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RESUMO

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico Doenca de Chagas, ¢ um parasita
intracelular obrigatério em hospedeiros mamiferos. Para invadir a célula hospedeira, os
tripomastigotas estabelecem contatos adesivos com a célula alvo, estabelecendo
interagdes e deflagrando sinais que permitem a ativagdo de receptores de superficie.
Trabalhos classicos indicam que a indugio de [Ca*']; através da ativagdo de receptores
acoplados a proteinas G-regulatorias (GPCRs) promove a internalizagdo do parasita
devido a exocitose lisossomal. Por exemplo, tripomastigotas valem-se da cruzipaina
para processar cininogénios, liberando cininas. Apesar de serem sensiveis a degradagdo
por metalopeptidases, como a enzima conversora de angiotensina (ECA), as cininas
podem ativar células que expressam receptores de cininas (BKRs) constitutivos (B2R)
ou induzidos (B;R). Nesse trabalho, demonstramos que a ativagio de BKRs no
mecanismo de invasdo ¢ condicionado: (i) pela natureza da célula hospedeira (célula
endotelial ou musculo liso); (ii) pelo estado de ativagdo dessas células ndo-fagociticas.
Além da importancia de BKRs, evidenciamos a interdependéncia funcional entre
receptores de endotelina (ETaR ou ETbR) e receptores de tipo Toll-like (TLR2/4) e
receptores para anafilotoxina C5a (C5aR). Nossos resultados sugerem que a invasao de
células ndo-fagociticas pelos tripomastigotas requer a formacdo de plataformas de
sinalizacdo envolvendo o agrupamento de diferentes subconjuntos de GPCRs e TLRs,
possivelmente recrutados para as regides de interagdo entre o parasita e a célula
hospedeira. Além disso, existem evidéncias de uma contribuicdo diferencial desses
receptores nas etapas de entrada versus retencdo dos tripomastigotas na célula

hospedeira.
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ABSTRACT

The infection of non-phagocytic host cells by Trypanosoma cruzi
trypomastigotes is the final outcome of a complex communication process, forged by
intimate host-parasite adhesive interactions. Classical studies indicated that parasite-
induced lysosomal exocytosis, a [Ca*"]i-dependent response transduced by G-protein
coupled receptors (GPCR), promotes the endocytic internalization of the parasite.
Following the discovery that trypomastigotes proteolytically liberate short-lived kinin
peptides from kininogens, our group showed that activation of bradykinin receptors
(BKRs) potentiates host cell invasion. In the present study, we demonstrate that the
parasite ability to exploit the constitutive (B,) or inducible (B;) BKR for purposes of
invasion is conditioned (i) by the nature of the host cell (endothelial cell or smooth
muscle) (ii) by the state of activation of these non-phagocytic cells. Further highlighting
the complexity of the invasion mechanism, we now show evidence that this process
depends on the functional cooperation of other GPCRs (i.e., endothelin receptors ETaR
and ETbR and C5a anaphilotoxin receptors) and Toll-like receptors (TLR2/4). Our
results suggest that host cell invasion by trypomastigotes may depend on
recruitment/assembly of distinct sub-sets of host cell receptors in signaling platforms
presumably formed within the interaction regions formed by juxtaposed host/parasite
plasma membranes. Also, there are evidences of a differential contribution of these

receptors at the entry versus retention process of trypomastigotes in host cells.
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1. Introducio

1.1 - Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas afeta aproximadamente 20 milhdes de pessoas na América
Latina e ¢ causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).
Estimativas da Organizagdo Mundial de Satde indicam que mais de 16 milhdes de
pessoas encontra-se em areas endémicas da América do Sul e da América Central e 25%
da populagdo total esta em area de risco (WHO, 2006).

O T. cruzi é transmitido através das fezes de insetos hemipteros hematdfagos e
apresenta-se em trés formas evolutivas distintas: tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas. As formas infectivas (tripomastigotas) rapidamente entram na corrente
sanguinea, de onde irdo disseminar para multiplos tecidos. Apds infectar macrofagos,
musculos e outros varios tipos celulares, os tripomastigotas metaciclicos escapam
rapidamente do vacuolo parasitoforo para o citoplasma, onde se transformam em
amastigotas (estdgio replicativo) antes de se diferenciar em formas tripomastigotas.
Apos 5-6 dias a célula hospedeira rompe, liberando um grande ntmero de
tripomastigotas infectivos nos espacos intersticiais. Envolvendo multiplos o6rgaos, a
doenca aguda caracteriza-se por uma alta parasitemia, febre, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia. Casos fatais podem ocorrer quando o miocardio ou o sistema
nervoso central ¢ seriamente comprometido. Na maioria dos casos, a infec¢cao aguda ¢é
controlada quando a resposta imune adaptiva se consolida. Apds uma fase indetermida
caracterizada pela auséncia de sintomas clinicos, baixa parasitemia e sorologia positiva,
cerca de 30% a 40% dos pacientes infectados desenvolvem um comprometimento
cardiaco progressivo (cardiopatia cronica chagéasica). Uma fragdo desses apresenta

complicagdes no sistema digestivo causadas pela denervacdo da musculatura lisa do



esofago e do colon (megasindrome digestiva) (revisado por MARIN-NETO et al,
2007).

Fatores do hospedeiro, cepa do parasita, via de infeccdo e numero de parasitas
influenciam a sobrevivéncia e progressdo dos sintomas agudos para a doenga cronica
(revisado por MARIN-NETO et al., 2007). Andlises de autdpsias de coragdes de
pacientes chagésicos cronicos sintomaticos revelaram a presenca de um intenso
processo inflamatdrio, associado a baixa carga parasitaria (JONES ef al., 1993). Durante
muito tempo, essas evidéncias sugeriram a participagdo de autoimunidade na
patogénese da miocardite cronica (JONES et al., 1993). Entretanto, o emprego de
técnicas mais sensiveis como a reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) e
imunocitoquimica, evidenciou uma relacdo positiva entre a presenga de parasitismo
intracardiaco e a gravidade da cardite (JONES et al., 1993). Além disso, estudos em
camundongos cronicamente infectados mostraram uma relagdo direta entre a
persisténcia do parasita no miocardio e a severidade da Doenga, levando ao
desenvolvimento da cardiomiopatia cronica (ZHANG e TARLETON, 1999).

Ainda que com uma eficicia varidvel, algumas drogas sdo utilizadas no
tratamento da Doenga de Chagas, como ¢ o caso do benzinidazol e nifurtimol. Os dois
agentes mostraram-se efetivos na redu¢do da duracdo e da severidade da doenca na fase
aguda. Porém, essas drogas sdo tdxicas e causam diversos efeitos colaterais nos
pacientes, levando normalmente a interrup¢do do tratamento. Além disso, esses
medicamentos sdo administrados somente na fase aguda, a qual ¢ dificilmente detectada
em areas endémicas (WHO, 20006).

Tal como ocorre em humanos, a patologia observada em camundongos
infectados com 7. cruzi ¢ variavel, sendo influenciado pela cepa do parasita e pelo

gendtipo do hospedeiro e do 7. cruzi. Diferengas de viruléncia e patogenicidade entre



cepas de 7. cruzi tem sido atribuidas a diversidade genética intraespecifica (revisado por
MACEDO e PENA, 1998; TIBAYRENC, 2003).

O T. cruzi ¢ dividido em dois grupos ou linhagens filogenéticas, denominadas 7.
cruzil e T. cruzi I1 (MACEDO e PENA, 1998; SOUTO et al., 1996; ZINGALES et al.,
1999) embora existam subdivisdes dentro desses grupos (MACHADO e AYALA, 2001;
KAWASHITA et al., 2001). A diversidade entre os parasitas isolados foi observada,
inicialmente, baseado em dados bioquimicos, ecoldgicos e epidemidlogicos (MILES et
al., 1978). Mais recentemente, varios marcadores moleculares foram identificados
permitindo a separacdo de duas grandes linhagens e maior acuracia na discriminagao
dos isolados. Esses marcadores moleculares incluem o gene 24Sa rDNA e a sua
sequéncia promotora (SOUTO et al., 1996; NUNES et al., 1997), a regido intergénica
de genes repetidos em tandem de mini-exon (SOUTO et al., 1996) e microssatélites de
DNA (OLIVEIRA et al., 1998). As cepas T. cruzi 1 e T. cruzi 1l circulam em ambientes
ecologicamente distintos; enquanto o 7. cruzi 1 participa do ciclo de transmissao
silvestre, o 7. cruzi Il predomina no ciclo de transmissdo doméstico da Doenga de
Chagas, sendo responsaveis por infeccdes com parasitemia potente em areas endémicas
(BRIONES et al., 1999; ZINGALES et al., 1999). Cabe mencionar que alguns isolados
de parasitas possuem caracteriticas genéticas hibridas (SOUTO et al., 1996, STOLF et
al., 2003; FREITAS et al., 2006). De fato, uma terceira linhagem foi recentemente
caracterizada, sua origem sendo tentativamente atribuida a cruzamentos entre formas

sexuadas de T. cruzi (FREITAS et al., 2005; FREITAS et al., 2006)

1.2 — Mecanismos de Invasdo de Células Nao-Fagociticas pelo 7. cruzi

Apds mais de duas décadas de estudos sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na infeccdo de células mamiferas, tornou-se evidente que existem

importantes diferengas entre tripomastigotas metaciclicos (MT) e tripomastigotas



derivados de células mamiferas infectadas (TCT). Apesar dessas distingdes, 0 processo
de invasdo pode ser esquematicamente separado em duas etapas distintas: adesdo e
sinalizacdo. O processo de adesdo ¢ mediado por moléculas de superficie cuja expressao
¢ rigorosamente controlada durante a morfogénese do 7. cruzi. Entre as moléculas de
adesdo melhor caracterizadas, destacam-se os membros da superfamilia das trans-
sialidase/sialidase (TS) (ALVES et al., 1986; SCHENCKMAN et al., 1991;
CAMPETELLA et al., 1992; CROSS e TAKLE, 1993). As TS sdo glicoproteinas cuja
expressdo ¢ variavel ao longo do ciclo de vida do parasita, sendo mais abundantes na
superficie das TCT do que em MT (PEREIRA-CHIOCOLA et al., 2000). Apesar de
altamente heterogéneas, as diferentes TS parecem desempenhar func¢des similares
durante a invasao.

Estudos comparativos entre MT e TCT revelaram diferencas importantes quanto
a composicdo de moléculas de adesdo celular (RAMIREZ et al., 1993; RUIZ et al.,
1993;1998; SCHENKMAN et al., 1993). Os estudos com MT revelam marcantes
diferencas fenotipicas entre cepas de 7. cruzi (revisado por YOSHIDA, 2006).
Metaciclicos altamente invasivos (cepa CL) expressam a glicoproteina gp82, enquanto
que metaciclicos pouco infectivos (cepa G) expressam altos niveis de gp90 e gp35/50
(revisado por YOSHIDA, 2006). As glicoproteinas de superficie do 7. cruzi, gp90 e
gp82, pertencem ao grupo II da superfamilia multigénica trans sialidase (familia
gp85/TS) (Do CARMO et al., 2002). Enquanto que as gp35/50 sdo glicoproteinas do
tipo mucina e constituem outro grupo de moléculas implicadas na invasdo da célula
hospedeira (MORTARA et al., 1992; SCHENKMAN et al., 1993).

A adesdo do parasita a superficie da célula hospedeira por si s6 ndo garante o seu
acesso ao meio intracelular: o sucesso dessa empreitada requer a ativagdo de vias de

sinalizacdo especifica. Ensaios com a cepa CL revelaram que a proteina gp82 promove



a entrada do metaciclico nas células hospedeiras mediante ativagdo de cascatas de
sinalizacdo dependentes da ativagdo de proteinas tirosina cinases, fosfolipase C e IP;,
levando a mobilizagdo de calcio (possivelmente de reticulo endoplasmético) tanto na
célula hospedeira quanto no parasita (RUIZ et al., 1998; YOSHIDA et al., 2000). Vale
mencionar que a glicoproteina gp82 liga-se as mucinas de células do tecido gastrico,
promovendo a invasdo do metaciclico no epitélio da mucosa gastrica (NEIRA et al.,
2003). Mais recentemente, foi demonstrado que a gp82 ¢ capaz de promover a
despolimerizagdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira, de maneira
dependente de calcio, resultando no aumento da invasdo da célula pelo metaciclico da
cepa CL (CORTEZ et al., 2006). O envolvimento da gp35/50 foi recentemente
investigado. Observou-se que essa glicoproteina ¢ expressa tanto em MT quanto em
epimastigotas. Assim como a gp82, que se liga a célula hospedeira, a gp35/50 promove
a entrada do MT na célula induzindo aumento transitorio de calcio intracelular tanto nos
MT como na célula hospedeira (RUIZ et al., 1998; YOSHIDA et al., 2000). Finalmente,
estudos sobre a fungdo da gp90 indicam que essa glicoproteina modula negativamente a
immvasdo de MT (MALAGA e YOSHIDA, 2001, revisado por YOSHIDA, 2006).
Curiosamente, a gp90 ¢ incapaz de induzir o aumento transitorio de calcio intracelular
na célula mamifera ou no parasita (RUIZ et al,1998). E importante ressaltar que as
glicoproteinas acima referidas ndo estdo presentes em TCT, fato que sugere que devam
executar fungdes exclusivamente relacionadas com o estabelecimento da infecg¢do pelas
formas infectivas presentes no vetor triatomineo.

Conforme j& mencionado, estudos sobre a interacdo de TCT com células ndo-
fagociticas sugeriram que a trans-sialilagdo ¢ importante para a aderéncia do parasito as
células hospedeiras (PREVIATO et al., 1985; SCHENKMAN et al., 1991;

SCHENKMAN e EICHINGER, 1993). Trabalhos subseqiientes mostraram que TS



recombinantes possuem outros dominios de adesdo celular (ALVES et al., 1986; MING
et al., 1993; GIORDANO et al., 1994; DIAS et al., 2008).

Algumas das moléculas de adesdo do 7. cruzi sio membros de uma familia
multigénica que inclui a trans-sialidase/sialidase, (ALVES et al, 1986;
SCHENCKMAN et al., 1991; CAMPETELLA et al., 1992; CROSS e TAKLE, 1993),
que ligam-se a residuos de galactose, acido sialico, heparan sulfato e heparina na
superficie da célula hospedeira (ARAYA et al, 1994). As TS sdo proteinas que
apresentam uma expressao variavel ao longo do ciclo de vida do parasita, sendo mais
abundantes na superficie das formas infectivas (tripomastigotas) (PEREIRA-
CHIOCOLA et al., 2000), estando implicadas no reconhecimento e invasdo da célula
hospedeira (revisado por YOSHIDA, 2006). Apesar de altamente heterogéneas, as
diferentes TS podem apresentar fungdes similares durante a invasdo. No entanto, a
adesdo do parasita a superficie da célula hospedeira ndo garante o seu acesso ao meio
intracelular. A invasdo requer a ativagdo de vias de sinalizagdo especificas (MING, et
al., 1995; BURLEIGH e ANDREWS, 1995a).

Estudos dos membros da familia TS/gp85, revelaram a existéncia de uma
seqiiéncia do tipo fibronectina (OUAISSI et al., 1986), um dominio de ligacdo a
laminina (GIORDANO et al., 1994), ¢ mais recentemente, um dominio carboxi-
terminal capaz de se ligar especificamente a citoqueratina 18 (MAGDESIAN et al.,
2001), sendo todos esses dominios importantes para invasdo da célula hospedeira.

Apesar dos MT possuirem muito menos atividade TS (CHAVES et al., 1993),
isso ndo parece prejudicar a sua capacidade de invadir células. Os MT entram na célula
hospedeira e apos o primeiro ciclo da invasdo celular geram tripomastigotas sanguineos.
No entanto, os MT ndo sdo alvo da resposta adaptativa imune do hospedeiro, enquanto

o TCT tem que subverter essa resposta para sobreviver. Entdo, além dos fatores de



viruléncia j& associados com a TS, acredita-se que as grandes quantidades de TS
produzidas pelos TCT permitem que eles possam escapar do vacuolo parasitoforo e se
diferenciar mais rapidamente, facilitando sua sobrevivéncia intracelular no hospedeiro
(RUBIN-DE-CELIS et al., 2006).

Além dos mecanismos envolvidos na ligacao parasita-hospedeiro, sabe-se que os
eventos de transdugio de sinal que acarretam na liberagio de [Ca™*]; para o citosol da
célula hospedeira, estdo envolvidos no desencadeamento do processo de internalizacio
(MORENO et al, 1994; YAKUBU et al, 1994, TARDIEUX et al, 1994;

RODRIGUEZ et al., 1995; DORTA et al., 1995; WILKOWSKY et al., 1996).

1.3 - Sinais de ativacio celular envolvidos na internalizacao de TCT

A invasdo de células fagociticas (macrofagos) por tripomastigotas ocorre tanto
por um processo ativo (entrada provocada pelos tripomastigota) quanto por um processo
passivo (fagocitose) (MEIRELLES et al.,1982; VIEIRA et al, 1994; revisado por
CARVALHO et al., 1999). Ja a invasao de células ndo-fagociticas ocorre apenas por um
processo ativo (TARDIEUX et al., 1992).

