos em TBS-T e leite em p6 1% com
posterior incubagio “overnight” a 4°C. No dia seguinte, repetiu-se a lavagem da membrana e
adicionou-se os anticorpos secundarios (camundongo e coelho) nas diluicdes de 1:6000 e

1:3000 respectivamente com posterior incubacdo durante 4 horas a temperatura ambiente. A
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membrana foi entdo lavada e incubada com o reagente ECL (ECL westenr blotting detection
reagentes/GE healthcare — UK-Amersham/RPN 2209) durante 2 minutos sendo
posteriormente exposta ao filme de raio-X (Hyper Film/Kodak) durante 20 minutos na
auséncia de luz. A densidade optica de cada banda foi analisada pelo programa de imagens

Image-J.

10- Analise estatistica

A significancia estatistica das diferencas nos valores entre as amostras controles ou
tratadas/infectadas foram analisadas pelo teste Two-way ANOVA com o poés-teste de
Bonferroni quando necessario comparagdes multiplas e varidveis paramétricas. As diferengas
foram consideradas ser significantes com um p igual ou < 0,05. Todos os dados sdo
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Para andlise estatistica,

usou-se o Graph Prism Software 5.0.
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1) Depleciao de DCs aumenta a susceptibilidade a infec¢ao por 7. cruzi

Previamente demonstramos que SOCS2 ¢ importante para a fungdo cardiaca durante a
infeccdo por 7. cruzi e que a sua deficiéncia leva a reducdo de citocinas pro-inflamatoérias,
secundario ao aumento de células Treg e nivel de LXA4 (Esper et al., 2012). Entretanto,
devido ao fato que varias células do nosso organismo expressam SOCS2, torna-se necessario
investigar as caracteristicas imunoldgicas das diferentes populagdes celulares durante a
infeccdo por T. cruzi na presenga ou auséncia de SOCS2. Como discutido anteriormente,
DCs sao as principais células apresentadoras de antigenos onde, juntamente com outras
células (como macrdéfagos), iniciam uma resposta imune inata através da liberagdo de
mediadores pro-inflamatdrios (citocinas) que sdo essenciais para o controle inicial da
replicacdo do parasito. Primeiramente, com o intuito de analisarmos o papel das DCs durante
o curso natural da infec¢do experimental por 7. cruzi in vivo, nds utilizamos animais
CDI11c¢/DTR-Tg, os quais possuem o receptor da toxina diftérica (DT) associado a expressao
do promotor CD11c. Assim, a injecdo da DT nesses animais causa uma deple¢do temporaria
de DCs. Os animais CD11¢/DTR-Tg receberam ou nao intraperitonealmente (i.p.) a dose de
lug de DT e, apdés um periodo de 6 horas, foram infectados i.p. com 1000 formas
tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. A parasitemia foi acompanhada em diferentes dias apds
a infeccdo. Observamos que a deplegdo de DCs ocasionou um aumento significativo do
nimero de parasitos nesses animais, mostrando assim o papel fundamental dessas células para

que haja um controle inicial da replicagdo do parasito in vivo (Figura 1).
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Figura 1. Deplecio de DCs aumenta a susceptibilidade a infec¢do por 7. cruzi. Animais
CDI11cDTR-Tg foram tratados ou ndo com toxina diftérica e apds um periodo de 6 hs, foram
infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. A
parasitemia foi acompanhada em diferentes dias apds a infeccdo. Para a andlise estatistica
usou-se o teste two-way ANOVA com o pos- teste de Bonferroni. *** p<0,001 para
compara¢ao de camundongos CD11cDTR-Tg que foram infectados (quadrado aberto) versus
camundongos CD11cDTR-Tg que tiveram suas DCs depletadas seguidos de infec¢dao com 7.
cruzi (quadrado fechado). Os dados mostram a média e o desvio padrdo do numero de
parasitos/microlitro de sangue e sdo representativos de trés experimentos independentes (8

animais/grupo).
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2) Papel de SOCS2 na producio de citocinas pro-inflamatorias por DCs durante

a infec¢io experimental por 7. cruzi

A familia de proteinas SOCS regulam as vias de transdu¢do de sinal através da
ativacdo de citocinas e receptores de hormonios. Nosso grupo demonstrou que as funcdes
imuno-reguladoras de lipoxinas sdo parcialmente dependentes da indugdo e atividade da
proteina SOCS2 que sdo expressas em DCs (Machado et al., 2006). Como as citocinas
inflamatorias IL-12 e TNF-a sdo fundamentais para um controle inicial da infec¢do e também
para direcionar uma resposta efetiva Thl, nosso proximo passo foi investigar a producgao
dessas citocinas por DCs deficientes de SOCS2. Os bagos de animais WT e SOCS2 KO
infectados por 7. cruzi foram removidos (nos tempos indicados), processados e a producao de
IL-12 e TNF-a foi avaliada por citometria de fluxo. Observamos durante a imunidade inata
uma reducdo na frequéncia de DCs produtoras de IL-12 (Figura 2A) e de TNF-a (Figura 2C),
além da diminui¢ao na média de intensidade de IL-12 (Figura 2B), mas ndo de TNF-o (Figura
2D), em animais deficientes de SOCS2 quando comparados com animais WT. Durante a
imunidade adaptativa (15 dpi), foi observado apenas uma reducdo na frequéncia de DCs
produtoras de IL-12 em animais SOCS2 KO infectados quando comparados com WT (Figura
2A). Esses resultados sugerem que SOCS2 ¢ importante, principalmente durante a imunidade

inata (3dpi), na indugdo/regulagdo da producao de IL-12 e TNF-a..
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Figura 2. Papel de SOCS2 na producio de citocinas pro-inflamatorias por DCs durante
a infeccio experimental por 7. cruzi. Animais WT e deficientes de SOCS2 foram
infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em
diferentes dias apds a infeccdo (3, 5, 9 e 15 dpi), foram mortos e as células do bago

purificadas e preparadas para a detecgdo intracelular de IL-12 ¢ TNF-a (em células F4/80

+ + + +
CDllc IL-12 e F4/80CDl11c TNF-a ) por citometria de fluxo. Para a andlise estatistica
usou-se o teste two-way ANOVA com o pos- teste de Bonferroni. ** p< 0,01 para comparagao
de camundongos WT versus SOCS2 KO infectados. Os dados sdo representativos da média

(+/- SEM) de dois experimentos independentes (4 animais/grupo).
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3) Deficiéncia de SOCS2 resulta na diminuicdo da produc¢io de IL-10 por DCs

durante a infeccio por 7. cruzi

Uma resposta imune agil e eficaz durante a infec¢do por 7. cruzi ¢ fundamental para o
estabelecimento da relagdo parasito-hopedeiro. Com isso, a resposta Thl ¢ imprescindivel
para que haja o controle da infec¢do enquanto mediadores anti-inflamatorios como a citocina
IL-10, sdo essenciais para haver um balanco dessa resposta imune. A IL-10 ¢ uma citocina
imunossupressora produzidas por diversos tipos celulares incluindo as DCs durante a infec¢do
por T. cruzi (Abrahamsohn e Coffman, 1996; Poncini et al., 2008; Alba Soto et al., 2010;
Batalla ef al., 2013). Como SOCS2 modula a producdo de citocinas, ambas pro- e anti-
inflamatorias que sdo fundamentais na patogénese da infec¢do causada por 7. cruzi, nosso
proximo passo foi investigar a producdo de IL-10 por DCs deficientes de SOCS2 durante o
curso da infec¢do. Os bagos de animais WT e SOCS2 KO infectados por 7. cruzi foram
removidos, processados e a producdo da citocina IL-10 foi avaliada por citometria de fluxo.
Nao observamos diferencas significativas entre os grupos durante a resposta inata (Figuras
3A, B). Entretanto, na fase adaptativa da resposta imune foi observada uma redugdo na
frequéncia de DCs produzindo IL-10 em animais SOCS2 KO quando comparados com
animais WT (Figura 3A). Nao houve diferengas na média de intensidade de fluorescéncia de
IL-10 entre os dois grupos (Figura 3B). Esses resultados, juntamente com os resultados
apresentados anteriormente, sugerem que a reducdo da frequéncia de DCs produtoras de IL-