Dados da literatura demontram que o desmantelamento do citoesqueleto de
actina resulta em aumento na entrada dos TCT da cepa Y em células ndo-fagociticas,
pela via mediada pela membrana plasmatica, com vactolos lamp-1 negativos
(WOOLSEY e BURLEIGH, 2004; ANDRADE ¢ ANDREWS, 2004). Apesar disso, a
despolimerizacdo dos filamentos de actina proporciona também um aumento na saida
desses parasitas da célula, dimuindo a retencio (ANDRADE e ANDREWS, 2004).
Outros relatos sugerem que os TCT da cepa Dm28c necessitam do citoesqueleto de
actina para a invasdo de células de musculo liso humano (HSMCs), e que o tratamento
com drogas que levam a sua despolimerizagdo prejudicam tanto a entrada como a

retengdo do parasita na célula hospedeira (SANTOS ef al., em preparacdo). Esses dados



sdo corroborados por um trabalho recente de FERREIRA e cols. que demonstram que
os tripomastigotas metaciclicos das cepas G e CL possuem necessidades distintas do
citoesqueleto de actina para a invasdo. Enquanto a cepa CL, do mesmo subgrupo do
isolado Y, ¢ capaz de induzir a despolimerizacdo de F-actina para invadir a célula, a
cepa G, do mesmo grupo do isolado Dm28c, que necessita de filamentos de actina
integros para entrar em células HeLa (FERREIRA et al., 2006). Ao mesmo tempo, a
sinalizacdo para a modulacdo da F-actina na invasdo das duas cepas de parasita foi
atribuida a glicoproteinas de superficie gp82 e gp35/50 respectivamente (FERREIRA et
al., 2006). Podemos sugerir que a dependéncia ou ndo do citoesqueleto de actina seja
particular para cada subgrupo do 7. cruzi, onde o grupo II, contendo as cepas Y e CL,
necessita do desmantelamento da F-actina, enquanto o grupo I, contendo os isolados
Dm28c e G, necessita desse citoesqueleto integro. Esse modelo de invasdo utilizado
pelos TCT Dm28c e G ¢ similar ao observado por entero-bactérias patogénicas
intracelulares, como Listeria, Yersinia, Shigella e Salmonella, que promovem o
rearranjo dos filamentos de actina no local de invasdo abaixo da membrana plasmatica
(COSSART et al., 2004), um mecanismo que se assemelha a endocitose.

Ainda que o disparo de cascatas de ativacdo intracelular tanto na célula alvo
quanto no parasita (MORENO et al., 1994) possa ser decorrente de interacdes entre
moléculas de adesdo dos TCT com seus receptores expressos na superficie da célula

alvo, diversos artigos destacam a importincia da liberagio de [Ca™];

no
desencadeamento do processo de internalizagdo (MORENO et al., 1994; YAKUBU et
al., 1994; TARDIEUX et al., 1994; RODRIGUEZ et al., 1995; DORTA et al., 1995;
WILKOWSKY et al., 1996).

Ao longo de vérios anos diversos grupos tém investigado os mecanismos

moleculares ativados pelos tripomastigotas ao interagir com a célula hospedeira, com o



objetivo de caracterizar moléculas do parasita envolvidas no processo, bem como a
sinalizagdo intracelular induzida por esses parasitas para invadirem as cé¢lulas. Como
por exemplo, (i) ativagdo do receptor de TGF-f3; (ii) uma via de invasdo dependente da
serino-protease oligopeptidase B; (iii) via mediada pela cruzipaina; (iv) via com
participagdo da gp82 e sinalizagdo de calcio bi-direcional; (v) TS estimulando
sinalizagdo via PI3K, com ativacdo de AKT; (vi) ativagdo de adenilato ciclase, ¢
aumento dos niveis de AMPc intracelular (BURLEIGH e WOOLSEY, 2002)

Durante o processo de invasdo, os tripomastigotas elicitam uma resposta de
elevacdo de transientes de célcio intracelular assincronica e repetitiva nas células de
mamiferos (MORENO et al., 1994; TARDIEUX et al., 1994; CALER et al., 2000;
SCHARFSTEIN et al., 2000; YOSHIDA et al., 2000). Essas mudangas nos niveis
intracelulares de calcio regulam a invasdo do parasita promovendo rearranjos dos
microfilamentos de actina (RODRIGUEZ et al., 1995) e fusdo da membrana plasmatica
com os lisossomos (RODRIGUEZ et al., 1997). Os sinais de transientes de [Ca™*]; sdo
gerados de forma lenta, sendo observados apds 1 ou 2 minutos de contato com os
tripomastigotas (MORENO et al., 1994), sugerindo que a proximidade com a célula
hospedeira seja um pré-requisito para a inducdo da sinalizacdo de célcio intracelular
(CALER et al., 2000; SCHARFSTEIN et al., 2000). Estudos posteriores demonstraram
também que o aumento dos niveis de AMPc na célula hospedeira potencializam a
mobilizacdo de calcio intracelular e a exocitose de lisossomos (RODRIGUEZ et al.,
1999). Foi observado ainda que os tripomastigotas sdo capazes de ativar a enzima
adenilato ciclase da célula hospedeira, levando a um aumento nos niveis de AMPc na

célula, potencializando a sua invasdo (RODRIGUEZ et al., 1999).



1.3.1 — Participacio de cinases na invasao celular

O papel da PI3K como regulador da invasdo do 7. cruzi foi demonstrado quando
se observou que moléculas de fosfoinositol-3-fosfatos (PIP3) acumulam rapidamente na
célula hospedeira em resposta a infec¢ao pelos tripomastigotas, € que a inibi¢do da PI3K
bloqueia a entrada do parasita em células fagociticas e nao-fagociticas (TODOROV et
al., 2000; WILKOWSKY et al., 2001). Estudos utilizando proteinas AKT em quimera
com GFP revelaram o enriquecimento dessas proteinas na membrana do vactolo
formado pela internaliza¢do dos parasitas, juntamente com o rapido acimulo de PIP3 na
membrana celular (WOOLSEY et al, 2003). Observou-se ainda que a AKT translocada
para a membrana ndo co-localiza com os lisossomos durante o processo de invasdo
(WOOLSEY et al., 2003), sugerindo a existéncia de dois mecanismos independentes de
entrada utilizados pelos parasitas. Os dados ainda sugerem que a PI3K ¢ importante na
regulacdo da invasdo dos parasitas tanto na via de entrada dependente de lisossomos
quanto da via independente de lissosomos, provavelmente comprometendo a
internalizacdo dos tripomastigotas, mas nao tendo impacto na capacidade dos
tripomastigotas de se associarem aos lisossomos em eventos tardios, apds sua entrada na
célula. Além disso, acredita-se que uma terceira via de entrada possa existir, na qual
ocorreria a associacdo de endossomas iniciais EEA-1 positivos com o vacuolo
parasitoforo, associando-se, tardiamente, aos lissosomos da célula (WOOLSEY et al.,
2003).

Estudos posteriores revelaram que a fusdo dos lissosomos com o vacuolo
parasitoforo ¢ uma etapa essencial para o estabelecimento da infec¢do produtiva pelos
tripomastigotas (ANDRADE e ANDREWS, 2004). Além disso, observou-se que o
tratamento prévio das células com citocalasina D promove a despolimerizagdo do

citoesqueleto de actina, favorecendo a entrada dos tripomastigotas pela via
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independente da fusdo de lisossomos com a membrana da célula hospedeira
(WOOLSEY e BURLEIGH, 2004; ANDRADE e ANDREWS, 2004) (Esquema 1).
Observou-se ainda, que a entrada dos parasitas em células pré-tratadas com inibidores
da PI3K ocorre através de invaginagdes da membrana plasmatica, porém esses parasitas
saiam da célula hospedeira momentos apos a invasao (WOOLSEY e BURLEIGH,
2004). Vale ressaltar que a fusdo gradual dos lisossomos com o vactiolo parasitéforo
impede o escape do parasita da célula hospedeira nessas condicdes (ANDRADE e
ANDREWS, 2004). No entanto, o comprometimento do citoesqueleto de actina da
célula hospedeira ndo permite que os parasitas internalizados fiquem retidos na célula
hospdeira, permitindo que os parasitas escapem (ANDRADE e ANDREWS, 2004).
Esse conjunto de dados indica que a invasdo celular pelos tripomastigotas de 7.
cruzi ocorre em duas etapas, entrada e retengdo, sendo a primeira mediada por
diferentes mecanismos engajados pelos parasitas, enquanto a retengdo dos
tripomastigotas na célula requer a fusdo do vacuolo parasitoforo com os lisossomos da

célula hospedeira (WOOLSEY e BURLEIGH, 2004).
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Esquema 1: Modelo de invasao do 7. cruzi: o modelo mostra duas vias alternativas de entrada
em células ndo-fagociticas. Os tripomastigotas interagem com a superficie da célula hospedeira
e ativam vias de sinalizagdo que levam a uma despolimerizagdo transiente dos filamentos de
actina. A via dependente de lisosomos ¢ iniciada pela exocitose dos lisossomos para a
membrana plasmatica (MP), regulada por transientes de calcio que resultam na entrada de 20%
dos tripomastigotas. Na via independente dos lisossomos, os parasitas entram através de
invaginacdes da MP que acumulam PIP3, maior produto da ativacdo de PI3K. Como resultado,
50% dos parasitas internalizados estdo em vacuolos ricos em marcadores da MP e menos de
20% em endossomas iniciais (EEA1) apdos 10 minutos de infec¢do. A despolimerizagio
prolongada dos filamentos de actina leva a saida dos parasitas internalizados pela invaginagdo
da MP. Independente da via de entrada do parasita, todos sdo direcionados e terminam se
fusionando aos lisossomos (WOOLSEY e BURLEIGH, 2004).

A participag¢do de proteases no mecanismo de geragdo de peptideos controlados
por [Ca™?]; foi proposta com base em duas linhas de investigagdo: (i) dependente de uma
serino-protease oligopeptidase B (BURLEIGH e ANDREWS, 1995b; BURLEIGH et
al., 1997; CALER et al., 1998); (ii) dependente da cruzipaina, capaz de liberar a
bradicinina a partir de moléculas de cininogénios adsorvidas na matriz extracelular e/ou

superficie de células ativando B,R (SCHARFSTEIN et al., 2000).
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1.3.2 — Sinaliza¢ao celular mediada pela oligopeptidase B

O primeiro exemplo de sinalizagdo de calcio em 7. cruzi mediado por proteases
foi relatado em estudos com a serino-protease oligopetidase B em tripomastigotas da
cepa Y (BURLEIGH e ANDREWS, 1995), tendo como premissa a geracdo de
peptideos capazes de sinalizar a célula hospedeira através de um receptor acoplado a
proteina G (GPCR). A ativagdo celular mediada pela fosfolipase C induz a geragdo de
inositol 3-fosfato (IP;), promovendo a mobilizagdo de célcio de estoques sensiveis ao
tratamento com tapsigargina (RODRIGUEZ et al., 1995). Apesar de ter sido proposto
que essa atividade sinalizadora de [Ca™*]; esta associada & atividade da oligopeptidase B
do parasita, os autores observam que nem a enzima purificada do parasita ou sua forma
recombinante eram capazes de gerar diretamente transientes de célcio na célula
mamifera (BURLEIGH et al., 1997). Uma vez que a oligopeptidase B ¢ uma enzima
citoplasmatica, foi sugerido que essa enzima atuaria processando um peptideo no
citoplasma do parasita, gerando um agonista que seria secretado para o meio
extracelular, promovendo entdo a sinalizacdo da célula hospedeira (BURLEIGH et al.,
1997). Estudos posteriores utilizando tripomastigotas deficientes no gene da
oligopeptidase B corroboram a importancia dessa enzima no processo de invasdo
(CALER et al., 1998). Foi observado que esses parasitas mutantes tornaram-se
incapazes de invadir eficientemente células mamiferas in vivo e in vitro. Além disso, a
invasdo residual desses parasitas demonstrou-se insensivel ao pré-tratamento das células
com tapsigargina e toxina pertussis, indicando que a oligopeptidase B estaria
participando de uma via de sinalizacdo de célcio mediada por GPCRs (sensivel a toxina
PTx)/ Ca™-IP; (CALER et al, 1998; 2000). Entretanto, foi observado que esses
parasitas mutantes mantiveram a capacidade de promover o aumento nos niveis de

AMPc na célula hospedeira. Esses dados sugerem a existéncia de duas vias
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independentes de invasdo celular pelo tripomastigota de cultura (TCT) Y: a primeira
mediada pela oligopeptidase B com aumento dos niveis de cdlcio, € uma segunda via
independente da participagcdo da oligopeptidase B (insensiveis a toxina PTx) e com
aumento nos niveis de AMPc (CALER et al., 2000).

Os GPCRs constituem a maior familia de proteinas de superficie celular
envolvidos na sinalizacdo através da membrana plasmatica. Todos os GPCRs sdo
proteinas com sete passagens pela membrana (revisado por FILIPEK et al., 2003) e
podem ser agupados em seis classes baseado na homologia de sequéncia e similaridade
funcional: Classe A (familia do tipo rodpsina); classe B (receptor da familia da
secretina); classe C (receptor metabotropico); Classe D (receptor de ferormonio); classe
E (receptores de AMPc) e Classe F (Frizzled/Smoothened) (PIERCE et al., 2002;
LEFKOWITZ, 2004) . A superfamilia dos GPCRs compreende aproximadamnete 950
genes no genoma humano, incluindo aproximadamnete 500 GPCRs sensorais
(TAKEDA et al., 2002; MIRZADEGAN et al., 2003; FREDRIKSSON et al., 2005) e
modulam vérios processos fisiologicos. Mutagdes nos genes que codificam esses
receptores tém sido implicadas em muitas doencas (DOGGRELL, 2004; BJENNING et
al., 2004; DAHL et al., 2005).

Existem evidéncias que sugerem que os GPCRs funcionam como dimeros e essa
dimerizacdo pode ocorrer entre GPCRs de uma mesma familia ou entre familias
distintas. Essa dimerizacdo mostra efeitos sobre a interacdo com o ligante, ativagdo do
receptor, desensibilizacdo e trafego, assim como na sinalizagdo do receptor (revisado
por RIOS et al., 2001; revisado por ANGERS et al., 2002; revisado por BOUVIER,
2001; revisado por DEVI, 2001; revisado por MILLIGAN, 2001; revisado por

GEORGE et al., 2002).
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1.3.3 — Envolvimento da cruzipaina nos mecanismos de invasao celular

Historicamente, os estudos sobre o papel da cruzipaina no mecanismo de
invasdo foram precedidos por estudos realizados por Murta e cols. que identificaram um
antigeno de 7. cruzi, gp57/51, denominada cruzipaina, cuja expressdo ¢ finamente
regulada durante a morfogénese do 7. cruzi (MURTA et al., 1990; BONALDO et al.,
1991). Essa enzima pertence a familia das cisteino proteases do tipo papaina pertencente
ao cla da familia C1, (RAWLINGS et al., 1994). A cruzipaina ¢ membro de uma familia
multigénica polimorfica, sendo codificada por um grande nimero de genes (LI5)
arranjados em sequéncia no genoma do parasita (CAMPTELLA et al., 1992). A
cruzipaina possui uma longa extensdo C terminal com fun¢do desconhecida, que esta
ausente nas catepsinas lisossomais de mamiferos (ASLUND et al., 1991). E sintetizada
na forma de zimogénio e sofre modificacdes pos-traducionais e processamento
proteolitico antes de chegar aos lisossomos (MURTA et al., 1990).

Utilizando inibidores irreversiveis de cisteino proteases, Meirelles e cols.
sugeriram que a atividade enzimatica da cruzipaina era necessaria para a invasdo da
célula hospedeira e desenvolvimento intracelular (MEIRELLES et al., 1992). Trabalhos
de caracterizagdo cinética e bioquimica revelaram que a cruzipaina possui
especificidade de substrato similar a catepsina B e L (CAZZULO et al., 1990; LIMA et
al., 1992) de mamiferos. A clonagem, expressdao e a resolucdo da estrutura cristal da
cruzaina possibilitou o desenvolvimento de inibidores mais potentes e mais seltivos. A
modificagdo quimica de inibidores sintéticos di-peptidicos, previamente testados
(fluoromethylcetonas), viabilizou a sintese de compostos com maior afinidade pela
cruzipaina, maior estabilidade e menos efeitos toxicos (vinilsulfonas). A administragcdo
desses inibidores em doses terapéuticas foi capaz de resgatar camundongos de infecg¢des

letais agudas e reduzir a parasitemia em duas unidades logaritmicas (ENGEL et al.,
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1998). Em conjunto, esses dados validaram a cruzipdina como alvo para o
desenvolvimento de drogas (McGRATH et al., 1995; GILLMOR et al., 1997).

A participa¢do da cruzipaina no mecanismo de invasdo da célula hospedeira foi
relacionada com a sua capacidade de gerar cininas (SCHARFSTEIN et al., 2000).
Utilizando células endoteliais de veia de cordao umbilical humano (HUVECsS) e células
de ovério de hamster transfectadas com o receptor B, de bradicinina (CHO-B,R),
Scharfstein e cols. demonstraram que a presenca do inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA) potencializa a entrada dos TCT nessas células, sem alterar a
invasdo de CHO-mock. Reafirmando a importincia da geracdo de cininas nesse
processo, os autores demonstraram que a presenca do antagonista de B,R e anticorpos
monoclonais anti-HK/BK bloquearam esses efeitos, sugerindo que o cininogénio
adsorvido na superficie das células serve de substrato para a cruzipaina, liberando as
cininas. A incuba¢do de células CHO-B,R com cruzipaina purificada promove a
geragio de transientes intracelulares de [Ca*"], sendo essas respostas bloqueadas pela
adicdo de HOE-140, antagonista especifico do receptor B,R, ou E-64, inibidor
reversivel de cisteino-proteases do tipo papaina. Além disso, o pré-tratamento dessas
células com bradicinina resultava em aumento da invasdo pelos TCT, processo esse
bloqueado pelo tratamento com inibidores sintéticos para cruzipaina permedveis a
membrana (SCHARFSTEIN et al, 2000). Também foi demonstrado que o MGTA,
inibidor da enzima cininase I, diminui seletivamente a infectividade dos TCT em células
que expressam B;R e que a adigdo de antagonistas de B;R e B,R em células que
coexpressam esses receptores inibe a infectividade do parasita nos mesmos niveis
(TODOROV et al., 2003). Como a aplicagdo combinada de ambos os antagonistas ndo
teve efeito aditivo, tanto em cardiomidcitos como em HUVECs, sugerimos que BiR e

B,R operam interdependentemente na internalizagdo do parasita (TODOROV et al.,
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2003). Além disso, observou-se que a liberacdo de cininas a partir de moléculas de
cininogénio do hospedeiro através da acdo da cruzipaina ¢, significativamente,
aumentada na presenga de concentragdes 6timas de heparan sulfato (LIMA et al., 2002).
Esses conjuntos de dados indicam que a cruzipaina processa cininogénios estabilizados
na superficie celular através de interacdes com proteoglicanos sulfatados, heparan
sulfato (LIMA et al., 2002). As cininas, uma vez liberadas pela cruzipaina, estimulam
receptores B,, induzindo um aumento da taxa de invasdo do parasita (SCHARFSTEIN
et al., 2000; TODOROV et al., 2003). Cabe frisar, no entanto, que existem niveis
residuais de infecgdo nas culturas (CHO-B,R, HUVECs, cardiomi6citos) mantidas na
presenca de HOE-140 (antagonista de B,R) (SCHARFSTEIN et al., 2000) ou mesmo na
presenca do antagonista de B;R (TODOROV et al., 2003), indicando que a invasdo ndo
dependende exclusivamente da sinalizagdo mediada por B;R/ B,R.

Estudos de invasdo in vitro de células de musculo liso humano (estado de
repouso) por TCT Dm28c revelaram uma correlacdo entre os niveis de cruzipaina
secretada e a taxa de invasio (APARICIO et al, 2004). Nesse trabalho, foi
demonstradao que TCT da cepa G (cepa de baixa infectividade) apresentava niveis
reduzidos de cruzipaina ativa em comparacdo a cepa Dm28c. Entretanto, o produto de
secrecao (meio condicionado) do TCT cepa Dm28c, rico em cruzipaina, resgatou a
infectividade da cepa G, sendo essa invasdo abolida na presenga do E-64 (inibidor
irreversivel de CP do tipo papaina), sugerindo que a cruzipaina secretada pelo parasita
promove a invasao desse tipo celular. Vale mencionar que a invasdo dessas células nio
foi inibida por antagonistas de receptores de cinina, demonstrando que a cruzipaina
participa de multiplos mecanismos distintos de invasdo. O tratamento dos parasitas com

o inibidor de cisteino proteases N-Pip-F-Hf-VSPh (VS@), mais seletivo para
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cruzipainas, inibe a invasdo de HSMCs pelos tripomastigotas das cepas Dm28c, X10/6,
mas nio da cepa G (APARICIO et al., 2004).

Mais recentemente, um potente inibidor de cisteino-protease (CP), denominado
chagasina, foi identificado no 7. cruzi (MONTEIRO ef al., 2001). Localizada na bolsa
flagelar e vesiculas citoplasmaticas dos TCT, a chagasina tem sua expressdo
inversamente correlacionada com a cruzipaina durante a metaciclogénese (MONTEIRO
et al., 2001). Esse inibidor interage com a cruzipaina formando complexos de alta
afinidade e regulando a atividade da enzima. Experimentos utilizando parasitas que
super-expressam a chagasina (pChag) como modelo indicam que o aumento da
expressdao de chagasina interfere no trafego celular e na maturagdo da pro-cruzipaina,
provocando um aumento da secre¢do desses precursores para a bolsa flagelar. A
superexpressao da chagasina na forma tripomastigota reduz sua infectividade devido a
diminui¢do da ativagdo da rota de invasdo dependente de cruzipaina. Utilizando células
de musculo liso humano como modelo, demonstrou-se que a invasdo dependente da
atividade da cruzipaina envolve ativagcdo (i) de receptores acoplados a proteina G
sensiveis a toxina pertussis, (ii) da proteina cinase CO, (iii) de aumento nos niveis de
AMPc, (iv) modulag¢do negativa pela PI3K. Em conjunto, esses estudos sugerem que a
chagasina regula a atividade da cruzipaina durante a morfogénese do 7. cruzi. Com base
nesses estudos, foi proposto que alteracdes na relagdo molar enzima:inibidor, modula
fungdes proteoliticas e tem impacto na diferencia¢do e invasdo do parasita em células

mamiferas (SANTOS et al., 2005; 2006).

1.3.4 — Mecanismos de invasio dependentes de TGF-3

Estudos com a cepa Silvio X10 e Tulahuén em células epiteliais demonstram
que a transdugdo de sinal via receptores de TGF-[3 facilitam a invasdo pelo T. cruzi

(MING et al., 1995; HALL e PEREIRA, 2000). Foi observado que os tripomastigotas
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eram incapazes de invadir células deficientes no receptor para TGF-B, ¢ que a
susceptibilidade a infecgdo era restaurada quando o receptor era re-expresso na célula
mamifera (MING et al, 1995). Sabe-se que o TGF-f exerce um papel
imunomodulatdrio importante na infec¢do aguda e cronica da Doenga de Chagas, sendo
detectados em altos niveis em lesdes cardiacas (ZHANG e TARLETON, 1996), sendo
assim, a capacidade do TGF-f3 em regular a invasdo do parasita pode ter importantes
conseqiiéncias para a patogénese da Doenca de Chagas.

Dados recentes demonstram a capacidade do 7. cruzi em ativar diretamente o
TGF-$3 latente, sendo essa ativacdo requerida para a entrada do parasita na célula
hospedeira (cardiomidcitos) e na modulacdo da infeccdo do 7. cruzi. A ativagdao do
TGF-P latente foi observada mesmo em baixas densidades de parasitas, sugerindo que
essa ativagdo ocorre em condi¢des fisiologicamente relevantes. Tanto a cepa Y como a
Dm28 sdo capazes de ativar o TGF-B latente demonstrando uma caracteristica
conservada entre linhagens distintas (revisado por DEVERA et al., 2003). Como as
formas amastigotas e tripomastigotas sdo capazes de ativar o TGF-[3 latente, os autores
sugerem que haja a necessidade do TGF-B ativo na diferenciagdo das formas
amastigotas em tripomastigotas no final da fase intracelular do ciclo de vida do parasita,
sugerindo que o rompimento das células infectadas resulte na liberagdo do parasita
simultaneamente com a forma ativa do TGF-3 no microambiente, facilitando entdo a

invasao das células vizinhas (WAGHABI et al., 2005).

1.4 - Sistema Calicreina-Cininas

As cininas pertencem a um grupo de peptideos de 9-11 aminoacidos
estruturalmente relacionados com o nonapeptideo bradicinina (BK), e que incluem a

lisil-BK (calidina), e seus metabolitos ativos, des-Arg’-cininas. Conforme ilustra o
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esquema 2, a BK e a calidina sdo geradas através da clivagem, proteolitica de seus
respectivos precursores, o cininogénio de alto peso molecular (HK) e o cininogénio de
baixo peso molecular (LK), devido a acdo de calicreinas plasmaticas e tissulares
respectivamente (revisado por COUTURE et al., 2001). No contexto de infeccdes,
proteases de origem lisossomal, como a cruzipaina, também sdo capazes de processar o

cininogénio liberando cininas (DEL NERY et al., 1997; SCHARFSTEIN et al., 2000).

Existem duas formas de cininogénio no plasma humano e na maioria das
espécies de mamiferos. O cininogénio de alto peso molecular (HK) ¢ formado por uma
cadeia de 80-115 kDa, dependendo da espécie de origem, enquanto que o cininogénio
de baixo peso molecular (LK) possui peso molecular de 50-68 kDa. As diferentes
formas de cininogénio possuem a mesma estrutura basica: na por¢do amino-terminal
uma cadeia pesada de 50-60 kDa ligada a por¢do carboxi-terminal da cadeia leve de
comprimento varidvel dependendo do segmento cinina. A cadeia leve permite distinguir
entre 0 HK e LK. O HK tem uma tnica e grande cadeia leve de 48-58 kDa comparada
com a cadeia leve do LK de apenas 4-5 kDa. O sitio primario da biosintese de
cininogénio ¢ o figado, com menor expressdo em outros tecidos. A cadeia pesada do LK

e HK consiste de trés dominios (revisado por BLAIS et al., 2000).

Lisil-bradicinina / calidina

NH,;

Lys-Arg!-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe- 1COOH

(5]

Cininase II/ECA

Esquema 2: Metabolismo da Lisil-bradicinina (Calidina) pelas Cininases I e II
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O dominio 1 possui um sitio de ligagdo a Ca*". Os dominios 2 e 3 contém sitios
de inibicdo de cisteino proteases (por exemplo: catpsina B, H e L); caracterizados pela
presenca de uma seqiiéncia pentapeptidica GIn-Val-Val-Ala-Gly, com motivo
conservado das cistatinas, uma superfamilia de inibidores de cisteino proteases de
mamiferos. O dominio 3 contém uma regido de ligacao celular para plaquetas e células
endoteliais, e que inibe a ativacdo plaquetaria induzida por O-trombina (revisado por
BLAIS et al., 2000). Em seguida, o HK e LK apresentam, no dominio 4, uma seqiiéncia
de 10 aminoacidos que correspondem a Lisil-BK (calidina). A BK ¢ liberada do HK
pela agdo da calicreina plasmatica, ao passo que a calicreina tissular libera Lisil-BK de
HK/LK. Entretanto, ambos os cininogénios sdo substratos para ambas as formas de
calicreinas. Os dominios 5 e 6, presentes somente no HK, estdo localizados na
extremidade C-terminal e sdo responsaveis pela sua atividade procoagulante. O dominio
5 ¢é rico em residuos de histidina, prolina e lisina, e ancora as proteinas as superficies de
carga negativa. O dominio 6 ¢ responsavel pela interacdo do HK com a precalicreina e o
fator XI. Além disso, o dominio 6 serve como receptor celular para precalicreina e fator
XI em plaquetas, neutrofilos e células endoteliais (revisado por BLAIS ef al., 2000). O
dominio 5 do LK ¢ unico na cadeia leve de 4 kDa, e ainda possui fungdes
desconhecidas.

O sangue circula na vasculatura endotelial sem permitir a ativagdo descontrolada
de cascatas de proteases (por exemplo, sistemas de coagulacdo, sistema complemento,
sistema de cininas), contribuindo assim para homeostase. Lesdes no endotélio levam a
exposicdo de colageno, promovendo a ativacdo do sistema de coagulacdo. Nessas
circunstancias, o fator XII, um zimdégeno, adere a uma superficie negativamente

carregada, sofrendo autoprotedlise, gerando o fator XIla. O HK circula no plasma
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complexado com dois substratos (MANDLE et al., 1976; THOMPSON et al., 1977): a
precalicreina (PK) e o fator XI. Uma vez clivado, HK adere a superficie negativa
(SCOTT et al., 1984), posicionando a PK e o fator XI na superficie, onde o fator XIla
pode clivar a precalicreina em calicreina e o fator XI em fator Xla. O fator Xla pode
ativar a via intrinsica de coagulacdo, enquanto a calicreina libera bradicinina do
cininogénio (revisado por BLAIS et al., 2000).

As cininas tém multiplos efeitos fisiologicos, sendo implicadas na regulagdo da
pressdo sangiiinea, fungdes renais e cardiacas. Em situagdes patologicas, estdo
implicadas na patogénese da hipertensdo e inflamag¢do, e mais recentemente na
modulacdo da resposta imune (TODOROV et al., 2003; ALIBERTI et al., 2003;
revisado por SCHARFSTEIN, 2006; MONTEIRO et al., 2006; SCHARFSTEIN et al.,
2007). As cininas sdo agonistas de meia-vida curta, pois sofrem rapida degradagdo por
proteases peptidases presente em tecidos e nos fluidos biologicos. As metalopeptidases
que metabolizam cininas incluem: a enzima conversora de angiotensina (ECA), a
endopeptidase neutra (NEP), a carboxipeptidase M (CPM), a carboxipeptidase N
(CPN), a aminopepetidase P (APP) e a aminopeptidase N (APN) (revisado por
YEPENG e WENFANG, 2007). Todas essas enzimas pertencem a familia das zinco-
metalopeptidases, e, portanto dependem da presenca de zinco no seu sitio catalitico para
hidrolisar o substrato. Essas enzimas sdo glicoproteinas de cadeia Unica ancoradas na
membrana através de ancoras de GPI, ou presentes na forma solivel, exceto a CPN que
¢ uma glicoproteina tetramérica encontrada apenas na forma solivel (revisado por
BLAIS et al., 2000). A carboxipeptidase N (cininase 1) ¢ produzida no figado e
secretada na circulagdo (PLUMMER e HURWITZ 1978; LEVIN et al, 1982). A
cininase I cliva uma variedade e substratos peptidicos protéicos contendo Arg ou Lys no

C-terminal, geralmente clivando Lys mais rapido do que Arg. Ao remover a Arg
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carboxi-terminal do agonista da BK ou lisil-BK (calidina), a cininase I converte esses
peptideos nos seus metabodlitos ativos, as des-Arg-cininas. A carboxipeptidase M
(cininase 1) estd firmemente ancorada a membrana plasmatica via
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (DEDDISH et al., 1998).

A endopeptidase neutra (NEP) ¢ uma ectoenzima ligada a membrana através de um
peptideo sinal ndo clivado localizado no N-terminal (ROY et al., 1993). A NEP tem
uma ampla distribui¢ao nos tecidos, mas ao contrario da ECA (Cininase II), tem baixo
nivel de expressao no endotélio vascular (SIMMONS e ORAWKI, 1992). A NEP ¢ uma
dipeptidil-carboxipeptidase que cliva preferencialmente pontes de residuos de
aminoacidos hidrofobicos. Tal como a ECA, ela inativa a BK pela clivagem da ligacao
Pro’-'Phe®-Arg’. Por sua vez, a ECA é uma proteina integral de membrana com
atividade dipeptidil carboxipeptidasica, presente na superficie de uma variedade de tipos
celulares. Através da acdo de secretases, a ECA, pode ser liberada da superficie da
célula, sendo encontrada na forma solavel no plasma (IGIC ef al., 2003). Amplamente
distribuida, a ECA ¢ encontrada em abundancia no endotélio vascular. Possuindo dois
sitios cataliticos, a ECA desempenha diversas funcdes fisioldgicas, entre as quais: (i)
inativar a bradicinina; (ii) processar a Angiotensina I, gerando a angiotensina II, um
potente hormonio vasopressor (JASPARD et al., 1993).

A aminopeptidase P catalisa a remog¢ao de qualquer aminoacido terminal que esteja
adjacente a um penultimo residuo de prolina. A APP estd ancorada a membrana
plasmatica via GPI. A forma plasmatica da APP ¢ provavelmente liberada da membrana
plasmatica de células endoteliais através da acdo de uma fosfatidilinositol fosfolipase C
especifica (PI-PLC) (HOOPER et al, 1988; SIMMONS e ORAWSKI, 1992;
ORAWSKI e SIMMONS, 1995) ou por uma proteinase. A BK é um excelente substrato

para a APP in vitro, resultando na perda da atividade biologica da cinina (revisado por
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BLAIS et al., 2000). A APN ¢ uma enzima multifuncional, envolvida na tumorogénese,
sistema imune e dor. Além disso, funciona como um receptor para o corona virus e
outras viroses humanas. APN também estd envolvida com apresentagdo antigénica.
Essas funcdes facilitam a modulagdo das respostas de peptideos bioativos (liberagdo de
vasopressina) e influenciam a fungdes imunes e alguns eventos biologicos como
proliferacdo celular, invasdo e angiogénese (revisado por YEPENG e WENFANG,
2007). Além de cininas, essas enzimas hidrolizam diversos outros oligopeptideos in
vitro, incluindo as anafilotoxinas C3a e C5a, endotelinas, substancia P, entre outros

(revisado por BLAIS et al., 2000).

1.4.1 - Receptores de Cininas

As cininas estdo envolvidas em uma série de efeitos bioldgicos tais como
regulacdo do tonus de varios tipos de musculatura lisa, regulacdo da pressao arterial,
transporte de glicose e de eletrdlitos, estimulacdo da reabsorcdo Ossea e proliferacdo
celular (BHOOLA, 1992; BASCANDS et al., 2003), sensibilidade a dor (DRAY, 1997)
e modulacdo da resposta imune (TODOROV et al., 2003; ALIBERTI et al., 2003;
revisado por SCHARFSTEIN, 2006; MONTEIRO et al., 2006; SCHARFSTEIN et al.,
2007). Além dessas importantes agdes fisiologicas, as cininas participam de varios
processos patologicos, como cancer, asma, hipertensdo, choque séptico, pancreatite e
artrite (BHOOLA et al., 1992; CASSIM et al., 2002; BASCANDS et al., 2003). Foi
demonstrado que a administracio de bradicinina (BK) sobre a pele lesionada ou
intradermicamente em humanos induz dor intensa, sendo uma das substiancias
hiperalgésicas endogenas mais potentes. Na periferia, uma das a¢des mais importantes
da BK envolve a estimulacdo de terminais nervosos nociceptivos e produ¢do de dor e

inflamagdo. A participacdo de cininas na produgdo da dor foi confirmada através de
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estudos em camundongos deficientes para os receptores de cinina. A delecdo do gene de
B;R em camundongos elimina as a¢des da BK em tecido musculares lisos e neuronais
(BORKOWSKI ef al., 1995), além de reduzir a hiperalgesia inflamatéria induzida pela
carragenina (BOYCE et al., 1996). Por outro lado, a dele¢do génica de B;R produz anti-
nocicep¢ao nesses animais quando analisados em modelos de nocicepcao aguda
induzida por estimulos térmicos intensos ou por estimulos quimicos (PESQUERO et al.,

2000).