12 e TNF-a ndo estd associada a um aumento de DCs produtoras de IL-10.
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Figura 3. Deficiéncia de SOCS2 resulta na diminuicio da producio de IL-10 por DCs
durante a infeccdo por 7. cruzi. Animais WT e deficientes de SOCS2 foram infectados via
intraperitoneal com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em diferentes dias apds

a infecg¢do (3, 5, 9 e 15 dpi), foram sacrificados e as células do bago purificadas e preparadas

+ +
para a deteccdo intracelular de IL-10 em células F4/80°CD11c IL-10 por citometria de fluxo.
Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pds- teste de Bonferroni. * p<
0,05 para comparacdo de camundongos WT versus SOCS2 KO infectados. Os dados sdo

representativos da média (+/- SEM) de dois experimentos independentes (4 animais/grupo).
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4) Expressao de receptores do tipo Toll em DCs deficientes de SOCS2 durante a

infec¢do por 1. cruzi

Os receptores do tipo Toll (TLR) sdo importantes componentes do sistema imune inato
expressos nas superficies celulares que desempenham um relevante papel no reconhecimento
de Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs), promovendo ativagao de uma série
de cascatas de sinalizacdo intracelular que levam a produgao de citocinas. As proteinas SOCS
sdo induzidas através da sinalizagdo de citocinas e também pela estimulagao de TLR (Baetz,
2004; Hanada et al., 2005; Mansell et al., 2006; Posselt et al., 2011), além de regularem
negativamente e/ou modificarem os sinais que ativam as DCs (Yoshimura et al., 2007). Desta
maneira, nosso proximo objetivo foi avaliar a expressao de TLR2 e TLR4 em DCs deficientes
de SOCS2 durante a infec¢do experimental por 7. cruzi. Os bagos de animais WT e SOCS2
KO infectados por 7. cruzi foram removidos, processados e a expressao dos receptores TLR2
e TLR4 foi avaliada por citometria de fluxo. No inicio da infec¢do (3 dpi) foi observado um
aumento na frequéncia de DCs expressando TLR2 e TLR4 e na média de intensidade de
fluorescéncia desses receptores (Figuras 4A-D). Entretanto, ndo foi observado diferengas
significativas entre os animais SOCS2 KO e WT. Durante a imunidade adaptativa (15 dpi) a
deficiéncia de SOCS2 resultou no aumento da frequéncia de DCs expressando TLR2, mas ndo
de TLR4 (Figuras 4A, C), e no aumento da média de intensidade de fluorescéncia de TLR2 e
TLR4 (15 e 9 dpi, respectivamente) quando comparado com WT (Figuras 4B, D). Esses
resultados sugerem que SOCS2 modula tanto a geragdo de DCs expressando TLR2 e TLR4

como o nivel de expressdo desses receptores, principalmente durante a imunidade adaptativa.
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Figura 4. Expressdo de receptores do tipo Toll em DCs deficientes de SOCS2 durante a
infeccido por 7. cruzi. Animais WT e deficientes de SOCS2 foram infectados via
intraperitoneal com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em diferentes dias
apos a infeccdo (3, 5, 9 e 15 dpi), foram sacrificados e as células do bago purificadas e
preparadas para a detec¢do da expressdo dos receptores do tipo Toll (TLR2 e TLR4) em
células F4/80°CD11c" por citometria de fluxo. Para a analise estatistica usou-se o teste two-
way ANOVA com o pos- teste de Bonferroni. *** p< 0,001 para comparacdo de camundongos
WT versus SOCS2 KO infectados. Os dados sdo representativos da média (+/- SEM) de dois

experimentos independentes (4 animais/grupo).
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5) Expressao de MHC II e da molécula co-estimuladora CD80 em DCs deficientes

de SOCS2 durante a infec¢cao experimental por 7. cruzi

DCs sao consideradas como as APCs profissionais/mais potentes, sendo capazes de
iniciar a resposta imune adaptativa através da ativacdo de linfocitos T naive. O estimulo de
células T requer a interagdo entre o receptor destas células (TCR) e o complexo peptideo-
MHC presente nas APCs. Nesse sentido, o principal papel das APCs ¢ tornar o antigeno
“aparente” para o linfocito T, logo apds sua captacdo e processamento em pequenas particulas
que o ligam a moléculas MHC de classe I e II. Entretanto, ¢ necessario um segundo sinal para
que as células T tenham sua resposta otimizada. Este segundo sinal ¢ desencadeado por
moléculas co-estimuladoras (como CD80, CD86, CD40), presentes nas membranas das APCs
que se ligam a receptores especificos presentes na superficie de linfocitos T. Entretanto,
pouco se conhece sobre o papel de SOCS2 na sinalizacdo/expressdo de moléculas co-
estimuladoras. Desta maneira, como a ativagdo de células T constitui um passo fundamental
para o desenvolvimento da doenca de Chagas, nosso proximo passo foi investigar a expressao
de CD80 e de MHC II na superficie de DCs deficientes de SOCS2 durante a infec¢do
experimental por 7. cruzi. Os bacos de animais WT e SOCS2 KO infectados por 7. cruzi
foram removidos, processados e a expressdao da molécula co-estimuladora CD80 e MHC II foi
avaliada por citometria de fluxo. Nossos resultados demonstraram que a infec¢do com 7. cruzi
em animais WT, tanto durante a imunidade inata (3dpi) como adaptativa (15 dpi), induz o
aumento da frequéncia de DCs expressando CD80, sem alterar a média de intensidade de
fluorescéncia dessa molécula (Figuras 5A, B). Entretanto, na auséncia de SOCS2 foi
observado uma reducdo de DCs positivas para CD80 no inicio da infec¢dao (3 dpi) quando
comparado com WT (Figura 5A). Nossos resultados também demonstraram que a infec¢do
por 7. cruzi ndo altera a frequéncia de DCs positivas para MHCII em animais WT, mas reduz
a frequéncia dessas células nos animais SOCS2 KO durante a imunidade adaptativa (15 dpi)
(Figura 5C). Importante, observamos que a infeccdo induziu uma redugdo progressiva da
expressao de MHCII nos dois grupos (Figura 5D). Esses resultados sugerem que SOCS2 ¢
importante na indu¢do de parte da maquinaria necessaria para a ativacdo de células T naive

durante a infecgdo por 7. cruzi.
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Figura 5. Expressdo da molécula co-estimuladora CD80 e MHC II em DCs deficientes
de SOCS2 durante a infec¢ido experimental por 7. cruzi.

Animais WT e deficientes de SOCS2 foram infectados via intraperitoneal com 1000 formas
tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em diferentes dias apos a infecc¢do (3, 5, 9 e 15 dpi),
foram sacrificados e as células do baco purificadas e preparadas para a deteccao da expressao
da molécula co-estimuladora CD80 e de MHC II em células F4/80°CD11c" por citometria de
fluxo. Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pods- teste de
Bonferroni. ** p< 0,01 para comparacdo de camundongos WT versus SOCS2 KO infectados.
Os dados sdo representativos da média (+/- SEM) de dois experimentos independentes (4

animais/grupo).
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6) Transferéncia adotiva de DCs deficientes de SOCS2 resulta no aumento da

parasitemia durante a infec¢ao por 7. cruzi

Com o intuito de investigar o impacto da a¢gdo de SOCS2 diretamente em DCs e na
habilidade dessas células em induzir/conduzir uma resposta imune contra a infec¢cdo causada
por T. cruzi, utilizamos camundongos CD11cDTR-Tg os quais expressam receptores da
Toxina Diftérica (DT) sob controle de seu promotor CDllc. Como mencionado
anteriormente, nesses animais, a administragdo da DT leva a uma deplecdo temporaria das
DCs (Jung et al., 2002), permitindo a transferéncia adotiva de DCs oriundas de animais WT
ou deficientes de SOCS2. Foram utilizados quatro grupo de animais onde, no primeiro grupo,
esses foram infectados com 1000 formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi (grupo TC).
Em um segundo grupo (grupo DT+TC), esses animais tiveram suas DCs depletadas e, logo
apd6s um periodo de 24 horas, foram infectados com 7. cruzi. No terceiro e quarto grupos
(grupo DT+WT+H+TC e grupo DT+SOCS2 KO+TC respectivamente), esses animais tiveram
suas DCs depletadas e apos um periodo de 6 horas, receberam a transferéncia adotiva de DCs
provenientes de animais WT e SOCS2 KO, onde 24 horas apos, estes dois grupos de animais
foram infectados com a cepa Y de 7. cruzi. A parasitemia foi analisada diariamente.
Observamos que o grupo de animais que tiveram suas DCs depletadas e o grupo que recebeu
DCs originarias de animais SOCS2 KO ndo foram capazes de controlar a infec¢do aos 9 dpi
(Figura 6), demonstrando assim a importancia da presenca de DCs e de SOCS2 nessas células

para o controle da infec¢do com 7. cruzi.
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Figura 6. Transferéncia adotiva de DCs deficientes de SOCS2 resulta no aumento da
parasitemia durante a infec¢cdo por 7. cruzi. Animais CD11cDTR-Tg depletados (DT+TC)
ou ndo (TC) com DT e que receberam transferéncia adotiva de DCs oriundas de animais WT
(DT+WTHTC) ou deficientes de SOCS2 (DT+SOCS2KO+TC) foram infectados i.p. com
1000 formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. A parasitemia foi acompanhada em
diferentes dias apods a infeccdo. Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA
com o pos- teste de Bonferroni. *** p<0,001 para compara¢do de camundongos CD11cDTR-
Tg depletados seguidos de transferéncia adotiva de DCs oriundas de animais WT
(DT+WT+TC) versus camundongos CD11cDTR-Tg depletados que receberam transferéncia
adotiva de DCs oriundas de animais deficientes de SOCS2 KO (DT+SOCS2KO+TC)
infectados com 7. cruzi. Os dados mostram a média e o desvio padrdo (+/- SEM) do numero
de parasitos/microlitro de sangue e sdo representativos de trés experimentos independentes (8

animais/grupo).
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7) Deficiéncia de SOCS2 em DCs resulta na reducio da producio de IL-12 por

essas células durante a infec¢do por 7. cruzi

Como mencionado anteriormente DCs sdo cruciais na inducdo da reposta imune
adaptativa fundamental para que ocorra resisténcia "a infec¢do por 7. cruzi, principalmente
através da indu¢do de um perfil predominantemente Thl (Nickell ef al., 1993; Rodrigues et
al., 2012). Assim, nosso proximo objetivo foi investigar o papel da proteina SOCS2 na
indugdo da reposta imune adaptativa em animais CD11cDTR-Tg que receberam transferéncia
adotiva de DCs provenientes de animais WT ou deficientes de SOCS2. Primeiramente, os
bagos dos animais foram removidos aos 9 e 10 dpi, processados e a producdo de IL-12 foi
avaliada por citometria de fluxo. NoOs observamos que nesse periodo de infec¢do, onde ¢é
considerado encontrar a resposta imune adaptativa, ainda ¢ possivel detectar DCs produtoras
de IL-12. Camundongos que tiveram suas DCs depletadas e que receberam DCs oriundas de
animais SOCS2 KO apresentaram uma diminui¢do da produgdo da citocina IL-12 por essas
células aos 10 dpi quando comparados com os animais que receberam DCs oriundas de
animais WT (Figura 7). Esses resultados sugerem que a presenga de SOCS2 ¢ importante para
a produgdo eficaz de IL-12 por DCs durante a fase adaptativa da resposta imune contra 7.

Ccruzi.
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Figura 7. Deficiéncia de SOCS2 em DCs resulta na reducio da produciao de IL-12 por
essas células durante a infec¢do por 7. cruzi. Animais CD11cDTR-Tg depletados (DT+TC)
ou ndo (TC) e que receberam transferéncia adotiva de DCs provenientes de animais
deficientes de SOCS2 (DT+SOCS2KO+TC) ou WT (DT+WT+TC) foram infectados
intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em diferentes

dias ap6s a infeccdo (9 e 10 dpi), foram sacrificados, as células do baco purificadas e

preparadas para a deteccdo intracelular de IL-12 em células CD8+CDllc+IL-12+ por
citometria de fluxo. Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pos-
teste de Bonferroni. * p<0,05 para comparagdo de camundongos CD11cDTR-Tg depletados
que receberam células dendriticas oriundas de camundongos WT (DT+WT+TC) versus
camundongos CD11cDTR-Tg depletados que receberam células dendriticas oriundas de
camundongos SOCS2 KO (DT+SOCS2KO+TC). Os resultados sdo representativos de dois

experimentos independentes (6 animais/grupo).
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8) A expressdao de SOCS2 em DCs ¢ essencial para ativacio de células NK

Célula NK quando ativada por IL-12 ¢ uma das principais produtoras de IFN-y durante
a infeccdo por T. cruzi, sendo capazes de acionar a diferenciag@o da resposta Thl (Silva et al.,
1992; Abrahamsohn e Coffman, 1996). Trabalhos recentes, demonstraram que esse subtipo
celular também ¢ capaz de produzir IL-17 (Weaver et al., 2007; Da Matta Guedes et al., 2010;
Passos et al., 2010; Sutton et al., 2012). Paralelamente a produg¢do de citocinas Thl, as células
efetoras Th17, estdo sendo relacionadas com a infeccdo por 7. cruzi sendo capazes de
modular a resposta Th1 (Da Matta Guedes ef al., 2010). A IL-17 ¢ uma citocina inflamatéria
que induz a produ¢do de quimiocinas, fatores de cresimento, moléculas de adesdo, acimulo
de neutrofilos estando envolvida também na resposta imune inata (Kolls e Linden, 2004;
Linden et al., 2005).

Com isso, nosso proximo passo foi investigar o papel de SOCS2 em DCs na inducao
da producdo de IFN-y e IL-17 por células NK durante a infec¢do por 7. cruzi. Nossa hipdtese
¢ devido ao fato de que se a auséncia de SOCS2 em DCs resultou na redu¢do da producao de
IL-12 por essas células, a ativagdo de células NK dependente dessa citocina estaria alterada.
Para isso, os bacos dos animais foram removidos (9 e 10 dpi), processados e a produgdo de
IFN-y e IL-17 por células NK foi avaliada por citometria de fluxo. Nossos resultados
demonstraram que camundongos que tiveram suas DCs depletadas, reduziram a frequéncia de
NK produtoras de IFN-y e de IL-17 aos 10 dpi (Figura 8A, B) enquanto animais que
receberam DCs oriundas de animais SOCS2 KO reduziram a frequéncia de NK produtoras de

IL-17 quando comparado com animais que receberam DCs oriundas de animais WT (Figura