Os receptores By e B, sdo proteinas transmembrana acopladas a proteina G
heterotriméricas (HESS et al.,, 1994; MENKE et al., 1994). Os receptores B, sao
sensiveis @ BK, que ¢ responsavel pela maioria de seus efeitos fisioldgicos, incluindo
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, contragdo da musculatura lisa, dor
(REGOLLI, 1987), e ativacao de células dendriticas imaturas (ALIBERTTI et al., 2003).
Em estados inflamatorios (DRAY e PERKINS, 1993) como asma e alergia (RODELL,
1996), as cininas promovem a migra¢do de células do sangue para os tecidos e ativam
varios tipos celulares, como por exemplo, fibroblastos, macrofagos e leucocitos
(BHOOLA et al., 1992). Os receptores B, sdo expressos constitutivamente na superficie
de células endoteliais, musculo liso, células epiteliais, fibroblastos, células neuronais
(HALL e MORTON, 1997) e células dendriticas (ALIBERTI et al., 2003) e
cardiomiocitos (YAYAMA et al., 2000). Ao contrario, o receptor B; tem baixa
expressdao em tecidos normais, tendo sua expressdo aumentada sob condicdes
fisiopatologicas, como injuria, infeccdo ou inflamag¢do cronica (revisado por
MARCEAU, 1997; SIEBECK et al., 1998).

A indugdo do receptor B; por citocinas ¢ controlada por MAP cinases e pelo
fator de transcri¢do nuclear -KB (NF-kB) (LARRIVEE et al., 1998; NI et al., 1998),

sendo dependente da ativacdao de fosfolipases C e de fosfoinositol (MARCEAU et al.,
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1998; COUTURE & LINDSAY, 2000). Uma vez ativado por des-Arg-cininas, o
receptor B; promove angiogénese (EMANUELI er al., 2002) e fibrose através do

aumento da sintese de coldgeno (GOLDSTEIN e WALL, 1984; NADAR et al., 1996).

A ativacdo de receptores B; em resposta ao seu agonista, a des-Arg-cininas,
promove o recrutamento de células inflamatérias, além de gerar alguns dos efeitos
atribuidos aos receptores B, (MCLEAN et al., 2000). Em situacdes fisiopatologicas,
BiR ¢ capaz de amplificar a resposta a injiria de tecidos as cininas (revisado por
MARCEAU et al., 1998). O aumento das concentragdes de célcio em células endoteliais
resultam na ativacdo do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que libera NO. A a¢do
do NO no musculo liso induz relaxamento do tonus vascular, sendo assim responsavel
pelo efeito hipotensivo das cininas na vasculatura. Além disso, o diacilglicerol (DAG) e
o célcio, sozinhos ou em combinagdo, ativam diversas isorformas da proteina cinase C
(PKC) que atuam em diversas vias de sinalizagdo, incluindo aquelas que controlam a
proliferacdo celular de linhagens leucémicas humanas (NISHIZUKA, 1992). Além da
PLC-p, os receptores de cinina também podem ativar fosfolipase A,, fosfolipase D ¢
esfingosina cinase, resultando em um aumento nas concentragdes de acido aracdonico
em fibroblastos 3T3 (subsequentemente convertido a prostaglandinas), acido fosfatidico
e esfingosina 1-fosfato (BURCH e AXELROD, 1987; BLAUKAT et al, 2000;
BLAUKAT e DIKIC, 2001). As prostaglandinas e esfingosina 1-fosfato, uma vez
sintetizadas, podem ativar células pelo modo autocrino ou paracrino mediante ligacao a
GPCRs especificos. As prostaglandinas contribuem para a formagao do edema induzido
pela BK, no entanto ndo se pode excluir a possibilidade do acido fosfatidico e a
esfingosina 1-fosfato também participam nesses mecanismos (revisado por BLAUKAT,

2003).
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Quando expostos a excesso de agonistas, os receptores de cininas do subtipo B,
e B, sdo regulados por mecanismos distintos, resultante do envolvimento em diferentes
rotas de trafego intracelular. Os receptores B, sdo internalizados, sendo redistribuidos
em caveolas ou em vesiculas ndo revestidas de clatrina (De WEERD e LEEB-
LUNDBERG, 1997, HAASEMANN et al,1998), antes de serem endocitados. Os
receptores B; sdo translocados para as caveolas, sendo esse o seu destino final
(OSTROM, 2002).

Essas diferencas se devem ao fato de que as funcgdes dos receptores B, estdo
sujeitas a mecanismos rapidos que envolvem: a ligagdo e dissociagdo rapida do ligante,
a dessensibiliza¢do do receptor e a internalizacdo. Portanto, situacdes que acarretam em
uma longa exposicdo a BK, a expressdo de receptores B, na superficie diminui
drasticamente (MUNOZ & LEEB-LUNBERG, 1992; MUNOZ et al., 1993; MATHIS et
al., 1996; PHAGOO et al., 1999; FAUSSNER et al., 1999; MARCEAU et al., 2001).
Em contraste, os receptores B; elicitam respostas persistentes e sinaliza¢do continuada a
des-Arg’-cininas, pois estdo sujeitas a uma limitada dessensibilizagio, ¢ uma
internalizacdo do receptor com uma taxa de dissociacdo muito lenta. Além disso, uma
longa exposicdo ao agonista aumenta a expressdo de receptores B; (MATHIS et al.,
1996; AUSTIN et al., 1997; FAUSSNER et al., 1999). Essa al¢a de retroalimentagdo
cronica é amplificada porque des-Arg’-BK acumula nos sitios de inflamagdo, pelo fato
de sua meia-vida de 4 a 12 vezes maior do que a da BK (DECARIE et al., 1996;
MARCEAU et al., 1998). O aumento da expressdo de carboxipeptidase M (cininase I)
nos tecidos inflamados, também contribui para o aumento enddégeno de agonistas de
receptores B; durante a inflamacdo (SCHREMMER-DANNINGER et al, 1998;

revisado por COUTURE et al., 2001).
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Resultados obtidos em modelos animais sugerem que receptores B, estdo
envolvidos na fase aguda da inflamagao e dor, enquanto os receptores B, participam na

fase cronica da resposta inflamatéria (DRAY & PERKINS, 1993; DRAY, 1997).

1.4.2 — Envolvimento do sistema de cininas na fisiopatogenia da Doenc¢a de Chagas
Experimental

Em 1997, Del Nery e colaboradores demonstraram que a cruzipaina ¢ capaz de
processar cininogénios, liberando cininas (DEL NERY et al, 1997). Em seguida,
demonstramos que os tripmastigotas valem-se dessa protease para infectar células do
hospedeiro  (endotélio ou cardiomidcitos) que expressam B,R e/ou BR
(SCHARFSTEIN et al.,, 2000; LIMA et al., 2002; TODOROV et al., 2003; revisto por
SCHARFSTEIN, 2003). Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que os efeitos
biologicos observados in vitro e in vivo (aumento de invasdo celular e inflamagao
edematogénica) induzidos pelos parasitas dependem da atividade liberadora de cininas
da cruzipaina (DEL NERY et al., 1997; SCHARFSTEIN et al., 2000; LIMA et al.,
2002; TODOROV et al., 2003; revisado por SCHARFSTEIN, 2006). Cabe ressaltar,
que a inoculagdo de formas ndo-infectivas (epimastigotas) em dose igual ao indculo de
tripomastigotas, ndo foi capaz de induzir respostas edematogénicas mediadas por
cininas, mesmo em animais pré-tratados com o inibidor da ECA (captopril). Esse fato
foi um tanto surpreendente, ja que epimastigotas expressam quantidades abundantes de
cruzipaina. Consistente com esse resultado verificou-se que a injecdo de cruzipaina
purificada na pata de camundongos ndo foi capaz de induzir edema significativo. Em
estudos com Leishmania donovani e Leishmania chagasi utilizando como modelo a
bolsa da bochecha do hamster sugerem que o acumulo de HK nos sitios de infecg¢do ¢

um pré-requisito para que a cruzipaina possa “liberar” cininas nesse sitio (SVENSJO et
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al., 2006). Mediante a inje¢do de HK na pata de camundongos TLR2™", sugere-se que
esse acaimulo de HK nos sitios de infec¢do ¢ dependente da ativagdo de TLR2 pelo 7.
cruzi, sendo um pré-requisito para que a cruzipaina possa liberar cininas na periferia,
ativando DCs imaturas. A integra¢do entre inflamacdo e resposta imune adaptativa ¢é
dependente de B,R e TLR2 (MONTEIRO et al., 2006). Nesse trabalho demonstrou-se
que o extravasamento inicial de plasma para os tecidos ¢ dependente da ativagdo de
TLR2 pelos tripomastigotas e recrutamento de neutrofilos, enquanto a amplificagdo da
resposta inflamatéria e indugdo da resposta imune adaptativa sdo dependentes da
geracdo de cininas pela cuzipaina a partir do cininogénio extravasado. Esse trabalho
constata que tripomastigotas, mas ndo epimastigotas, mobilizam o eixo TLR2-B,R em
um “cross-talk” resultante da acdo cooperativa entre duas moléculas pro-inflamatérias

do patogeno: tGPI-mucina e cruzipaina (MONTEIRO et al., 2006).

1.5 — Receptores do tipo Toll na Doenc¢a de Chagas

Os receptores do tipo toll (TLRs) tem um papel crucial na imunidade inata
inicial contra patdgenos invasores. Esses receptores evolutivamente conservados,
homoélogos aos genes toll de Drosophilas, reconhecem motivos estruturais altamente
conservados chamados de padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPs). Os
PAMPs incluem vérios componentes da parede celular de bactérias como o
lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicano (PGN) e lipopeptideos, além da flagelina,
DNA ricos em motivos de CpG, RNA dupla-fita. O estimulo de TLRs pelos PAMPs
inicia uma cascata de sinalizacdo que envolve diversas proteinas intracelulares, levando
a transcricdo de genes pro-inflamatérios (revisado por AKIRA & TAKEDA, 2004).
Treze proteinas do tipo Toll transmembrana humanas e onze murinas ja foram
identificadas (MEDZHITOV et al, 1997b; ROCK, et al., 1998; TAKEUCHI et

al.,1999; DU et al., 2000; CHUANG et al., 2001; CHEN et al., 2007).
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Os TLRs sdo proteinas transmembranas caracterizadas por um dominio
extracelular rico em leucinas e uma cauda citoplasmatica que contem regides
conservadas denominadas dominio toll/ receptor IL-1 (TIR). O dominio rico em leucina
estd envolvido diretamente no reconhecimento de varios patdogenos, enquanto que o

dominio TIR ¢ responsavel por iniciar a cascata de sinalizagao intracelular.

Os TLRs sdao predominantemente expressos em tecidos envolvidos com fungao
imune, como o baco, neutréfilos, assim como aqueles ambientes externos como o
pulmdo e o trato gastrointestinal (UNDERHILL e OZINSKY, 2002). A localizagdo
subcelular de diferentes TLRs ¢ consistente com a localizagdo dos patdgenos
reconhecidos por esses receptores. Por exemplo, TLR1, TLR2 e TLR4 estdo localizados
na superficie e sdo recrutados para os fagossomos apos a ligacdo de seus respectivos
ligantes (revisado por AKIRA & TAKEDA, 2004). Os TLR3, TLR7 e TLRY sao
respectivamente capazes de reconhecer fita dupla de RNA viral (ALEXOPOULOU et
al., 2001), fita simples de RNA viral (HEIL et al., 2004, DIEBOLD et al., 2004) e CpG
de DNA de bactérias e virus (HEMMI et al., 2000). Esses receptores estdo envolvidos
no reconhecimento de estruturas do tipo acidos nucléicos, que ndo sdo expressos na
superficie celular (AHMAD-NEJAD et al., 2002; HEIL, et al.,. 2003; MATSUMOTO
et al., 2003). Recentemente foi demonstrado que o TLRY ¢ expresso no reticulo
endoplasmatico, e ¢ recutado para compartimentos endossomais/lisossomais apos o
estimulo com DNA contendo CpG (LATZ et al, 2004; revisado por AKIRA &
TAKEDA, 2004). O repertorio de TLRs ¢ ampliado pelo pareamento com diferentes
TLRs. Por exemplo, dimeros de TLR2 com TLR6 sdo necessarios para respostas a PGN
(OZINSKY et al., 2000). TLR2 ainda ¢ capaz de formar dimeros com TLRI1 sendo
importantes para a resposta a lipoproteinas (TAKEUCHI ef al., 2001). As sinalizagdes

dos TLRs também sdo influenciadas pelas véarias moléculas adaptadoras e acessorias,
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como MD2 e CDI14 que formam um complexo com TLR4 para responder ao LPS
(MIYAKE, 2003).

A sinalizagdo de TLRs consiste de pelo menos duas vias distintas: uma via
MyD88 dependente que leva a producdo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-6,
TNF-a e IL-12 (revisado por TAKEDA e AKIRA, 2004) e uma via MyDS88
independente associada com o estimulo de Interferon- 3 (IFN-B) e a maturacdo de
células dendriticas (DCs) (HOSHINO, et al., 2002). A via MyD88 dependente pode ser
ativada por todos os TLRs, exceto TLR3 (revisado por TAKEDA e AKIRA, 2004).
Ap0s a ativacao pelo patdogeno, os TLRs induzem o recrutamento de MyD88 através de
seus dominios TIR que ativam IRAK-1 por fosforilacio. IRAK-1 entdo deixa o
complexo MyD88-TLR e associa-se a TRAF-6. Essa associacao elicita uma sinalizacao
que ativa NF-KB, induz a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias como o TNF-a, IL-
1B, IL-12. Evidéncias indicam que a atividade de IRAK-1 ¢é negativamente regulada por
duas moléculas independentes: Tollip e IRAKM, que podem agir como moderadores da
resposta inflamatoria mediada por TLR (ZHANG e GHOSH, 2002, KOBAYASHI et
al., 2002).

A via MyD88-dependente requer a molécula adaptadora TIRAP/Mal para a
sinalizacdo via TLR4 e TLR2 (HORNG et al., 2002). O TLR3 dispara a producdo de
IFN-B em resposta a RNA dupla-fita de modo MyD88-independente, sendo essa
ativacdo mediada pela molécula adaptadora TRIF/TICAM-1 (YAMAMOTO et al.,
2002). Outra molécula adaptadora envolvida na ativacdo da via MyD88-independente ¢
TRAM/TICAM-2 (MIY AKE, 2003), que funciona restritamente na ativacdo de TLR4
(YAMAMOTO et al., 2003).

O receptor TLR2 ¢ crucial para propagacdo da resposta inflamatoria a

componentes de bactérias gram-positivas, peptideoglicanas (PGN), lipoproteinas (LIEN
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et al., 1999; SCHWANDNER et al., 1999; UNDERHILL et al., 1999; YOSHIMURA et
al., 1999), sendo predominantemente expresso em cé¢lulas envolvidas na primeira linha
de defesa, incluindo mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e
mastocitos (YANG et al., 1998; MUZIO et al., 2000; FLO et al., 2001; VISINTIN et
al., 2001 ; MALAVIYA et al., 1996 ; ECHTENACHER et al, 1996). Uma baixa
expressdao foi observada em células epiteliais e endoteliais humanas (IMLER et al.,
2001). Em T. cruzi ja foram descritos dois ligantes de TLR2, as ancoras de GPI
presentes na superficie de tripomastigotas (CAMPOS et al., 2001) e a proteina Tc52
liberada pelo parasita (OUASSI et al., 2002). Recentemente foi demonstrado que a
injecdo de GIPLs no peritdneo de camundongos induz o recrutamento de neutrofilos de
modo TLR4 dependente (OLIVEIRA et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram que a producgdo de citocinas pro-inflamatdrias
durante a infeccdo ¢ fortemente diminuida em camundongos deficientes para a molécula
adaptadora MyDS88, além disso, esses animais sdo mais susceptiveis a infec¢do com 7.
cruzi, sugerindo o envolvimento de TLRs e/ou receptores que dependam do
envolvimento dessa molécula adaptadora na resposta imune inata do hospedeiro contra
o parasita (CAMPOS et al., 2004). Entretanto, a infec¢do experimental de camundongos
com delecdo no gene TLR2 ndo apresenta diferencas na parasitemia e mortalidade
quando comparados aos animais selvagens (CAMPOS et al., 2004). Estudos com
camundongos TLR4 mutantes ndo responsivos, C3H/Hel, revelaram que o controle da
replicagcdo do 7. cruzi nos estagios iniciais da infec¢ao € prejudicado promovendo uma
mortalidade precoce em relacdo aos camundongos selvagens (C3H/HeN)(OLIVEIRA et

al., 2004).

Durante a fase aguda ocorre a produgdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias

e a ativagdo de componentes da imunidade inata, como células NK e macrofagos
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(ORTIZ-ORTIZ et al., 1976), assim como a ativacdo policlonal de células T
(MINOPRIO et al., 1986). Diferentes estudos indicam um papel crucial das citocinas
pré-inflamatorias IFN-y (TORRICO et al., 1991), TNF-a (SILVA et al., 1995), IL-12
(ALIBERTI et al., 1996), assim como 6xido nitrico (NO) (GAZZINELLI et al., 1992;
VESPA et al., 1994) na resisténcia do hospedeiro a infec¢ao.