$B).
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Figura 8. A expressdo de SOCS2 em DCs ¢é essencial para ativacio de células NK. Animais
CD11cDTR depletados (DT+TC) ou ndo (TC) e que receberam transferéncia adotiva de DCs
provenientes de animais deficientes de SOCS2 (DT+SOCS2KO+TC) ou WT (DT+WT+TC)
foram infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e,

em diferentes dias ap0s a infecc¢do (9 e 10 dpi), foram sacrificados, as células do bago purificadas

e preparadas para a deteccdo intracelular de IFN-y e IL-17 em células CD3'NK1.1+ por
citometria de fluxo. Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pos- teste
de Bonferroni. * p<0,05 para comparacdo de camundongos depletados e infectados (DT+TC)
versus camundongos que receberam células dendriticas oriundas de camundongos SOCS2 KO
(DT+SOCS2KO+TC) (Fig. 8A) e para comparagdo de camundongos depletados que receberam
células dendriticas oriundas de camundongos WT (DT+WT+TC) versus camundongos
depletados que receberam células dendriticas  oriundas de camundongos SOCS2 KO
(DT+SOCS2KO+TC) (Fig. 8B). Os resultados sdo representativos de dois experimentos

independentes (6 animais/grupo).
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9) SOCS2 em DCs ¢ fundamental para inducdo/ativacio de células T CD8 e T

CD4" durante a infec¢do por 7. cruzi

Para que os linfocitos exercam suas atividades funcionais com eficiéncia, eles
precisam ser ativados adequadamente. Como nossos resultados anteriores demonstraram que
a auséncia de SOCS2 em DCs altera seu perfil de expressdo de importantes moléculas
reguladoras da ativagdo de linfocitos, nosso proximo passo foi analisar o impacto da
transferéncia adotiva de DCs oriundas de SOCS2 KO no perfil dos linfocitos durante a
infeccdo por 7. cruzi. Nossos resultados demonstraram que a deplecdo de DCs e a
transferéncia de DCs deficientes de SOCS2 resulta na reducao de linfécitos CD8 produtores
de IFN-y (Figura 9A) e de CD4 produtores de IL-17 (Figura 9C). Entretanto, animais que
receberam DCs deficientes de SOCS2 aumentaram os numeros de CD4 produtoras de IFN-
v (Figura 9B), diferente dos camundongos que tiveram apenas suas DCs depletadas e que nao
foram reconstituidos com essas células, que apresentaram uma reducao de CD4 produtores de
IFN-y (Figura 9B). Esses resultados sugerem que DCs sdo essenciais para a indugdo de
linfécitos CD8'TFN-y", CD4 IFN-y", CD4'IL-17" e que a expressdo de SOCS2 em DCs ¢

importante para a indugdo/ativacdo eficiente e regulada desses linfocitos.
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Figura 9. SOCS2 em DCs é fundamental para indugio/ativacio de células T CD8 e T
CD4" durante a infeccdo por T. cruzi. Animais CD11cDTR depletados (DT+TC) ou ndo
(TC) e que receberam transferéncia adotiva de DCs provenientes de animais deficientes de
SOCS2 (DT+SOCS2KO+TC) ou WT (DT+WT+TC) foram infectados intraperitonealmente
com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, em diferentes dias apds a infeccao (9
e 10 dpi), foram sacrificados, as células do baco purificadas e preparadas para a detecgdo
intracelular de IFN-y e IL-17 por citometria de fluxo. Para a andlise estatistica usou-se o teste
two-way ANOVA com o pods- teste de Bonferroni. *** p<0,001 para comparacdo de
camundongos CD11cDTR depletados que receberam células dendriticas oriundas de
camundongos WT (DT+WT+TC) versus camundongos CDI11cDTR depletados que
receberam dendriticas oriundas de SOCS2 KO (DT+SOCS2KO+TC). Os resultados sao

representativos de dois experimentos independentes (6 animais/grupo).
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10) Auséncia de SOCS2 em DCs causa disfuncio na geracio de células

reguladoras/supressoras da resposta imune durante a infec¢io por 7. cruzi

O sistema imunologico possui mecanismos efetores para haver eliminagdo de
microrganismos patogénicos e células infectadas; também possui mecanismos reguladores
para que as células efetoras se mantenham em controle durante condicdes fisiologicas e apds
ativacdo induzida por processos inflamatorios (Kondelkova ef al., 2010). O equilibrio entre
mecanismos efetores e reguladores pode determinar o progresso da infeccdo podendo ser
benéfico em alguns casos tanto para o parasito quanto para o hospedeiro. As células Treg
foram demonstradas estar envolvidas no controle da inflamac¢do no coragdo, replicagdo do
parasito e resisténcia do hospedeiro frente a infec¢do por 7. cruzi (Mariano et al., 2008). Com
isso, nds investigamos o papel de SOCS2 em DCs na geragdo de células Treg, Th2 ¢ B
produtoras de IL-10 durante a infec¢do por 7. cruzi. Nossos resultados demonstram que, aos
10 dpi, camundongos que receberam DCs deficientes de SOCS2 reduziram a frequéncia de
células Th2, Treg e B todas produtoras de IL-10 quando comparado com animais que
receberam DCs WT (Figuras 10A, B,C). Esses resultados indicam que a falta de SOCS2 em
DCs resulta no prejuizo/reducgao da geracao de células consideras moduladoras/reguladoras da

resposta imune frente a infec¢ao por 7. cruzi.
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Figura 10. Auséncia de SOCS2 em DCs causa disfuncdo na geracido de células
reguladoras/supressoras da resposta imune durante a infeccdo por 7. cruzi. Animais
CD11cDTR depletados (DT+TC) ou nao (TC) e que receberam transferéncia adotiva de DCs
provenientes de animais deficientes de SOCS2 (DT+SOCS2KO+TC) ou WT (DT+WT+TC)
foram infectados intraperitonealmente com 1000 formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y)
e, em diferentes dias apds a infeccdo (9 e 10 dpi), foram sacrificados, as células do bago
purificadas e preparadas para a detecc¢do intracelular de IL-10 e Foxp3 por citometria de
fluxo. Para a andlise estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pods- teste de
Bonferroni. * p<0,05 para comparagdo de camundongos CD11cDTR depletados que
receberam células dendriticas oriundas de camundongos WT (DT+WT+TC) versus
camundongos CD11cDTR depletados que receberam células dendriticas oriundas de SOCS2
KO (DT+SOCS2KO+TC). Os resultados s3o representativos de dois experimentos

independentes (6 animais/grupo).
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11) Proporc¢ao das respostas Th1l, Th2, Th17 e Treg em animais infectados por 7.

cruzi que receberam transferéncia adotiva de DCs deficientes de SOCS2

Sabendo da importancia de SOCS2 na resposta imune e no possivel controle da
diferenciagdo/geracao e/ou expansao de células T e com o intuito de facilitar a visualizagdo do
perfil da resposta imune nos animais CD11¢cDTR-Tg que receberam a transferéncia adotiva
de DCs provenientes de SOCS2 KO, nds avaliamos a propor¢ao de células Thl, Th2, Th17 e
Treg. Nos podemos observar que nos animais que receberam a transferéncia adotiva de DCs
provenientes de SOCS2 KO, houve um aumento de Thl associado a uma supressdo da
resposta Th2, Th17 e de Treg aos 10 dpi (Figura 11). Esses resultados sugerem que a presenca
de SOCS2 em DCs regula a ativagdo/diferenciagdo de células T.
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Figura 11. Proporc¢ao das respostas Thl, Th2, Th17 e Treg em animais infectados por 7.

cruzi que receberam transferéncia adotiva de DCs deficientes de SOCS2. Animais

CDI11cDTR depletados ou ndo e que receberam transferéncia adotiva de DCs provenientes de

animais deficientes de SOCS2 ou WT foram infectados intraperitonealmente com 1000

formas tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Y) e, aos 10 dpi, foram sacrificados, as células do

baco purificadas e preparadas para a determinagdo da propor¢do dos perfis Thl, Th2, Thl17 e

Treg analisadas por citometria de fluxo. Os resultados sdo representativos de dois

experimentos independentes (6 animais/grupo).
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12) Modula¢do da apoptose por SOCS2 durante a infec¢io por 7. cruzi

Durante a infec¢do por 7. cruzi, macrdéfagos removem células apoptoticas prevenindo
a liberagdo de substancias inflamatorias apds a morte celular. A indug¢do de apoptose de
neutrofilos, macréfagos, linfocitos B e T contribui para a extingdo das respostas imunes
durante uma infec¢do podendo ser prejudicial, por exemplo durante a infec¢do por 7. cruzi,
por inibir a imunidade contra o parasito. Com isso, nosso proximo objetivo foi verificar se
SOCS2 esta envolvido na modulagdo da apoptose e/ou fagocitose de células apoptoticas
durante a infecc¢ao.

Nossos resultados sugerem que a deficiéncia de SOCS2 resulta no aumento de
neutrofilos apoptdticos aos 5 dpi (Figura 12A) e de macrofagos apoptoticos aos 3, 5 e 9 dpi
(Figura 12D), quando comparados aos WT. A populagdo de linfocitos foi identificada com
base em suas caracteristicas morfologicas através de um grafico de dot plot (FSCxSSC). Nos
linfocitos, a auséncia de SOCS2 resultou no aumento de apoptose nesse subtipo celular
durante a resposta imune adaptativa (Figura 12G). A apoptose tardia foi observada aumentada
nos animais SOCS2 KO infectados em neutréfilos e macrofagos aos 5 dpi, mas sem diferenga
significativa entre os grupos WT e SOCS2 KO (Figura 12B, C). Nos linfocitos, a auséncia de
SOCS2 resultou no aumento da apoptose tardia durante a resposta imune adaptativa (Figura
12H). A morte celular em um estigio mais avangado, considera como necrose (“pré-
necrose”), foi observada aumentada nos animais SOCS2 KO infectados em neutrofilos aos 5
dpi quando comparado com WT (Figura 12C). Como observado, a infec¢do por 7. cruzi
aumenta progressivamente a pré-necrose de macrofagos durante os tempos de infeccdo
analisados , mas sem diferenca significativa entre os grupos de SOCS2 KO e WT (Figura
12F). Nos linfocitos, a auséncia de SOCS2 resultou no aumento de necrose nesse subtipo

celular aos 9 dpi (Figura 12I).
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Figura 12. Modulacio da apoptose por SOCS2 durante a infec¢do por 7. cruzi. Animais
WT e deficientes de SOCS2 foram infectados com 1000 formas da cepa Y de 7. cruzi e a
apoptose (Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I, BD, Pharmingen) de células esplénicas
foi analisada em diferentes dias apds a infeccdo por citometria de fluxo. Para andlise
estatistica usou-se o teste two-way ANOVA com o pds-teste de Bonferroni. *** p< 0,001
para comparagdo de animais WT versus SOCS2 KO infectados. Os dados sdo representativos

de dois experimentos independentes (4 animais/grupo).
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13) Auséncia de SOCS2 na atividade anti-apoptética de neutrofilos

Com intuito de identificar as bases moleculares inter-relacionadas com o aumento de
apoptose observado nos animais SOCS2 KO, iniciamos experimento in vitro visando
primeiramente a expressdo e “ativacdo” de uma enzima chave na indugdo de apoptose, a
Caspase 3. Nossos resultados sugerem que a deficiéncia de SOCS2 em neutréfilos resulta no
aumento da expressdo de caspase 3 (basal) (Figura 13A). Também foi observado o aumento
da presenga de caspase 3 clivada (Figura 13B). A presenga de LXA nas culturas resultou no
aumento de caspase 3 clivada nos neutrdfilos deficientes de SOCS2 quando comparado com
WT (Figura 13B). Nao foi observado diferencas significativas entre os grupos de células
SOCS2 KO e WT que receberam LXA e TNF-o simultaneamente (Figura 13B). Esses
resultados sugerem que SOCS2 em neutrdéfilos modula a expressdo de caspase 3 e sua
ativacgdo, entretanto, esses experimentos serdo repetidos para possibilitar uma conclusdo final

dos mesmos.
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Figura 13. Auséncia de SOCS2 na atividade anti-apoptética de neutrofilos. Neutrofilos
foram isolados da medula 6ssea de animais WT e deficientes de SOCS2, purificados,
plaqueados e tratados ou ndo com LXA (Img/ml) por 8 horas e cultivados na presenga ou
auséncia de TNF (100ng/ml) durante 20 horas. Os niveis de Caspase 3 total e Caspase 3
clivada foram analisados por Western Blotting. Os dados sdo representativos de dois

experimentos independentes (8 animais/grupo).
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Uma das principais células do sistema imune capazes de gerar uma resposta rapida e
eficiente sdo as DCs. Nossos resultados evidenciados até o momento demonstraram que: 1)
DCs exercem um papel fundamental no controle inicial da replicagcdo do 7. cruzi in vivo; ii)
SOCS2 ¢ importante, principalmente durante a imunidade inata, na inducdo/regulagdo da
producdo de IL-12 e TNF-a, mas ndo de IL-10, por DCs; iii) SOCS2 modula tanto a geracao
de DCs expressando TLR2 e TLR4 como o nivel de expressio desses receptores,
principalmente durante a imunidade adaptativa; iv) SOCS2 ¢ importante na indugdo de parte
da maquinaria necessaria em DCs para uma ativagdo eficiente de células T naive durante a
infec¢do por 7. cruzi; v) SOCS2 em DCs ¢ importante para a producdo eficaz de IL-12 por
essas células, controle da frequéncia de NK produtoras de IL-17 e para a indugdo/ativacdo
eficiente de linfocitos CD8 TFN-y", CD4'TFN-y", CD4'IL-17" durante a fase adaptativa da
resposta imune contra 7. cruzi; vi) deficiéncia de SOCS2 em DCs resulta no prejuizo/reducao
da geracdo de células consideras moduladoras/reguladoras (Th2 e Treg) da resposta imune
frente a infec¢do por 7. cruzi e vii) SOCS2 participa na modulagdo de apoptose durante a
infeccao.

Primeiramente o SOCS2 foi descrito como um membro da familia SOCS importante
no controle da sinaliza¢do do receptor de hormonio de crescimento. Entretanto, atualmente ¢
reconhecido por possuir grande importincia na regulagdo da produ¢do de varias citocinas,
metabolismo e respostas a infeccdes (Machado et al., 2006; Rico-Bautista et al., 2006). Nosso
grupo demonstrou que a expressao de SOCS2 ¢ parcialmente mediada pela geracdo de LXA4
e pela ativacdo do receptor citoplasmatico aril hidrocarbono (AhR) em DCs (Machado et al.,
2006). Previamente, demonstramos que SOCS2 exerce diferentes funcdes, dependendo do
tecido e de diferentes tipos celulares, durante a infec¢do experimental por 7. cruzi (Esper et
al., 2012). A deficiéncia de SOCS2 resulta na diminui¢do dos niveis de expressao de SOCS1
e SOCS3 no bago e coracdo e reducao de citocinas pré-inflamatorias. Demonstramos também
que SOCS2 além de ser critico na modulagdo de vias intracelulares de sinalizacdo em
cardiomidcitos, sua deficiéncia resulta em varias alteragdes de respostas celulares incluindo a
geracdo/expansdo de células T reguladoras, nivel de LXA4 e redugao do numero de células de
memorias durante a infec¢do por 7. cruzi (Esper et al., 2012). No presente estudo nosso
intuito foi compreender os mecanismos envolvidos na modulagdo da resposta
inflamatoria/resolutiva por SOCS2 durante a infeccdo por 7. cruzi. Entretanto, devido ao fato
de que varias células do nosso organismo expressam SOCS2, torna-se necessario investigar as

caracteristicas imunoldgicas das diferentes populagdes celulares durante a infec¢do por 7.
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cruzi na presenca ou auséncia de SOCS2. Nos propusemos a investigar o papel de SOCS2 na
ativacdo e fun¢do de DCs e manuteng¢do da resposta imune durante essa infecgao.