O mecanismo preciso dessa ativacdo inicial ¢ pouco entendido, no entanto
alguns estudos tém identificado moléculas do parasitas que sdo capazes de estimular
componentes celulares da imunidade inata. Dentre eles, podemos citar as moléculas de
superficie do parasita, como as ancoras livres de glicosilfosfatidilinositol (GIPLs) e
diferentes membros de duas principais familias de gliciproteinas ancoradas por GPI, as
mucinas (GPI-mucinas) e as trans-sialidades (TS). Enquanto que nas GPI-mucinas, a
propriedade pro-inflamatoria reside nas ancoras de GPI (CAMARGO et al., 1997a;
1997b), a atividade pro-inflamatéria da TS reside na porgdo protéica da molécula
(SAAVEDRA et al., 1999; TODESCHINI et al., 2002). As ancoras de GPI sdo potentes
ativadores de TLR2 de macrofagos, sendo capaz de induzir grandes quantidades de
TNF-a, IL-12 ¢ NO (ALMEIDA et al., 2000). A TS possui ainda a capacidade de
estimular macrofagos murinos (GAO e PEREIRA, 2001) e mondcitos humanos
(SAAVEDRA et al., 1999) a produzir IL-6. A proteina Tc52 liberada pelo parasita,
também ¢ capaz de estimular macrofagos via TLR2 (FERNANDEZ-GOMEZ et al.,

1998).

1.5.1 - Super familia de glicoproteinas do tipo mucina do 7. cruzi

A superficie de muitos protozoarios parasita, incluindo o 7. cruzi
(SCHENKMAN et al., 1993; PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000) sdao recobertos por

mucinas. Atuando na interface entre o parasita e tanto o vetor como o hospedeiro
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infectado, essas moléculas sdo ideais para dois propositos: (i) conferir prote¢do contra o
vetor e/ou contra os mecanismos de defesa do hospedeiro-vertebrado e (ii) garantir o
direcionamento e invasdo em células e tecidos especificos (revisado por BUSCAGLIA
et al., 2000).

Os principais componentes da superficie desses protozodrios parasitas sao
ancorados na bicamada externa da membrana plasmatica por GPI. A superficie de
diferentes estagios do Trypanosoma cruzi € coberta com uma capa de glicoconjugados
do tipo mucinas, os quais sdo altamente glicosilados e estdo ancorados & membrana
plasmatica do parasita através de um motivo de GPI (SCHENKMAN et al.,1993;
ALMEIDA et al., 1994; PREVIATO et al., 1994).

Outras glicoproteinas também estdo presentes na superficie do parasita em
menor nimero. O mais relevante e importante para a biologia do parasita sdo as trans-
sialidases (TS) (revisado por BUSCAGLIA et al., 2006).

Os acidos sidlicos e as sialidases possuem um papel importante nas interacdes
celulares e modulam o reconhecimento de patdégenos pelas células hospedeiras. Ao
romperem as células do hospedeiro mamifero, os tripomastigotas possuem pouco ou
nenhum acido sidlico na sua superficie. No entanto, ao entrarem na circulacdo, passam a
expressar em sua superficie a trans-sialidase. Essa enzima transfere acido sialico de
glicoconjugados do hospedeiro para moléculas aceptoras presentes na membrana
plasmatica do parasita (SCHENKMAN et al., 1991).

Uma caracteristica importante dessas mucinas ¢ que elas sdo as maiores
aceptoras de acido sidlico através da atividade da TS. O 4acido sidlico ¢ transferido a O-
glicanas e a sialilagdo da superficie do parasita ocorre nas formas tripomastigota e
epimastigota, mas ndo na forma amastigota, uma vez que nao possui atividade de trans-

sialidase (FREVERT et al., 1992).
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Os dois principais glicoconjugados sintetizados por 7. cruzi sao as ancoras livres
(GIPLs) e as glicoproteinas do tipo mucina ancoradas por GPI (GPI-mucinas). Os
GIPLs sdo abundantemente expressos nas formas epimastigotas (eGIPLs), mas sdo
encontrados em menor quantidade nas formas tripomastigotas sanguineas (tGIPLs)
(PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Entre as propriedades bioldgicas desses
glicoconjugados derivados do parasita estdo a sua capacidade de elicitar a sintese de
citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas, gera¢do de intremedidrios reativos de
nitrogénio (ex. NO), assim como a expressao de moléculas de adesdo por macrofagos e
células endoteliais (revisado por ALMEIDA e GAZZINELLI, 2001).

As mucinas ancoradas por GPI purificadas das formas tripomastigotas (tGPI-
mucinas), mas ndo das formas epimastigotas ou metaciclicas (eGPl e mGPI mucinas,
respectivamente), elicitam resposta pro-inflamatoria (ex. citocinas e producdo de 6xido
nitrico) por macréfagos murinos tratados com IFN-y. (CAMARGO et al., 1997 a,b).
Sugerindo que no hospedeiro mamifero, as GPI mucinas e GIPLs estdo envolvidas nos
processos de reconhecimento e invasdo da célula hospedeira, indug¢do e regulagdo de
respostas imune celular e humoral (ROPERT e GAZZINELLI, 2000). Atribui-se a
potente atividade pro-inflamatdria da tGPI a presenca de um acido graxo insaturado na
posicao sn-2 do componente alquilacilglicerolipidio (CAMPOS et al., 2001).

Conforme mencionado anteriormente, trabalhos recentes do nosso grupo
demonstraram que a inflamacdo edematogénica desencadeada pelos TCT é mediada
pela cruzipaina (SCHARFSTEIN et al., 2000; TODOROV et al, 2003). Uma pista
importante para elucidar o papel dos TLRs nesse processo foi que epimastigotas nao
induziram inflama¢do mesmo na presenga de inibidores da ECA, apesar de possuirem
grandes quantidades de cruzipaina. Desta forma, o papel das tGPI-mucinas no

mecanismo de ativagdo do sistema de cininas por TCT pode ser explicado, tendo em
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vista que as ancoras (i) foram caracterizadas como um PAMP ligante de TLR2
(CAMPOS et al., 2001), (i1) induzem a ativacdo de macréfagos (produgdo de TNF-q,
IL-12 e NO) (ALMEIDA et al., 2000) e (iii) recrutam polimorfonucleares (PMNs) por
vias dependentes de MCP-1 através da sinalizacdo de TLR2 (COELHO et al., 2002).
Observa-se que os tripomastigotas ndo ativam a via de cinina eficientemente em
camundongos TLR2 7, nem mesmo naqueles pré-tratados com inibidor da ECA
(MONTEIRO et al., 2006). Utilizando o modelo de microscopia intravital, verificou-se
que os tripomastigotas (mas ndao os epimastigotas) promovem o rapido aporte de
proteinas plasmaticas para os tecidos periféricos, controlando assim a geragao de cininas
pela cruzipaina, um processo relativamente tardio no mecanismo de ativa¢ao do sistema
de cininas. Com base nesses dados, foi elaborado um modelo no qual o influxo de
plasma induzido por neutréfilos depende da resposta iniciada por tripomastigotas via
ligantes de TLR2 (tGPI-mucinas) enquanto que as respostas mais tardias (dependente da
cruzipaina), geram cininas. Coerente com essa hipdtese, a injecdo combinada de
cruzipaina com tGPI-mucina induziu uma resposta inflamatéria em camundongos
tratados com o inibidor da ECA através da ativacdo de B,;R, mimetizando o fendtipo
pro-inflamatério  dos tripomastigotas. Controles com as ancoras isoladas de
epimastigotas ndo sdo capazes de cooperar com a atividade da cruzipaina nas mesmas
condigoes (MONTEIRO et al, 2006). Embora ndo seja possivel excluir que outros
ligantes de TLR2, (ex. Tc52) (OUAISSI et al., 2002) participem do mecanismo de
inflamacao induzido por TCT in vivo, esse trabalho constatou que os tripomastigotas
mobilizam o eixo TLR2-B;R em uma interagdo cruzada resultante da acdo cooperativa
entre duas moléculas pro-inflamatdérias do patégeno: tGPI-mucina e cruzipaina
(MONTEIRO et al., 2006). Consistente com o papel inicial para TLR2 (ativacdo e/ou

recrutamento de neutrdfilos) (COELHO et al., 2002), foi demonstrado que os
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tripomastigotas ndo sdo capazes de induzir rea¢do edematogénica em camundongos

previamente depletados de PMNs (MONTEIRO et al., 2006).

1.6 - Alteracoes da Microcirculacio na Doenca de Chagas

Trabalhos realizados durante a fase aguda relatam que as alteragdes
microvasculares manifestam-se através de microespasmos (FACTOR et al., 1985),
microtrombos (ROSSI et al, 1984), disfuncdo das células endoteliais ¢ aumento da
atividade plaquetaria (MORRIS et al., 1990; ROSSI et al., 1992). Na cardiomiopatia
chagésica cronica, observa-se uma severa dilatagdo das artérias associada com
tortuosidade dos microvasos, o que pode causar um desequilibrio na distribui¢ao do
fluxo sanguineo, comprometida perfusdo tecidual em algumas areas causando multiplos
infartos. Por outro lado, as areas de fibrose podem causar obstrugdo na trajetéria do
vaso, favorecendo um desvio do fluxo sanguineo e o aparecimento de lesdes isquémicas
(HIGUCHI et al., 1999). A dilatagdo da microcirculagdo pode ser secundaria a alteragdo
do fluxo sanguineo causado por uma fibrose difusa e uma conseqiiente desestruturacio
do vaso. Entretanto, outros mecanismos como denervagdo (KOBERLE et al., 1974;
GALLO et al., 1987), disfungdo endotelial ou liberagdo de NO ¢ induzida pelo parasita
(que também pode estar envolvido na dilatacdo da artéria). A presenca de antigenos do
T. cruzi tem sido demonstrada na fase tardia da Doenca de Chagas (HIGUCHI et al.,
1993) e esté relacionada com a persisténcia do infiltrado inflamatorio. Alguns autores
postulam que o infiltrado inflamatério contribui para a fibrose e dilatacdo das artérias
(HIGUCHI et al., 1999).

A presisténcia do parasita (TARLETON, 2001), autoimunidade (LEON e
ENGMAN, 2003) e comprometimento vascular (TANOWITZ et al., 1996) sao fatores

que, possivelmente contribuem para a etiologia da cardiomiopatia chagasica. Estudos
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em individuos com Doenga de Chagas e animais experiementais tem demonstrado que a
injuria ao endotélio vascular estd associada com um aumento dos marcadores
inflamatérios (TANOWITZ et al., 1992; HUANG et al., 1999; MUKHERIJEE et al,

2004), vasoespasmos, e reducao no fluxo sanguineo (TANOWITZ et al., 1996).

1.6.1 - Papel dos Receptores de Endotelina na Doenca de Chagas

A endotelina-1 (ET-1) ¢ o mais potente vasoconstrictor conhecido.
Sintetizado por uma variedade de tipos celulares tem sido associada a inflamagao,
vasoespasmos, danos vasculares e remodelamento cardiovascular. (GUARDA et al.,
1993, MULDER et al., 1997, KEDZIERSKI ¢ YANAGISAWA, 2001) Reconhecida
por receptores acoplados a proteina G-regulatoria, a ET-1 induz a ativagdo de vias de
sinalizacdo celular, seja mobilizagdo de calcio, ativacdo de citocinas pré-inflamatorias
(IL-1B, TNF-a), MAPK (ERK1/2) e ciclinas D1 (MORRIS et al., 1988; HUANG et
al.,1999; SUZUKI et al., 1999; KEDZIERSKI ¢ YANAGISAWA, 2001). Todas essas
vias s3o cruciais no desenvolvimento de disfungdes cardiovasculares. Dados publicados
implicaram a ET-1 na vasculopatia associada com a infec¢@o pelo 7. cruzi (WITTNER
et al., 1995; TANOWITZ et al., 1999; MUKHERIJEE et al., 2003; MUKHERIJEE et al.,

2004; CAMARGOS et al., 2004).

A endotelina é produzida a partir de um precursor chamado pré-proendotelina
(212aa). Apds a remogao do peptideo sinal, a proendotelina ¢ seletivamente processada
por uma enzima do tipo furina que gera um precursor inativo denominado big-
endotelina (big-ET). A big-ET (38aa) ¢ entdo clivada e convertida a sua forma ativa,
endotelina (ET), por uma metalopeptidase conversora de endotelina (ECE)
(YANAGISAWA et al., 1988; PARISSOS et al., 2001), conforme ilustrado no esquema

3A e 3B.

38



A ECE ¢ uma proteina integral de membrana do tipo II responsavel pelo
processamento da Big-ET em ET. Existem duas isoformas de ECE: (i) a ECE-1,
encontrada em uma variedade de tipos celulares incluindo células endoteliais com
atividade oOtima em pH neutro, sendo capaz de processar a Big-ET tanto
intracelularmente quanto na superficie da célula. (ii)) a ECE-2 estd distribuida
intracelularmente, sendo ativada em condi¢cdes 4acidas (pH 5.8) (EMOTO e

YANAGISAWA, 1995; TURNER et al., 1998).

Foram descritas quatro isoformas de ECE-1 em humanos derivadas de um unico
gene através de splicing diferencial (CODER, 2001) denominadas ECE-la, ECE-1b,
ECE-1c, ECE-1d (CODER, 2001; BATTISTINI e JENG, 2001). A cauda
citoplasmatica ¢ responsavel pela localiza¢do intracelular da enzima, por exemplo, a
ECE-1la e ECE-Ic estdo localizadas na membrana plasmatica (VALDENAIRE et al.,
1995; SHIMADA et al,1995), enquanto ECE-1b e ECE-1d possui localizacdo em
endossomos tardios (SCHWEIZER et al, 1997) e de reciclagem (MULLER et al.,

2003) respectivamente.

A endotelina-1 (ET-1) é um peptideo composto de 21 aminoacidos com C-
terminal hidrofoébico e duas pontes de cisteina no N-terminal (YANAGISAWA et al.,
1988). Estudos subseqiientes identificaram isdmeros de endotelina entre as quais
endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). A ET-2 ¢ muito similar a ET-1, enquanto a
ET-3 difere da ET-1 em 6 dos 21 aminodcidos. Esses isomeros sdo codificados por 3
genes independentes. Eles diferem na sua estrutura quimica e poténcia nos efeitos de
contratilidade muscular (INOUE et al., 1989). In vivo a principal fonte de ET-1 sdo as
células endoteliais (KISANUKI et al., 1999). A ET-2 ¢ produzida por células do

epitélio intestinal enquanto a ET-3 ¢ detectada em neurdnios cerebrais, células epiteliais
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tubulo-renais e células epiteliais intestinais (MATSUMOTO et al., 1989; BAYNASH et

al., 1997).

Entre os fatores que estimulam a producdo de ET pelas células endoteliais
incluem: (i) estimulagdo mecanica do endotélio; (ii) IL-1, IL-1(3, IL-6; (iii) fatores de
crescimento, endotoxinas; (iv) lipidios (LDL, HDL), estresse. E as substincias que

inibem sua sintese sao NO, GMPc, prostaciclinas (revisado por GORACA, 2002).

Os niveis de ET-1, ET-2 e ET-3 e big-ET no sangue de humanos e animais
variam de 0.3 a 3 pg/ml. No entanto, as concentragdes de ET nos fluidos corporais,
especialmente no tecido, por exemplo, saliva, leite, urina e fluido cerebroespinhal sdo

muito maiores que a concentragao plasmatica (DONCKIER ef al., 1991).

Os efeitos bioldgicos da endotelina (ET-1, ET-2 e ET-3) sd@o mediados por dois
subtipos de receptores acoplados a proteina G-regulatoria, ETaR e ETbR (ARAI et al.,
1990; SAKURALI et al., 1990). As endotelinas apresentam diferentes afinidades para os
diferentes subtipos de receptores. Os receptores ETa sdo expressos principalmente em
células de musculo liso, cardiomiocitos, hepatocitos, adipdcitos e respondem com igual
afinidade a ET-1 e ET-2 (SEO et al., 1994). O receptor do subtipo ETb ¢ expresso por
células endoteliais, misculo liso, cardiomiodcitos e responde com igual afinidade a ET-1,

ET-2 e ET-3 (ENDOH et al., 1998)

Apesar das células endoteliais serem a principal fonte de ET-1, essas também
sdo sintetizadas por outros tipos celulares incluindo cardiomidcitos, musculo liso
vascular, macréfagos (MIYAUCHI et al., 1999; NAICKER et al., 2001) e fibroblastos
cardiacos (CHENG et al., 2003). A ET-1 interage com o receptor ETa no musculo liso
causando aumento dos niveis intracelulares de calcio, levando a vasoconstric¢do, €

também ¢ capaz de interagir com o receptor ETb no endotélio, causando vasodilatacao.
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Entretanto os ETbR também podem contribuir para vasoconstric¢do em alguns vasos
sanguineos (por exemplo, vasculatura mesentérica e coronariana) A importancia dos
receptores de endotelina nos tecidos vasculares diferem entre as espécies e entre os
leitos vasculares dentro de um mesmo animal. Por exemplo, a vasoconstric¢cdo renal
induzida pela endotelina ¢ mediada por uma populacdo mixta de receptores ETaR e
ETbR em ratos (WARNER et al., 1993), mas mediada principalmente por ETaR em
cachorros (BROOKS et al, 1994) ¢ humanos (DAVENPORT et al., 1995). O
diversificado padrio de expressdo de componentes moleculares ¢ ainda mais
complicado pela complexa farmacologia e as vezes neutraliza¢do das ac¢des fisiologicas.
Um exemplo classico sdo os vasos, onde a ET-1 derivada do endotélio leva a
constriccdo via ETaR em células musculares e a dilatagdo via ETbR no endotélio, o que

demonstra a importancia desses peptideos na homeostase vascular.

Danos as células endoteliais elevam os niveis de ET-1 (GOTO, 2001;
KEDZIERSKI e YANAGISAWA, 2001), tendo sido associada a vasoespasmos, danos
vasculares, remodelamento e inflamagdo cardiovascular (GUARDA et al., 1993,
KEDZIERSKI e YANAGISAWA, 2001, MULDER ef al.,1997) e na Doenga de Chagas

experimental (TANOWITZ et al., 2005).
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preproET-2

furin-ike protease
big ET-2
j/ECE-L ECE-2
ET-2

(Kedzierski e Yanagisawa, 2001)

Esquema 3A: Biosintese da endotelina. Pré-proendotelinas sdo processadas por uma protease
do tipo furina a sua forma intermediaria Big-endotelina, que ¢ entdo clivada a trés peptideos
ativos — endotelina através das enzimas conversoras de endotelina (ECE). Estes peptideos
interagem com seus receptores seletivos ETaR e ETbR. Esses receptores estdo acoplados a
proteinas G e produzem respostas fisiologicas distintas.

Lys-Arg Arg-Arg
Pre-proEndotelina

I c

1 20 53 74 92 203
‘D' Endopeptidase
Trp-Val
5 92
N C Big-Endotelina (39aa)

(Adaptado de Barry H, 2002)

Esquema 3B: Preproendotelina ¢ sintetizada contendo 212 aminoacidos. Essa molécula ¢
hidrolisada por endopeptidases especificas para lisina-arginina (Lys-Arg), formando a big ET-1
(39 amino acids). Finalmente, a enzima conversora de endotelina (ECE) cliva a Big-ET-1 na
ligacdo triptofano-valina (Trp-Val), liberando a ET (21 aminoacidos).

42



1.6.2 - Papel da Endotelina na infeccio Chagasica Experimental

Camundongos infectados com 7. cruzi apresentam niveis aumentados de ET-1
no plasma e este efeito estd atrelado ao aumento dos niveis de RNAm da preproET-1,
ET-1 e ECE (PETKOVA et al., 2000; 2001). Além disso, analises de
imunohistoquimica revelaram um aumento nos niveis de ET-1 na vasculatura e nas
células de miocardio infectadas com 7. cruzi (PETKOVA et al., 2000). Foi
demonstrado ainda que individuos com cardiomiopatia chagésica cronica apresentam
niveis elevados de ET-1 no plasma (SALOMONE, et al. 2001). Interessantemente, o
tratamento dos camundongos infectados pelo 7. cruzi com phosphoramidon melhora a

patologia e reduz o remodelamento cardiaco (JELICKS ef al., 2002).

O possivel papel da ET-1 na patogénese da cardiomiopatia chagdsica foi
estudado em camundongos nocautes para ET-1 (SHOHET et al., 2004; KISANUKI et
al., 2001) infectados com com 7. cruzi (cepa Brazil). Andlises realizadas na fase aguda
mostraram que camundongos ET-17" apresentam melhora no remodelamento cardiaco
determinado por diferentes técnicas que incluem a histopatologia, ecocardiograma e

ressonancia magnética (MRI) (SHOHET et al., 2004).

A infec¢do de culturas de células endoteliais pelo 7. cruzi (cepa Tulahuén) induz
a ativagdo de NF-kB, estimulando a sintese de citocinas pré-inflamatorias, expressao de
moléculas de adesdo vascular (HUANG et al., 1999), aumento da sintese de ET-1
(WITTNER et al., 1995) e ativagdo de ERK e AP-1 (MUKHERIJEE et al., 2004). Estas
e outras perturbagdes associadas a infec¢do na célula endotelial podem contribuir para a
patologia focal e vasoespasmos observados em camundongos infectados (MORRIS et

al., 1988 ¢ 1989 e 1992). A ET-1 também pode contribuir para deposi¢ao de colageno e
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subseqiiente fibrose do miocardio (GUARDA et al., 1993; RAMIRES et al., 2003;

MUKHERIEE et al., 2004).

Petersen e Burleigh sugerem que a hipertrofia dos cardiomidcitos induzida pelo
T. cruzi in vitro ¢ mediada pela citocina IL-18 (PETERSEN E BURLEIGH, 2003).
Estudos anteriores demonstraram que as infecg¢des de células endoteliais pelo 7. cruzi
resultam no aumento dos niveis de RNAm e proteina de IL-1f (TANOWITZ et
al.,1992). Sabe-se também que a infec¢do do endotélio e do miocardio provoca aumento
da sintese de ET-1 e de citocinas (TNF-a e IFN-y) (CHANDRASEKA et al., 1998;
HUANG et al., 1999; PETKOVA et al., 2001; CHANDRA et al., 2002). Apesar da IL-
1B ter um papel importante como um fator inicial na hipertrofia do miocérdio in vitro
(PETERSEN E BURLEIGH 2003), a ET-1 parece ser importante em uma fase mais
tardia da infecgio em camundongos (TANOWITZ et al., 2005). E possivel que o
vasoespasmo induzido pela ET-1 contribui para isquemia focal do miocardio, levando a
uma mionecrose, que por conseqiiéncia aumenta a sintese de ET-1. Esse ciclo de
retroalimentagdo positiva pode contribuir para o desenvolvimento de hipertrofia do
miocardio e aumento da fibrose. Dados recentes implicam claramente a ET-1 no

processo de remodelamento cardiaco (RAMIRES et al., 2003).
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2- Justificativa

O interesse em estudar os mecanismos de invasao e a participa¢do dos receptores
de cininas surgiu quando nosso grupo demonstrou que a cruzipaina processa
cininogénios adsorvidos na superficie celular através de interagdes com heparan sulfato
(LIMA et al., 2002). As cininas, uma vez liberadas pela cruzipaina, estimulam
receptores B,, induzindo um aumento da taxa de invasdo do parasita (SCHARFSTEIN
et al., 2000; TODOROV et al., 2003). Porém, existem niveis residuais de infec¢ao nas
culturas (CHO-B;R, HUVECs, cardiomidcitos) mantidas na presenca de HOE-140
(antagonista de B;R) (SCHARFSTEIN et al., 2000) ou mesmo na presenga do
antagonista de BjR (TODOROV et al., 2003), indicando que a invasdo nao dependende
exclusivamente da sinalizacdo mediada por B;R/ B,R.

Estudos de invasdo in vitro em células de musculo liso humano (estado de
repouso) por TCT Dm28c revelaram uma correlacdo entre os niveis de cruzipaina
secretada e a taxa de invasdo (APARICIO et al., 2004). Nesse trabalho, foi demonstrado
que uma cepa de baixa infectividade (cepa G) apresentava niveis reduzidos de
cruzipaina ativa em comparagdo a cepa Dm28c. Entretanto, o produto de secrecdo do
TCT Dm28c foi capaz de resgatar a infectividade da cepa G, sugerindo que a cruzipaina
secretada pelo parasita promove a invasdo desse tipo celular. Vale mencionar que a
invasdo dessas células ndo foi inibida por antagonistas de receptores de cinina,
demonstrando que a cruzipaina participa de multiplos mecanismos distintos de invasao
(APARICIO et al., 2004).

Dados in vivo demonstram que a resposta edematogénica do 7. cruzi depende de
efeitos cooperativos entre TLR2, BoR (MONTEIRO et al., 2006) e C5aR (SCHMITZ et

al., em preparagdo). Motivados por esses estudos, resolvemos investigar outras vias de
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sinaliza¢do, independentes de cininas, ativadas pelo parasita e a relagdo funcional entre
0os GPCRs (ETRs, BKRs, C5aR) e TLRs no mecanismo de invasao.

Trabalhos publicados recentemente indicam que a invasdo celular pelos
tripomastigotas de 7. cruzi envolve pelo menos dois mecanismos distintos: (i) fusdo de
lisossomos com a membrana plasmatica; (ii) formacdo de invagina¢do da membrana
plasmatica (WOOLSEY e BURLEIGH, 2004). Dados obtidos por Camila Chaves em
sua tese de doutorado demonstram a participagio do [Ca™];, ativagdo de PI3K e
polimerizacdo do citoesqueleto de actina para a retengdo do TCT Dm28c em HSMCs
em repouso (SANTOS et al., em preparacdo). Tendo em vista que os receptores
envolvidos nesse processo ainda ndo sdo conhecidos, fomos investigar qual o papel de
cada um (GPCRs e TLR) nessas diferentes etapas.

Outro aspecto abordado nessa tese sdo os mecanismos de invasdo celular durante
o processo inflamatorio, que pode ter um efeito dual. Além de ser capaz de estimular o
sistema imune, pode favorecer o parasitismo, utilizando-se do sistema de cininas, por
exemplo, para invadir a célula hospedeira. Esse processo pode ser de fundamental
importancia na infecgdo onde B|R esta presente. E possivel que o estimulo persistente
do receptor B; possa provocar fibrose (NADAR et al, 1996), contribuindo para a
inducdo de isquemia e provocar alteracdes de microcirculagdo, tais como aquelas
observadas em pacientes cardiopatas cronicos (HIGUCHI et al, 1999). Decidimos,
entdo, investigar a importancia da ativagdo dos receptores B|R para a patogénese da

Doenga de Chagas.
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3- Objetivo Geral

Investigar as relagdes funcionais entre GPCRs e TLRs nos mecanismos de

invasdo de células nao-fagociticas pelo Trypanosoma cruzi

3.1 - Objetivos Especificos

* Caracterizar os subconjuntos de receptores envolvidos na invasdao de células
ndo-fagociticas (“repouso” versus “ativadas”), definindo as principais vias de

sinalizacdo intracelular mobilizadas em cada um destes sistemas.

* Investigar o papel diferencial dos diversos GPCRs e TLRs nas etapas de entrada

versus reten¢do dos parasitas na célula hospedeira (“repouso” versus “ativada’).

* Investigar as possiveis implicagdes fisiopatologicas da indug¢do do receptor B,

de cininas pelos tripomastigotas
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4 - Materiais e Métodos

4.1 - Parasitas

Tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) das cepas Dm28c e Colombiana de
T.cruzi foram obtidos de sobrenadantes de 4-5 dias de culturas de LLCMK,; infectadas
na propor¢ao 1:1 (parasita:célula hospedeira) mantidas em meio Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM - Sigma) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB -
GIBCO) (SCHARFSTEIN et al., 2000). Cepas de 7. cruzi utilizados: Dm28c,
Colombiana. Os epimastigotas de 7. cruzi foram cultivados a 28°C em meio LIT
(Sigma) contendo10% SFB. Os parasitas foram entdo lavados por 3x em HBSS antes de

serem utilizados nos experimentos.

4.2 - Células

Células endoteliais de veia de corddo umbilical humano (HUVECS) (gentilmente
cedidas pela Dra. Verdnica Morandi) foram obtidas através do tratamento de corddes
umbilicais com 0.1% (p/vol) de solucdo de colagenase IV (Sigma). Culturas primarias
de HUVECs foram plaqueadas a densidade de 10°/mL em garrafas de 25 cm® (Corning,
Big Flats, NY) cobertas com 2% de gelatina (Sigma) e crescidas em meio M199
(Sigma) suplementado com 2 mM de glutamina (Sigma), 25 pg/ml de amphotericina B
(Sigma), 100 pg/ml de penicilina (Sigma), 100 pg/ml de gentamicina (Sigma), 0.13%
de bicarbonato de sodio (Sigma), e 20% de SFB. As células foram mantidas a 37°C em
atmosfera imida contendo 5% de CO; até atingirem a confluéncia. Apds o tratamento
com 0.02% de tripsina/0.02% de EDTA (Sigma), as HUVECs foram plaqueadas em
placas de 24 pocos com laminulas cobertas com gelatina e cultivadas em M199-SFB

(20%) a 37°C por 48 horas antes do experimento.
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Os coragdes de camundongos (suigos) foram removidos assepticamente: o atrio
foi removido, e os ventriculos cortados em pequenos fragmentos. Esses fragmentos
foram lavados para retirar as células sangiiineas e incubados 3 ou 4 vezes por 10 min
com Ca*" e Mg®" em solugdo livre de outros sais, contendo 0.05% de tripsina (Difco,
Detroit, MI) e 0.01% de colagenase (tipo II; Worthington, Lakewood, NJ) a 37°C. A
atividade enzimatica foi interrompida com 10% de SFB. Apoés centrifugagdo da
suspensdo a baixa rotagdo, o pellet de células foi ressuspenso em DMEM com 20%
SFB, 2% de extrato de embrido de pinto (SIGMA), ImM glutamina, 1000 U/ml
penicilina, e 50 pg/ml estreptomicina. A suspensdo celular foi depletada de fibroblastos
através do plaqueamento prévio das células em garrafas de culturas cobertas com
gelatina. Apds incubagédo das células por 90 min a 37°C em 5% de CO», o sobrenadante
contendo cardiomiocitos que nao aderiram foi removido e essas células foram
plaqueadas a densidade de 5 x 10° células/mL . No dia seguinte, o meio foi substituido
por DMEM-10% SFB, e as culturas foram mantidas até os cardiomidcitos formarem um
sincicio com contratilidade sincronizada.

Os macrofagos residentes foram obtidos apds a lavagem do peritonio de
camundongos C57BL/6 selvagens e nocautes para TLR2 com PBS gelado. Apds a
centrifugacio do lavado, as células foram plaqueadas a densidade de 5 x 10° células/mL
em meio RPMI-10% SFB em placas de 24 pogos contendo laminulas. As culturas de
macréfagos residentes foram utilizadas apds 24h.

As células de musculo liso humano (estdmago) obtidas no banco de células do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), foram mantidas em meio
DMEM-10% SFB ¢ plaqueadas em placas de 24 pogos a densidade de 2 x 10°
células/pogco em meio DMEM-10% SFB. As culturas foram utilizadas ap6s 24h. Antes

do ensaio de invasdo (descrito posteriormente), as culturas foram lavadas 3 vezes com
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HBSS e suplementadas com DMEM contendo 1 mg/mL de albumina humana
(Octapharma).

Células de ovario de Hamster (CHO) transfectadas com cDNA do receptor ETa
(CHO-ETaR) ou ETb (CHO-ETbR) e sua célula controle (CHO-KI1- controle
transfectadas com o plasmideo (pcDNA3) obtidas da ATCC e foram cultivadas em
meio Ham’s F12 (SIGMA) com 10% (vol/vol) de SFB a 37°C em atmosfera imida

contendo 5% de CO, (gentilmente cedidas pelo Dr. Herbert Tanowitz).

4.3 - Imunofluorescéncia / Confocal

Células endoteliais de veia de cordao umbilical humano (HUVECs) foram
plaqueadas em laminulas de 13-mm a uma densidade de 10° células/pogo em meio
M199 suplementado com 10% de SFB e cultivadas em placas de 24 pogos por 48 h a
37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. As células foram estimuladas com
tGPI-mucina (10nM) purificada da cepa Y de TCT (gentilmente cedida pelo Prof. Igor
Almeida) ou com tripomastigotas de cultura de tecido (10:1— parasita:célula hospedeira)
ou com o meio condicionado gerado por 3x10’ tripomastigotas por 2h em meio M199-
10% de SFB. Em seguida, a monocamada de células foi lavada 2 vezes em PBS e fixada
em paraformaldeido 4% por 10 minutos. Depois, as monocamadas foram lavadas 3
vezes em PBS- BSA 3% (Sigma) e incubadas em 50mM de NH4Cl (Sigma). Apds 30
minutos, as células foram lavadas em PBS-BSA 3% e incubadas por 16h com o
anticorpo primario anti-B;R humano na diluicdo de 1:100 ou anti-B;R + peptideo
bloqueador (gentilmente cedidos pelo Dr. Jean Bascand, Universidade de Tolouse,
Francga). O peptideo bloqueador foi incubado por 1h com anti-B;R na concentragdo final
de 10pg/mL a 4°C. Soro normal de coelho (1:100) foi utilizado como controle negativo.

No dia seguinte, a monocamada de células foi lavada 2 vezes em PBS, 1 vez em PBS-
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BSA 3% e foi incubada por lh no anticorpo secundario anti-rabbit-FITC (1:100)
(SIGMA) protegida da luz. Apds esse periodo, as células foram lavadas 8 vezes em
PBS. As laminulas foram montadas em laminas contendo n-propil galato, seladas com
esmalte e armazenadas a -20°C até a andlise. As imagens foram analisadas em

Microscopio Fluorescéncia Axiovert.

4.4 — PCR em tempo real: Inducio de B;R

HUVECs foram plaqueadas a densidade de 10° células/mL em meio M199
suplementado com 10% de SFB e cultivadas em placas de 6 pocgos por 48 h a 37°C em
atmosfera timida contendo 5% de CO,. As células foram estimuladas com tGPI-mucina
(10nM) ou TCT (10:1) ou meio condicionado por esses tripomastigotas (3x107) por 2h
em meio M199-10% de FCS. Apos esse periodo, a monocamada de células foi lavada 2
vezes em PBS, e depois tripsinizada com Tripsina-EDTA. As células foram lavadas em
25mL de PBS gelado estéril, centrifugadas a 100g por 10 minutos e adicionados 300 pL
de solucdo desnaturante gelada (Kit RNAgents total RNA isolation system, Promega).
A suspensdo foi agitada vigorosamente em vortex e adicionados 30pUL de acetato de
sodio 2M pH 4.0 (Kit RNAgents total RNA isolation system, Promega). Posteriormente,
300pL de fenol:cloroféormio (Kit RNAgents total RNA isolation system, Promega)
foram adicionados, agitando-se a solucdo vigorosamente por 10 segundos. A suspensio
foi incubada por 15 minutos no gelo. Apés o periodo de incubagdo, a suspensdo foi
centrifugada a 10000g por 20 minutos a 4°C, visualizando-se duas fases. A fase superior
aquosa foi transferida para um tubo novo contendo um volume igual de isopropanol (Kit
RNAgents total RNA isolation system, Promega). A suspensdo foi, entdo, incubada por
30 minutos a -20°C e, posteriormente, centrifugada a 10000g por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet ImL de etanol 75% gelado. Apds
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centrifugacdo a 10000g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, e o pellet
foi ressuspendido em agua livre de RNAse (Kit RNAgents total RNA isolation system,
Promega). A dosagem do RNA total foi realizada em espectofotometro (DGV —
Programmable Reader) no comprimento de onda de 260nm. A integridade do RNA foi
analisada em gel de agarose 1% (sigma).