A resposta imune frente a infeccdes ¢ altamente complexa e envolve diversos
componentes efetores e reguladores, onde a diversidade dos mecanismos abrangentes ainda
ndo foram totalmente esclarecidos. Para que uma resposta imunologica seja eficaz, esta requer
a ativacdo das respostas imunes inata e adquirida onde as DCs sdo “pecas” fundamentais na
maquinaria que envolve essas imunidades (promovendo a ligagdo entre ambas) onde
desempenham um papel importante na resposta contra infeccdes causadas por parasitos
intracelulares como por exemplo o 7. cruzi e Leishmania (Alba Soto et al., 2003; Koga et al.,
2006; Liu e Uzonna, 2012; Batalla ef al., 2013). Nossos resultados demonstraram que
deple¢ao de DCs em camundongos resulta no aumento significativo do nimero de parasitos
durante a infec¢do, mostrando/confirmando que esse subtipo celular exerce um papel
fundamental no controle inicial da replicagdo do 7. cruzi in vivo. De fato, as células da
imunidade inata especialmente as DCs, conhecidas como sendo uma das principais APCs, e
macrofagos, possuem uma participagdo expressiva no controle da replica¢do e propagacgao do
parasito durante as fases aguda e cronica da infec¢do através da produgdo de mediadores pro-
inflamatorios como citocinas e 6xido nitrico (NO). DCs sdo potentes produtoras de citocinas
inflamatérias como a IL-12 ¢ TNF-a (Reis E Sousa et al., 1997; Verhasselt et al., 1997,
Gerosa et al., 2002; Poncini et al., 2008; Batalla ef al., 2013). Demonstramos que durante a
infeccdo com 7. gondii, SOCS2 ¢ expresso em DCs e regula a produgdo de citocinas e
quimiocinas (Machado ef al., 2006).

Nossos novos resultados demonstraram que a deficiéncia de SOCS2 resulta na
reducdo de DCs produtoras de IL-12 e de TNF-a, mas ndo de IL-10, durante a resposta imune
inata. A producao das citocinas IL-12 e TNF-a por DCs ¢ uma das principais responsaveis em
direcionar o controle da replicagdo do parasito. Esses resultados corroboram com os
resultados recentemente publicados por nosso grupo que demonstraram que durante a
infeccdo causada por 7. cruzi, hd uma reducdo de citocinas (como IL-12 ¢ TNF-a) no bago
durante a fase adaptativa da resposta imune (Esper ef al., 2012) e sugerem que essa reducdo
pode estar associada com uma falha da producdo dessas citocinas por DCs no inicio da
infec¢do. Logo no inicio da infecgdo por 7. cruzi, diversas moléculas oriundas do parasito
estimulam a sintese de citocinas como IL-12 ¢ TNF-a por macréfagos e DCs (Almeida e
Gazzinelli, 2001; Shoda et al., 2001; Brodskyn et al., 2002) influenciando tanto a resposta

imune inata (células NK) quanto a resposta adquirida (linfocitos T e B). Outros estudos
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mostraram que SOCS2 regula a via de sinalizagdo de citocinas modulando a produgdo de
mediadores como IL-12 e TNF-a favorecendo a diferenciagdo de células Th2 (Machado et
al., 2006; Rico-Bautista et al., 2006; Knosp et al., 2011).

Estudos demonstraram que durante o inicio da infeccdo por 7. cruzi e T. gondii a
producdo de IL-12 por DC ¢ induzida principalmente por via dependente de receptores do tipo
Toll (Yarovinsky et al., 2005; Junqueira et al., 2010; Gravina ef al., 2013). O descobrimento
dos TLR contribuiu para um novo entendimento da complexidade do papel da resposta imune
inata em doengas infecciosas, sendo descritos como sendo a primeira linha de defesa contra
infecgdes causadas por protozodrios, virus, bactérias e fungos (Kopp e Medzhitov, 2003;
Gazzinelli e Denkers 2006; Takeuchi e Akira, 2010). De fato, a principal fungdo da
imunidade inata visa a eliminacdo de agentes invasores, assim, o conhecimento dos
mecanismos pelo qual o sistema imune inato detecta e responde a infec¢des parasitarias €
essencial para o entendimento de como essas infec¢des sao controladas. Neste contexto, nos
investigamos se SOCS2 modula a expressdo de TLR2 e TLR4 influenciando o balango das
respostas pro e anti-inflamatorias em DCs. Nossos resultados demonstraram que durante a
resposta imune inata frente a infeccdo por 7. cruzi a deficiéncia de SOCS2 ndo altera o
aumento da frequéncia de DCs expressando TLR2 e TLR4 observados. Entretanto, durante a
imunidade adaptativa, foi demonstrado um aumento de DCs expressando TLR2 e TLR4 assim
como o nivel de expressdo desses receptores. Na infeccdo por 7. cruzi foi descrito que
diferentes moléculas presentes no parasito sdo capazes de ativar TLRs em DCs e MO como
por exemplo, a participagdo da ativagdo de TLR2 através da molécula glicosilfosfatidilinositol
(tGPI-mucina) presente na membrana do parasito (Almeida et al., 1999; Almeida e
Gazzinelli, 2001; Campos et al., 2001; Gravina et al., 2013), assim como a ativacdo de TLR4
através de glicoinositolfosfolipede (eGIPL) durante o primeiro estagio da infec¢do (Oliveira
et al., 2004; Rodrigues et al., 2012). Durante a fase aguda da doenca de Chagas diferentes
TLRs sdo ativados para combater a infec¢gdo sem causar danos ao hospedeiro através de um
rapido e eficiente controle de uma resposta inflamatoria. Ativagdo de TLR2 e TLR4 em DCs
resulta na produgdo de IL-12 que subsequentemente exerce um importante papel na resposta
imune induzindo a produgdo de IFN-y por NK (Re e Strominger, 2001; Basso, 2013). A
cooperacdo entre diferentes tipos de Tolls tem sido evidenciada in vivo (como TLR2, TLR4 e
TLRY9) na inducdo de citocinas e quimiocinas dependentes da via MyD88 em resposta ao
modelo de S. Pneumoniae (Lee et al., 2007). Em um outro modelo de infec¢do pulmonar com
bactéria Gram negativa, Bhan e colaboradores mostraram que a cooperagdo entre TLR4 e

TLRY induzem a producdo de IL-23 e IL-17 confirmando a importancia da cooperagdo entre
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diferentes tipos de Tolls (Bhan ef al., 2010). SOCS2 tem sido mostrado como sendo inibidor
da ativagdo de DCs induzido por TLR (Posselt et al., 2011). Portanto, nossos resultados
sugerem que a expressdo de SOCS2 em DCs ¢ essencial, principalmente durante a imunidade
adquirida, na modulagdo da expressio de TLR2 e TLR4 como da frequéncia de DCs
expressando esses receptores, sugerindo que a funcdo de DCs em relacdo a ativagdo de
linfocitos poderia estar alterada. De fato, DCs sdo as APCs mais eficazes em iniciar respostas
antigeno-especificas dos linfocitos T, onde sua ativagdo ¢ um processo vital no inicio da
regulagdo da resposta imune.