Os sistemas TagMan" e SYBR-Green" de RT-PCR em tempo real foram usados
para quantificagio da expressdo génica. As PCRs TaqMan" foram realizadas no volume
final de 20 PL contendo 100 ng de cDNA, 10 pL do TaqManIj Universal PCR Master
Mix 2x e 1 pL de uma mistura contendo oligonucleotideos sense e antisense (18 UM
cada) e uma sonda associada a um fluoréforo FAM” (5 pM) especificos para os cDNAs
de interesse. As amostras foram submetidas a um protocolo padrao (50 °C-2 min, 95 °C-
10 min, e 50 ciclos de 95 °C-15s e 60 °C-1 min) em que a fluorescéncia era detectada ao
final de cada ciclo pelo aparelho ABI 7000 (Applied Biosystems). Com este método nos
analisamos a expressio do mRNA do receptor B; (sonda: 5’-
CACAGGAACCCAGACAG-3’; oligos: 5’-CCATACAAAACCCCAGCTGAA-3’ ¢
5’-CTTTGGTTAGAAGGCTGTAGCTTCA-3’) e da [-actina (sonda: 5°-
CTGATCCACATCTGCT-3’; oligos: 5’-CTGGCCTCACTGTCCACCTT-3" e 5°-

CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3’).

4.5 - Ensaios de Invasao

Culturas celulares de HUVECs, cardiomiocitos murinos, HSMCs, macrofagos
peritoneais isolados de C57BL/6 selvagens (TLR2'/") e nocautes para TLR2 (TLR27/)
foram plaqueadas em laminulas de 13-mm com densidade de 10° células/pogo em meio
de cultura apropriado suplementado com 10% SFB. As células foram cultivadas em

placas de 24 pogos por 48 h a 37°C em atmosfera iimida contendo 5% de CO,. Antes da
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adicdo dos TCT, as laminulas foram lavadas por 3 vezes em HBSS e adicionado meio
de cultura livre de soro contendo 1 mg/mL de albumina humana. Os TCT foram
adicionados na proporg¢do de 5:1 (parasita:célula hospedeira) e incubados por 3h a 37°C
ou conforme especificado. Quando indicado, as culturas foram suplementadas com
lisinopril (25 pM, Sigma), antagonista de B,R - HOE 140 (0,1uM, Sigma)
(SCHARFSTEIN et al., 2000) ou antagonista de B;R [Leu’]des-Arg’-BK (1 pM,
SIGMA). Os anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4 (Santa Cruz) e seu isotipo controle
IgG2a (gentilmente cedido pelo Dr. Herbert Tanowitz) foram testados na concentrag@o
final de 1pg/mL. O anticorpo monoclonal anti-TLR2 foi gentilmente cedido pelo Dr.
Carsten Kirschning (MENG et al., 2004)

Para caracterizar as vias de sinalizagdo envolvidas na internalizagdo dos TCT
acrescentamos ao meio: (1) 10 nM de wortmanina (inibidor da via PI3K) por 1h, (2)
100 pM de MDL-12 (inibidor da enzima adenilato ciclase) por 30 minutos, (3) 0,5 uM
de tapsigargina (depleta estoques intracelulares de Ca™) por 30 minutos ou 0,4 pg/mL
de Toxina Pertussis (inativador da proteina Gj) por 4 horas. Apds o periodo de
incubacdo, conforme indicado, as células foram lavadas 3 vezes com HBSS e foi
adicionado meio fresco contendo Img/mL de albumina humana. Os TCT foram
adicionados na propor¢ao de 10:1 (parasita:célula hospedeira). Apos 1h de interagdo, os
parasitas extracelulares foram removidos, e as monocamadas foram fixadas em Bouin
(SCHARFSTEIN et al., 2000) e coradas com Giemsa (Sigma).

Para avaliar a participacdo do B;R no mecanismo de invasdo celular, HUVECs
foram lavadas 3 vezes com HBSS e em seguida (i) estimuladas com 5 ng/mL de
lipopolissacarideo (LPS) (Escherichia coli O111:B4, Sigma) ou (ii) 10 nM de tGPI-
mucina ou sobrenadante da secregdo de 3 x 107 tripomastigotas em M199-10% de SFB

(meio condicionado). Nos experimentos com musculo liso humano utilizou-se 25 nM
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de tGPI-mucina. Apds 2h de ativacdo a 37°C as células tratadas com LPS, tGPI-mucina,
meio condicionado ou apenas em meio com soro, foram lavadas com 3 vezes com
HBSS, os TCT foram adicionados na propor¢do de 5:1 ou conforme indicado
(parasita:célula hospedeira). Apos 3h de interacdo, os sobrenadantes das culturas
celulares contendo parasitas que ndo invadiram células foram removidos. A
monocamada celular infectada foi lavada 3 vezes em HBSS e 1 vez em PBS, seguida da
fixagdo com a solugdo de Bouin e coloracdo com Giemsa. O indice de infec¢do foi
determinado através da quantificagdo do ntimero de parasitas intracelulares em 100

células por laminula.

4.6 - Entrada x Retencio na célula hospedeira

Para avaliar os niveis de entrada/retengdo dos TCT em células de musculo liso
humano, os ensaios de entrada/retencdo foram realizados, conforme descrito por
SANTOS (tese de doutorado de Camila Chaves Santos). Esse protocolo envolve a
adicdo dos TCT (100pl) diretamente sobre a monocamada de células, na propor¢do de
20:1 (parasita: célula hospedeira). Para avaliar a eficiéncia da entrada, os parasitas
extracelulares foram removidos apds 10 minutos e incubadas por mais 10 minutos, em
meio DMEM contendo 1mg/mL de albumina humana a 37°C, e em seguida fixadas.
Para avaliar os niveis de retencdo, as células foram incubadas por mais 40 minutos a
37°C, e entdo foram fixadas. As laminulas fixadas em solu¢do Bouin foram coradas
com Giemsa e o nimero de parasitas internalizados foi avaliado em microscopio 6tico.

Quando indicado, as células foram tratadas com o antagonista do receptor ETa
(1uM) (BQ-123-American Peptide) ou ETb (10uM) (BQ-788-Calbiochem), anticorpos
monoclonais neutralizantes anti-TLR2 (1pg/ml) (gentilmente cedido pelo Dr. Carsten

Kirschning) e anti-TLR4 (1pg/ml) (Santa Cruz) ou seu isotipo controle - [gG2a (1pg/ml

54



— gentilmente cedido pelo Dr. Herbert Tanowitz) para discriminar a participacdo dos

receptores envolvidos na entrada e reteng@o dos parasitas na célula hospedeira.

4.7 - Determinac¢ido da producio da citocina IL-6 e da quimiocina IL-8 in vitro

HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 2x10° células em meio M199
suplementado com 10% SFB e foram cultivados em placas de 24 pogos por 48 h a 37°C
em atmosfera iimida contendo 5% de CO,. As HUVECs foram estimuladas ou ndo com
10nM de tGPI-mucina ou tripomastigotas Dm28c na propor¢ao 5:1 (parasita:célula) por
3h na presenga de meio suplementado com 10% SFB. Apds esse tempo, as células
foram lavadas 3x em HBSS e foi adicionado meio contendo 10% SFB. Os
sobrenadantes das culturas foram recolhidos ap6s 18h, centrifugados (850 x g por 5 min

a 4°C) para remocéo dos parasitas ¢ congelados para posterior anélise da quimiocina.

Para determinag¢do de IL-8 e IL-6 foi realizado um ELISA de captura (R&D
Systems). A concentrag¢do da quimiocina foi avaliada através de curva-padrao preparada
com a quimiocina recombinante. Os valores de concentragdo representam a média +
desvio padrao de triplicatas. As andlises estatisticas entre os valores de média foram
determinadas por Analise de Varidncia (ANOVA) com p < 0,05 ao nivel de

significancia.

4.8 - Determinaciao da molécula de adesao E-selectina in vitro

HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 5x10* células em meio M199
suplementado com 10% SFB e foram cultivados em placas de 96 pogos por 48 h a 37°C
em atmosfera umida contendo 5% CO,. As HUVECs foram estimuladas ou ndo com
10nM de tGPI-mucina ou TCT Dm28c na proporg¢ao especificada de parasita:célula por

6h na presenca de meio suplementado com 10% SFB. Apds esse tempo, as células
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foram fixadas em 1% de paraformaldeido por 10 minutos, e bloqueada com 5% de leite
molico, ap6ds 1 hora as células foram lavadas 3x em PBS Tween 0,05% e incubadas no
anticorpo anti- E-selectina (1:100). Apds 2 horas as células foram lavadas 3x em PBST
e incubadas no anticorpo secundario anti-mouse conjugado a peroxidase (1:5000) por
lh. Apds lavagem, o substrato BD Opteia (substrato A + substrato B; vol/vol) foi
adicionado por 30 minutos e a reacdo foi paralisada em 2N de H,SO4. O ELISA foi lido

na absorbancia de 450nm.

Os valores representam média * desvio padrdo de triplicatas As analises
estatisticas entre os valores de média foram determinadas por Andlise de Variancia

(ANOVA) com p < 0,05 ao nivel de significancia.

4.9 - Analise Histopatologica

Os experimentos foram realizados com camundongos das linhagens C57BL/6
(WT) ou C57BL/6 B;R/, fémeas, 35-50 g, mantidos a 22 + 2°C em um ciclo claro-
escuro de 12h. Quando indicado, os animais foram previamente tratados
intraperitonealmente (i.p.) com o inibidor da ECA, captopril (4mg/kg) (Sigma), 1 hora
antes da injecdo dos parasitas. Os animais foram inoculados na pata com 10° TCT em
PBS. Apdés 4 meses de infeccdo, os camundongos (4 animais por grupo) foram
sacrificados e os coragdes coletados em OCT (Tissue Tek) para andlise histopatologica.
Os coragoes, embebidos em OCT, foram cortados em secgdes de 7m e corados com
hematoxilina—eosina (H&E) (Sigma) ou Picrosirius (Sigma) para deteccdo da fibrose.
As amostras foram analisadas no microscopio Zeiss Axiovert 135 acoplado a Axiocam
HR CCD de alta resolucdo com camera de video (Zeiss, Germany). A fibrose foi
analisada em pelo menos 30 campos da sec¢do do coragdo. A quantificagdo da fibrose

foi feita por determinacdo digital da area de fibrose corada em vermelho (Image Pro
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Plus 5.01, Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD, USA) a partir de 30 campos da
mesma sec¢do. Os resultados foram expressos como area relativa de fibrose nos campos

analisados.

4.10 - PCR em tempo real: B[R /" x B;R 7/

Para analisar a resposta inflamatéria em camundongos B;R™", analisamos o perfil
de quimiocinas presentes no cora¢dao por PCR em tempo real.

Para isolar o RNA total dos coracdes, o tecido foi embebido em TRIZOL"
(Gibco) (10° células/ImL de TRIZOL") e homogeneizado em Tissuemizer. O material
foi deixado a temperatura ambiente por 5 minutos permitindo a dissociagdo dos
complexos nucleoprotéicos. Em seguida, adicionou-se 200l de cloroférmio (Merck)
(agitados por 15 segundos) e a suspensdo foi incubada a temperatura ambiente por 3
minutos. Apos esse periodo, a suspensao foi centrifugada a 9000g por 15 minutos a 4°C
e a fase aquosa foi transferida para um tubo novo. O RNA foi precipitado da fase
aquosa, adicionando-se 500pl de isopropanol (Merck) por 10 minutos a temperatura
ambiente. O material foi centrifugado a 4500g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet lavado com 1 ml de etanol 75% a 4500g por 5 minutos a 4°C. O
RNA foi, entdo, ressuspendido em 20ul de H,O DEPc (dietil pirocarbonato — 0,1%
final) (Sigma). A dosagem do RNA foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 260nm e a integridade avaliada em gel de agarose 1%.

O cDNA foi sintetizado utilizando o Superscript II reverse transcriptase (Gibco).
Uma curva padrao de 3.05 pg a 30.5ng para a quantificagdo por Real time PCR foi feita
utilizando os primers especificos para CCLS/RANTES F(5’TGG AGA TGA GCT AGG
ATA GAG G 3’) R(5” AGT AGG GGA TTA CTG GAG TGG 3’) e CCL3/MIP-1a

F(5> TCT CTG TAC CAT GAC ACT CTG C 3°); R(5> GTA TTC TTG GAC CCA
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GGT CTC T 3’). O PCR quantitativo foi realizado utilizando 400 ng de cDNA, 1ng do
primer RANTES-F/ RANTES-R e MIP-1a-F / MIP-10-R que amplifica um produto de
113pb e 123pb respectivamente, 25mM de MgCL,, LigftCycler FastStart Master
SYBER Green I (Roche Applied Science), e d4gua para PCR (Roche Applied Science) a
um volume total de 20puL. Uma reagdo em pararela foi feita para cada amostra,
utilizando 10 ng do DNA gendmico e Ing do primer GAPDH F (5TAG AGG TCG
GTG TGA ACG GAT TTG GC 3’); R (5’ CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC
3”), que amplifica um produto de 983 pb. Essas reagdes foram misturadas e adicionadas
em capilares, tampados e centrifugados a 300 x g por 10 segundos, e colocados no
LightCycler. Na fase de desnaturacdo, os capilares sdo aquecidos até 95°C a 20°C /
segundo e se mantém por 10 minutos. Durante 45 ciclos da fase de amplificacdo, sdo
trés etapas: 95°C por 5 segundos, 55°C por 5 segundos, e 72°C por 10 segundos, todos a
20°C / segundo. Durante a fase de extensdo, a intensidade de fluorescéncia ¢ adquirida
como um simples detector de cor (SYBER Green I). A terceira fase foi mantida a 95°C
a 20°C / segundo por 0 s, 65°C a 20°C /s por 15s, e finalmente 95°C a 0.1°C /s por 0s.
Durante a fase de anelamento, o setting de aquisi¢do ¢ “continuo”. A fase final ¢ a fase
de esfriamento, que nos ultimos 30 s a 40°C a 20°C / s. A aquisi¢do e analise dos dados

foi feita com LightCycler software versao 3.0.

4.11 - Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism.
Comparagdes entre médias de mais de dois grupos foram feitas utilizando analise de
variancia (ANOVA). Quando os valores de média dos grupos apresentam diferencas
significativas, realizamos a comparacdo entre os pares das médias usando o teste de

Tukey (ANOVA). p< 0,05 foi considerado.
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5 - Resultados

5.1 — Envolvimento de receptores de endotelina na invasao celular

SANTOS (tese de doutorado de Camila Chaves Santos, 2006), verificaram que
HSMCs em estado de repouso (isto €, ndo ativadas por estimulos pro-inflamatérios) sdo
um modelo adequado para investigar as vias de sinalizacdo envolvidas nas etapas de
entrada e retencdo do 7. cruzi. Enquanto a participacdo do célcio intracelular ¢
importante na etapa de entrada do parasita na célula hospedeira, o pré-tratamento das
células com inibidores de PI3K promoveram aumento significativo da taxa de retencao
dos TCT Dm28c em comparagdo com o controle ndo tratado, sugerindo uma modulagio
negativa da PI3K na retengdo do parasita na célula hospedeira. Segundo os autores, a
invasdo de HSMCs (repouso) ndo envolve a participacdo de B,R (CHAVES et al., em
preparacao). Tendo em vista as evidéncias apontando o envolvimento da via de
endotelina na ativagdo de células endoteliais e musculo liso (revisado por
KEDZIERSKI ¢ YANAGISAWA, 2001), achamos que seria pertinente examinar o
efeito dos antagonistas de ETaR e ETbR nos mecanismos de entrada e reten¢do do
parasita na célula hospedeira. Em busca de uma prova de principio, primeiramente
utilizamos monocamadas sub-confluentes de células CHO que super expressam os
receptores ETa (CHO-ETaR) ou ETb (CHO ETbR), ou CHO controle (CHO-K1) na
presenca ou auséncia dos antagonistas especificos para esses receptores. Apos 3h de
interagdo (parasita:célula hospedeira - 5:1) em meio HAM’s Fl12-albumina humana,
verificamos que a adigdo dos antagonistas especificos para ETaR ou ETbR em células
CHO-ETaR ou CHO-ETbR foram parcialmente capazes de inibir a invasdo dos TCT
respectivamente em torno de 40% e 55%. Esses resultados indicam que os
tripomastigotas sdao capazes de infectar células CHO através da ativagdo dos dois

subtipos de receptores de endotelina: ETaR ou ETbR. (figura 1).
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Figura 1- TCT Dm28c invadem células CHO através da ativaciio de receptores de
endotelina

TCT Dm28c foram incubados com células CHO transfectadas com (i) receptores de endotelina
CHO-ETaR, (ii) CHO-ETDbR na proporg¢do de 5:1 (parasita:célula hospedeira) por 3h a 37°C, em
meio Ham’s F-12-albumina humana. Onde indicado, foi adicionado 10 pM de BQ-788
(antagonista ETbR) ou 1uM BQ-123 (antagonista ETaR). Apds esse periodo as células foram
lavadas e fixadas em Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas intracelulares foi
determinado por contagem em microscopio Optico. O indice de infeccdo (médias + SD)
representa o numero de amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferengas
estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=2)
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Para verificar se os TCT sdo capazes de utilizar os receptores de endotelina
durante a invasdo de células que expressam naturalmente esses receptores, realizamos
ensaios de invasdo com trés tipos celulares: HMSCs, HUVECs e cardiomiocitos de
camundongos. Cabe ressaltar que as HMSCs e os cardiomidcitos expressam os dois
subtipos de receptores de endotelina, ETaR e ETbR, enquanto qua as células endoteliais
expressam apenas o subtipo ETbR (revisado por KEDZIERSKI e YANAGISAWA,
2001).