A aptiddo das DCs em gerar a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T esta
associada ao seu estado de maturacdo. Na auséncia de uma estimulacdo adequada, DCs sdo
consideradas imaturas e apresentam uma enorme capacidade endocitica, expressando baixos
niveis de MHC de classe II e moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 ¢ CD40, sendo
impossibilitadas de ativar linfécitos T naive. Por outro lado, uma sinalizacdo
desregulada/exacerbada enviada por moléculas presentes em DCs resulta em anergia de
linfocitos T. Para que uma ativagdo eficiente de linfocitos T ocorra, sdo necessarios sinais
principalmente enviados através de: 1) reconhecimento do antigeno associado a moléculas de
MHC e ii) um segundo sinal gerado por moléculas co-estimuladoras que estdo presentes na
superficie das APCs. Moléculas co-estimuladoras como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2)
expressas nas APCs e o receptor CD28 (expresso nos linfocitos T), sdo indispensaveis para o
desenvolvimento da resposta imune adquirida (Elloso e Scott, 1999). Nesse contexto, ocorrera
uma proliferacdo e ativacdo celular através da producdo de IL-2 pelos linfocitos T ativados e
diferenciagdo desses linfocitos em células efetoras e de memoria (Van Gool et al., 1996;
Pletinckx ef al., 2011). Nossos resultados demonstraram que durante a resposta imune inata
frente a infecgdo por 7. cruzi a deficiéncia de SOCS2 resulta na reducdo de DCs positivas
para CD80 sem alteracdo em relagdo a MHCII. Entretanto, durante a imunidade adaptativa da
infec¢do, observamos uma reducdo progressiva e similar da expressao de MHCII nos dois
grupos, mas apenas nos SOCS2 KO foi observado uma reducdo da frequéncia de DCs
positivas para essa molécula, sugerindo que durante a infec¢do por 7. cruzi, SOCS2 ¢
importante na indugdo de parte da maquinaria necessaria para a ativagdo de células T. A
interagdo de CD28-CD80/86 constitui um dos sinais co-estimuladores mais importantes para a
ativacdo e fungdo de linfocitos T (Lenschow et al., 1996; Salomon ¢ Bluestone, 2001).
Estudos relatam que a estimulagdo de células T na auséncia da co-estimulacdo mediada pela
ligagdo CD28-CD80/CD86 resulta em falhas da proliferagdo, producdo reduzida de citocinas
e alteracdo do balango Th1/Th2 (Shahinian et al., 1993; Lucas et al., 1995; Thompson, 1995).
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Na fase aguda da doenga de Chagas o CD28 esta envolvido diretamente na modulacdo da
resposta imune e controle da parasitemia, sendo um importante mediador na ativacdo de
células T e consequente producao de IFN-y e NO (Miyabhira et al., 2003; Martins et al., 2004).
Estudos realizados em macréfagos (derivados da medula 6ssea) infectados com 7. cruzi
mostram que ocorre a estimulacdo da ligagdo CD28-CD80/CD28-CD86 (Frosch et al., 1997),
embora tenha sido comprovado que durante a infeccdo aguda, as DCs possuem baixa
expressao de CD86 e permanecem imaturas (Chaussabel et al., 2003) sugerindo que a
infeccdo pode causar profundas alteragdes no processo de migracao e maturacao das DCs. Em
relagdo a modulagdo da frequéncia de DCs positivas para CD86, como o nivel de expressao
dessa molécula por SOCS2, permanece por ser investigada e estd dentro das futuras
perspectivas do nosso laboratério. Entretanto, sabe-se que a diferenciagdo e maturagdo das
DCs, além de um efetivo direcionamento da resposta imune, dependem de mediadores cuja
sinalizagdo envolve a via JAK/STAT que est4 submetida a regulacdo por proteinas da familia
SOCS e nossos resultados demonstraram que, no inicio da infec¢do, camundongos deficientes
de SOCS2 reduzem a frequéncia de DCs expressando a molécula co-estimuladora CDSO0.
Assim, demonstrando a importancia da presenca de SOCS2 para que haja uma geragao
eficiente de DCs capazes de induzir ativacdo de células T durante a infeccdo. De fato,
demonstramos uma redugdo de linfocitos T CD4 e CDS8 produtores de IFN-y em animais
deficientes de SOCS2 durante a infec¢ao por 7. cruzi (Esper et al., 2012).

A expressao de SOCS2 ¢ encontrada em diferentes subtipos celulares que fazem parte
da resposta imune frente a infeccdo por 7. cruzi, assim dificultando a conclusdo se as
alteracdes observadas em DCs nos camundongos deficientes de SOCS?2 seria; 1) um “defeito”
intrinseco diretamente nas fungdes de DCs na auséncia de SOCS2 ou ii) se as alteragdes em
DCs estariam relacionadas com a falta da producdo, por outros subtipos celulares, de
mediadores importantes para a ativagcdo de DCs, assim sendo um efeito indireto da deficiéncia
de SOCS2 nas fun¢des de DCs. Nossos resultados de transferéncia adotiva de DCs mostraram
que animais que receberam DCs oriundas de SOCS2 KO ndo foram capazes de controlar a
parasitemia no inicio da infec¢do, demonstrando um papel importante de SOCS2 em DCs
para que ocorra uma resposta eficaz na fase inicial da infec¢do. Também foi demonstrado que
a presenca de SOCS2 ¢ importante para a producdo eficaz de IL-12 por DCs durante a fase
adaptativa da resposta imune contra 7. cruzi. Como mencionado anteriormente DCs sdo
cruciais na induc¢do da reposta imune adaptativa fundamental para que ocorra a resisténcia a
infec¢do por 7. cruzi, principalmente através da indugdo de um perfil predominantemente

Thl (Nickell ef al., 1993; Rodrigues et al., 2012). A reducdo da capacidade de producdo de
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IL-12 por DCs, ainda encontrada durante a fase inicial da resposta imune adaptativa, poderia
estar associada com a redu¢do de uma resposta Thl observado em camundongos SOCS2 KO
infectados com 7. cruzi (Esper et al., 2012). Durante infec¢cdes a producdo de IFN-y por
células NK ativadas por IL-12 induz preferencialmente a diferencia¢do da reposta imune Thl
(Silva et al., 1992; Abrahamsohn e Coffman, 1996). Trabalhos recentes demonstraram que as
células NK produzem IL-17 (Weaver et al., 2007; Passos et al., 2010; Sutton et al., 2012).
Camundongos que tiveram suas DCs depletadas, reduziram a frequéncia de NK produtoras de
IFN-y e de IL-17 aos 10 dpi. Entretanto, animais que receberam DCs oriundas de animais
SOCS2 KO reduziram a frequéncia de NK produtoras de IL-17 quando comparado com
animais que receberam DCs oriundas de animais WT.

A ativagdo de células NK pode ser potencializada através do contato com o patogeno
e/ou indiretamente pelo “cross-talk” com células mieldides que por sua vez engatilham sinais
dependentes de contato e/ou de citocinas. Nossos resultados mostraram uma comunicagdo
entre DCs e NK para o aumento da producdo de IL-17 e que a presenga de SOCS2 em DCs ¢
importante nesse processo. IL-17 também esta envolvida na regulacdo da resposta imune e no
desenvolvimento de lesdes no coracdo durante a infec¢do por 7. cruzi (Da Matta Guedes et
al., 2010). Estudos sugeriram que a produgdo de IL-17 estd relacionada com a produgdo de
IL-23 por DCs ativadas via TLR4 (Vanden Eijnden ef al., 2006). Entretanto, ndo se sabe a
consequéncia da deficiéncia de SOCS2 na produgdo de IL-23 durante a infecgdo por 7. cruzi,
mas estudos mostraram que DCs derivadas de mondcitos e estimuladas por ligantes de NOD1
e NOD2 combinados com o agonista de TLR7/8 produzem altos niveis de IL-1p, IL-23 (IL-
23 promove uma forte produgdo de IL-17) e SOCS2. Além disso, o silenciamento de SOCS2
resulta no aumento de IL-23, indicando que SOCS2 estd envolvido na regulagdo da producao
de IL-23 e IL-17 dependente de TLR (Schwarz et al., 2013).

As alteracdes encontradas na producdo de citocinas chaves no controle da
ativacao/diferencia¢do/expansao de linfécitos nos camundongos que receberam DCs oriundas
de animais SOCS2 KO sugeriram que SOCS2 ¢ essencial em DCs para uma indugdo
adequada de uma imunidade celular especifica, corroborando com os nossos resultados que
DCs de animais SOCS2 KO durante a infec¢do por 7. cruzi alteram seu perfil de expressao
de importantes moléculas reguladoras da ativagdo de linfécitos. De fato, camundongos que
receberam DCs deficientes de SOCS2 reduziram seus linfocitos CD8 produtores de IFN-y e

de CD4 produtores de IL-17, mas aumentaram os numeros de CD4 produtores de IFN-y,
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reforgando a evidéncia que a expressio de SOCS2 em DCs ¢ importante para a
inducdo/ativacdo eficiente e regulada de células T (CD8'TFN', CD4'TFN", CD4'IL-17").

O sistema imunoldgico possui mecanismos efetores para eliminacdo de microrganismos
patogénicos e células infectadas; também possui mecanismos reguladores para que as células
efetoras se mantenham sobre controle durante condigdes fisiologicas e apos ativagao induzida
por processos inflamatorios (Kondelkova ef al., 2010). O equilibrio entre mecanismos
efetores e reguladores pode determinar o progresso da infeccdo podendo ser benéfico em
alguns casos tanto para o parasito quanto para hospedeiro. Outro papel importante atribuido
as DCs foi demonstrado por Steinman e colaboradores, onde essas células induzem a
diferenciagdo de células Treg (Steinman et al., 2003). Células Treg constituem uma
populagdo heterogénea oriundas de linfocitos T com importante atividade imunossupressora
(Kotner e Tarleton, 2007; De Araujo ef al., 2011) através da produgdo de citocinas como IL-
10 e TGF-B (Liu e Zhao, 2007). Alguns estudos demonstram que muitos patdogenos induzem a
expansao de células Treg (Belkaid, 2007; Guilliams et al., 2008). Véarios estudos sugerem que
células Treg estdo envolvidas na progressao e patogénese durante a infec¢do experimental por
T. cruzi (Flores-Garcia et al., 2013). De fato, estudos provenientes de diversos grupos de
pesquisa (Vitelli-Avelar et al., 2008; De Araujo et al., 2011; De Araujo et al., 2012) indicam
que o balango entre células T efetoras e reguladoras ¢ um fator determinante da progressao da
doenca de Chagas. Quando analisamos o papel de SOCS2 em DCs na geracdo de células
Treg, Th2 e B produtoras de IL-10 durante a infecgdo por 7. cruzi, encontramos que a falta de
SOCS2 em DCs resulta no prejuizo/reducdo da geracdo desses subtipos celulares
considerados moduladores/reguladores da resposta imune frente a infeccdo por 7. cruzi. Estes
resultados podem estar relacionados com o aumento da producdo de células T CD4
produtoras de IFN-y durante a infec¢do por 7. cruzi encontrado nos animais que receberam
DCs oriundas de animais SOCS2 KO. Entretanto, o papel de células Treg na infeccao
experimental por 7. cruzi ainda é controverso (Tonelli et al., 2011). Alguns trabalhos
demonstraram a alta frequéncia de células Treg circulantes em pacientes com a forma
indeterminada da doenga de Chagas, sendo um resultado oposto ao quadro de pacientes com a
doenca cardiaca (Vitelli-Avelar et al., 2005; Vitelli-Avelar et al., 2006; Sathler-Avelar et al.,
2009). Entretanto, nossos resultados anteriores com camundongos deficientes de SOCS2
demonstraram um aumento de células Treg o qual possivelmente estaria relacionado com
reducdo da resposta Thl encontrada nesses animais durante a infec¢ao por 7. cruzi (Esper et
al., 2012). De fato, foi demonstrado que SOCS2 influencia a estabilidade de celulas Treg

induzidas (iTregs), aquelas que sdo ativadas apds um processo inflamatério. Nesse estudo,
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Knosp e colaboradores demonstraram que celulas Treg naturais (nTregs) deficientes de
SOCS2 apresentam fenotipo normal em comparagdo com células do tipo selvagem. Porém,
frente a um estimulo, as iTregs , apesar de expressarem FoxP3 inicialmente de forma normal,
perdem a expressao desta molécula porque a deficiéncia de SOCS2 resulta na instabilidade da
expressdo de FoxP3, o que prejudica a a¢do dessas células no ambiente inflamatério (Knosp
etal., 2013).

Durante a infeccdo por 7. cruzi, além de DCs, os macrofagos sdo extremamente
importantes no controle da infeccdo, atuando como APCs e potentes produtores de citocinas
inflamatorias e mediares toxicos para os parasitos, como por exemplo o NO (Cardoni ef al.,
1990; Chandra et al., 2002). Outra fun¢do crucial dos macrofagos durante a infec¢do por 7.
cruzi ¢ a remogao de células apoptoticas prevenindo a liberagdo de substancias inflamatdrias
apos a morte celular. Entretanto, células apoptdticas induzem uma resposta anti-inflamatoria
ativa devido a secrecdo de citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-f. Durante a infecgao,
alguns patdgenos induzem a apoptose de macrofagos para evitar sua atividade microbicida.
Macrofagos apoptoticos, por outro lado, podem causar inflamagdo por secre¢do de citocinas
pro-inflamatodrias. Estudos sugerem que a apoptose possui um papel patogénico na infec¢ao
por T. cruzi e que manobras terapéuticas que previnam a apoptose poderiam promover
imunidade ao parasito. Nossos resultados preliminares demonstraram que a deficiéncia de
SOCS2 resulta no aumento de neutrofilos apoptdticos durante a imunidade inata frente a
infec¢do por 7. cruzi e de macrdfagos apoptoticos tanto durante a imunidade inata como no
inicio da imunidade adaptativa quando comparados aos WT. Em relag@o aos linfocitos, a falta
de SOCS2 resultou no aumento de apoptose nesse subtipo celular durante a resposta imune
adaptativa. A morte celular em um estdgio mais avangada, considera como necrose, foi
observada aumentada nos animais SOCS2 KO infectados principalmente em neutr6filos
durante a resposta imune inata e em linfocitos na resposta adaptativa quando comparado com
WT. Esses resultados sugerem que a reducdo de alguns subtipos de linfocitos T durante a
infeccdo por 7. cruzi em animais deficientes de SOCS2 podem estar associados também com
o aumento de apoptose dessas células. Realmente, o balango entre citocinas Thl e Th2 ¢
necessario para promover imunidade e reduzir danos no hospedeiro onde ocorre supressdo da
imunidade mediada por células T e aumento da apoptose de linfécitos, o que pode contribuir
para a persisténcia do parasito no hospedeiro. Durante sua diferenciacio terminal, células de
origem hematopoiética sofrem apoptose incluindo linfécitos T, B e neutrofilos, contribuindo
para a extingdo das respostas imunes. Nossos resultados in vitro os quais iniciamos na

tentativa de identificar as bases moleculares do aumento de apoptose observado nos animais
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SOCS2 KO, mostraram um aumento basal da expressdo de Caspase 3 total e da presenga de
Caspase 3 clivada em neutrdfilos deficientes de SOCS2. Esses dados preliminares sugerem
que SOCS2 em neutréfilos modula a expressdo de uma enzima “chave” na indugdo de

apoptose, a Caspase 3.
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Em conjunto, nossos resultados demonstrados até aqui sugerem que SOCS2 ¢ crucial
na modulagao das fun¢des de DCs durante a geragao e regulagao das respostas imunes inata e

adaptativa durante a infecgdo por 7. cruzi.
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