Conforme demonstrado na figura 2, a infec¢do de HSMCs foi parcialmente
inibida tanto por antagonista de ETaR (75%) quanto por antagonista de ETbR (85%).
Em cardiomi6citos murinos, a adi¢do dos antagonistas de ETaR ou ETbR no momento
da infeccdo reduziu a invasdo em torno de 30% e 35% respectivamente. Consistente
com a expressdo seletiva de ETbR em HUVECs, a adicdo do antagonista de ETbR
reduziu a invasdo em torno de 40%, enquanto o antagonista de ETaR nao teve efeito.
Esses resultados indicam que os parasitas invadem esses diferentes tipos de células

mediante ativagdo de receptores de endotelina (Figura 2A, 2B, 2C).
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Figura 2- Tripomastigotas de 7. cruzi invadem células endoteliais, musculares e
cardiomiocitos através da ativacio de receptores de endotelina

(A) HUVECs (B) células de musculo liso humano e (C) Culturas primarias de cardiomidcitos de
camundongos foram incubadas com TCT Dm28c na proporcdo de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) por 3h em meio DMEM suplementadas com albumina humana. Onde indicado, foi
adicionado 10 pM de BQ-788 (antagonista ETbR) ou 1puM BQ-123 (antagonista ETaR)
momentos antes da interacdo. Apos esse periodo, as células foram lavadas, fixadas em Bouin e
coradas com Giemsa. O niimero de parasitas intracelulares foi determinado por contagem em
microscopio optico. O indice de infecgdo (médias = SD) representa o nimero de amastigotas
intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de
p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=3).
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5.2 — Cooperacio entre GPCRs: ETbR/CS5aR

A existéncia de interacdes diretas entre varios receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) tem sido demonstrada por uma variedade de técnicas bioquimicas, fisiologicas
e farmacologicas (BOUVIER, 2001; DEVI, 2001), por exemplo, a heterodimerizaciao do
receptor B, com receptores de angiotensina II do tipo I (AT;R) em células HEK 293
(ABDALLA et al., 2000). Acredita-se que a formacao desses complexos possa modular
a transducdo de sinal em vérios niveis, incluindo a ligagdo com o proprio ligante
(JORDAN et al., 2001; ROCHEVILLE et al., 2000), influenciando por conseguinte na
eficiéncia e poténcia da sinalizagdo (ABDALLA et al., 2000).

Motivados por esses estudos, resolvemos investigar a relagdo funcional entre os
receptores ETbR e C5aR no mecanismo de invasdo de células endoteliais.

Os resultados mostram que HUVECs tratadas com o antagonista de ETbR ou
A8B apresentam taxas semelhantes de inibicdo da invasdo (38%), demonstrando a
participagdo dos receptores C5a na invasdo de células endoteliais in vitro. Com efeito, a
adicdo conjunta do A8B com antagonista de ETbR ndo apresentam efeitos inibitorios
aditivos, sugerindo a existéncia de cooperacdo entre esses dois receptores

(C5aR/ETbR).
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Figura 3 — Mecanismos de invasio interdependentes: CSaR/ETbRs

HUVECs foram incubadas por 3h com TCT Dm28c na proporg¢do de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina humana. Onde indicado, foi
adicionado 10uM de BQ-788 (antagonista de ETbR) ou 100nM de A8B (antagonista de C5aR)
ou 10uM de VS@ (inibidor de cruzipaina). A interacdo celular procedeu por 3h a 37°C. O
nimero de parasitas intracelulares foi determinado or contagem em microscopio optico. Os
valores sdo reportados como média £ SD do numero de parasitas intracelulares por 100 células

(triplicata). As diferencas estatisticas (P<0.05) entre as barras sdo marcados com letras iguais.
(n=3)

64



5.3- Analise das vias de sinalizacio ativadas pelos tripomastigotas Dm28¢

Diversos estudos tém relatado a mobilizagdo de cdlcio da célula hospedeira
como um requisito fundamental para o processo de invasdo pelo 7. cruzi (TARDIEUX
et al., 1994; RODRIGUEZ et al., 1995; BURLEIGH et al., 1997; CALER et al., 1998;
SCHARFSTEIN et al., 2000). Sabe-se que a ativagao de ETaR em células de musculo
liso elicitam uma contracdo duradoura através do aumento nas concentragdes de calcio
citosolico e ativagao de Rho cinases (SEO et al., 1994; SEKO et al., 2003). Por outro
lado, a ativacdo de ETbR em células endoteliais estimula a liberacdo de NO e de
prostaciclinas promovendo o relaxamento da musculatura vascular lisa indiretamente
(de NUCCI et al., 1988).

Para analisar se a deplecdo de célcio interfere na invasdo celular, as HUVECs
foram incubadas com tapsigargina, droga que depleta estoques de Ca™ de reticulo
endoplasmatico (THASTRUP et al., 1990) por 30 minutos antes da interacdo com o0s
TCT. A adigdo da tapsigargina reduziu a invasdo em 50%, o que indica que os parasitas
dependem da mobilizagio de estoques intracelulares de Ca™ para invadir HUVECs. E
interessante notar que a administracdo conjunta de tapsigargina e do antagonista de
ETDbR abole a invasdo das células endoteliais. Esses dados indicam que a via de entrada
dependente de endotelina, ETbR, nas HUVECs provavelmente ndo depende da
moblizagio de Ca'® intracelular. Entretanto, nossas experiéncias nio excluem a
participagdo de estoques de cdlcio provenientes da abertura de canais (SOCCs ou
NSCCs) via ETbR (revisado por KAWANABE e NAULI, 2005; IWAMURO et al.,
1998; GOTO et al, 1989). Dessa forma, podemos sugerir que as vias de entrada
mediada por mobilizagdo de [Ca™]; ¢ pela via ETbR tem efeitos independentes e

complementares no mecanismo de invasao de HUVECs.

65



Amastigotas / 100 células

N
N 1

- - -
(o] o N H
" 1 " 1 1 1 1 ]

[«2]
M 1

N
L 1

HUVEC
“repouso”

*%
*kk

o

Meio

Antag ETbR Meio

[ Tapsigargina

[ ] Meio

*kk

-

»
jote

l C5aR / ETbR
[Ca*2]; >
Invasdo

66

Antag ETbR

Figura 4 — Complementariedade entre as vias de invasio [Ca™’]; e ETbR

HUVECs foram previamente incubadas (barras pretas) ou ndo (barras brancas) com 0,5 UM de
tapsigargina por 30 minutos a 37°C em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Em
seguida, as células foram lavadas, submetidas a interagdo com TCT Dm28c na propor¢do de
10:1 (parasita:célula hospedeira) por 1h a 37°C, em meio DMEM suplementado com albumina
humana, na presenca ou auséncia de 10uM de BQ-788 (antagonista de ETbR). Apos esse
periodo as células foram lavadas, fixadas em Bouin e coradas com Giemsa. O numero de
parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio oOptico. O indice de
infeccdo (médias £ SD) representa o numero de amastigotas intracelulares por 100 células (em
triplicata). As diferengas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos

iguais. (n=3)



Recentemente SANTOS e cols. demontraram que o pré-tratamento de HSMCs
com o inibidor da PI3K resultou em aumento significativo da invasdo pelos TCT
Dm28c, indicando que a PI3K atua como um modulador negativo da invasdo mediada
pela cruzipaina. Vale ressaltar que essa modulacdo negativa ocorre de maneira cepa
especifica, uma vez que a invasdo da cepa Y em HSMCs pré-tratadas com wortmanina
foi inibida significativamente, corroborando os dados descritos na literatura para a
invasdo de outros tipos celulares por essa cepa (WOOLSEY et al., 2003; ANDRADE e
ANDREWS, 2004).

Nessa mesma linha, avaliamos a participacdo da PI3K na invasdo de HUVECs
por tripomastigotas da cepa Dm28c. O tratamento prévio das células endoteliais com
wortmamina, inibidor irreversivel da PI3K, na auséncia de soro por 1h antes da adi¢do
dos TCT, resultou em uma diminui¢ao de 30% na taxa de invasdo dos TCT Dm28c
quando comparados com as células controles, sugerindo que a ativagdo da PI3K
contribui para o processo de invasdo de células endoteliais. Para verificar se a ativagdo
de PI3K ¢ controlada por ETbR, repetimos a experiéncia anterior com wortmanina,
dessa vez adicionando o antagonista de ETbR momentos antes da invasdo. Nessas
condic¢des, observamos que a adigdo conjunta dessas drogas foi capaz de reduzir a taxa
de invasdao em 75% em relacdo aos controles tratados apenas com wortmanina (25%) ou
antagonista de ETbR (25%), sugerindo que as vias ETbR e PI3K-dependentes exercem

fungdes complementares, no mecanismo de invasdo de HUVECs (Figura 5).
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Figura 5- Vias de sinaliza¢io independentes: PI3K x ETbR

HUVECs foram previamente incubadas (barras pretas) ou ndo (barras brancas) com 10 nM de
wortmanina por 1 hora a 37°C em meio DMEM suplementado com albumina humana. Em
seguida, as células foram lavadas, submetidas a interagdo com TCT Dm28c na proporcao de 5:1
(parasita: célula hospedeira) por 3h a 37°C, em meio DMEM suplementado com albumina
humana, na presenca ou auséncia de 10uM de BQ-788 (antagonista de ETbR). Apos esse
periodo, as células foram lavadas, fixadas em Bouin e coradas com Giemsa. O nimero de
parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio Optico. O indice de
infeccdo (médias £ SD) representa o numero de amastigotas intracelulares por 100 células (em
triplicata). As diferengas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos
iguais. (n=2)
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Considerando que receptores ETbR ativam principalmente proteinas G da
familia G; € Gg11 (EGUCHLI et al., 1993; CRAMER et al., 2001), resolvemos verificar
se a adicdo da toxina PTx interfere sobre o mecanismo de invasdo de HUVECs. Nossos
resultados indicam que a PTx reduziu em 60% a invasdo celular, indicando que a G; esta
envolvida nesse processo. Entretanto a adi¢cdo conjunta da PTx com o antagonista de
ETDbR reduziu ainda mais a invasdo de HUVECs (75% em relagdo a taxa de invasdo
com PTx somente), indicando que a ativacdo de ETbR e a via de sinalizacdo mediada
por G; sdo independentes, justificando assim os efeitos aditivos aqui demonstrados

(Figura 6).
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Figura 6 — G; é ativada por vias independentes de ETbR em HUVECs

HUVECs foram previamente incubadas (barras pretas) ou ndo (barras brancas) com 0,4g/mL
toxina pertussis (PTx) por 4h a 37°C em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Em
seguida, as células foram lavadas, submetidas a interagdo com TCT Dm28c na propor¢ido de
10:1 (parasita:célula hospedeira) por 1h a 37°C, em meio DMEM suplementado com albumina
humana, na presenca ou auséncia de 10uM do BQ-788 (antagonista de ETbR). Apos esse
periodo as células foram lavadas em e fixadas em Bouin e coradas com Giemsa. O niimero de
parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio oOptico. O indice de
infeccdo (médias £ SD) representa o numero de amastigotas intracelulares por 100 células (em
triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos
iguais. (n=2)
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Complementando os estudos acima descritos, resolvemos avaliar se a invasdo de
HUVECs era dependente da geragdo de AMPc. Para isso, a monocamada de HUVEC
foi incubada com o inibidor irreversivel da enzima adenilato ciclase (MDL12) 30
minutos antes de acrescentar os TCT (lh de interagdo). Foi possivel observar que a
inibicdo da adenilato ciclase promoveu um aumento da taxa de invasdo em 50%,
indicando que a geracdo de AMPc regula negativamente a invasao de células endoteliais
pelo 7. cruzi. Surpreendentemente, a adicdo conjunta do MDL12 com o antagonista de
ETbR promoveu um vigoroso aumento (3x) na infec¢do celular quando comparado as
células tratadas apenas com MDL12, sugerindo que baixos niveis de AMPc revertem o
efeito da sinalizagcdo dependente de ETbR, passando a modulador negativo da invasdo.
Quando ETbR ¢ bloqueado hd um aumento de invasdo possivelmente as custas da
ativagdo de C5aR, ja que a adicdo do A8B nas células pré-tratadas com MDLI12 e
antagonista de ETbR apresentam inibicdo da invasdo em torno de 90%. Os dados
sugerem que os niveis de AMPc controlam o grau de inter-relacdo funcional do

subconjunto ETbR/C5aR (Figura 7).
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Figura 7- Os niveis de AMPc controlam o grau de inter-relacdo funcional do subconjunto
ETbR/C5aR

HUVECs foram previamente incubadas (barras pretas) ou nao (barras brancas) com 100uM de
MDL12 (inibidor da adenilato ciclase) por 30 minutos a 37°C em meio DMEM suplementado
com albumina humana. Em seguida, as células foram lavadas, submetidas a interagdo com TCT
Dm28c na proporg¢ao de 10:1 (parasita:célula hospedeira) por 1h a 37°C, , em meio DMEM-
albumina humana, na presenca ou auséncia de 10uM de BQ-788 (antagonista de ETbR). Apos
esse periodo as células foram lavadas, fixadas em Bouin e coradas com Giemsa. O numero de
parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio Optico. O indice de
infeccao (médias £ SD) representa o nimero de amastigotas intracelulares por 100 células (em
triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos
iguais. (n=2)
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5.4 —iECA influenciam a formacio de subconjuntos de GPCRs responsaveis pela
invasio de HUVECs (repouso)

Conforme discutido na introducgdo, os TCT liberam cininas ao interagir com
HUVECs, mas esses peptideos sdo rapidamente degradados pela ECA, impedindo assim
que o B,R seja ativado e, por conseguinte, contribuindo no mecanismo de invasdo. Em
trabalhos anteriores essa limitacdo pode ser experimentalmente contornada mediante a
adicdo de inibidores da ECA nas culturas, por exemplo, lisinopril. Trabalhos recentes do
nosso grupo indicam que a resposta edematogénica do 7. cruzi depende de efeitos
cooperativos entre TLR2, B,R (MONTEIRO et al., 2006).

Tendo em vista esses dados, resolvemos investigar a relagdo funcional entre os
receptores no mecanismo de invasdo (B,R, ETbR e TLR2). Com essa finalidade,
adicionamos lisinopril as culturas de HUVECs, conforme descrito em trabalhos
anteriores (SCHARFSTEIN et al., 2000; TODOROV et al., 2003)

Os resultados mostram que, na presenca do lisinopril, observa-se uma redugao
significativa da invasdo em HUVECs tratadas com HOE-140 e antagonista de ETbR
apresentando as mesmas taxas de inibicdo da invasdo (55%) observados com os
antagonistas acrescentados individualmente. Com efeito, a adi¢do conjunta do HOE 140
com antagonista de ETbR ndo apresentam efeitos inibitdrios aditivos. Isso sugere a

existéncia de cooperacao entre os receptores ETbR/B,R (Figura 8).
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Figura 8 - Lisinopril permite a ativacio de B;R, tornando a invasido celular
dependente de um subconjunto funcional formado por BR/ETbR

HUVECs foram incubadas por 3h com TCT Dm28c proporcdo de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina humana na presenga de lisinopril
(25pM). Onde indicado, foi adicionado 10uM do antagonista de ETbR ou 0,1uM do Hoel40
(antagonista de B,R). A interagcdo celular procedeu por 3h a 37°C. O numero de parasitas
intracelulares foi determinado or contagem em microscopio Optico. Os valores sdo reportados
como média = SD do numero de parasitas intracelulares por 100 células (triplicata). As
diferencas estatisticas (P<0.05) entre as barras sao marcados com letras iguais. (n=3)

74



5.5 - iECA ¢é um pré-requisito para recrutamento de TLR2/4 nos subconjuntos
funcionais formados por B,R/ETbR

Dados preliminares obtidos durante minha tese de mestrado demonstram que o
parasita ¢ capaz de invadir CHO-TLR2 com mais eficiéncia do que CHO-controle,
sendo o efeito abolido pela adi¢do de anticorpos neutralizantes anti-TLR2.

Para avaliar se a sinalizagdo via TLR2 contribui para o processo de invasdo das
HUVECs, a monocamada de células foi incubada em meio suplementado com albumina
humana e/ou lisinopril. Surpreendentemente o anticorpo anti-TLR2 s6 foi capaz de
reduzir as taxas de invasdo de HUVECs em culturas suplementadas por inibidores da
ECA (em torno de 50%), ou seja, em condi¢des que favorecem o acumulo de cininas e
consequentemente promovendo ativacdo de BR (Figura 9A e 9B). Experiéncias
realizadas com anticorpo anti-TLR4 mostram efeitos semelhantes. Logo, a dependéncia
de TLR ¢ coordenada pela ativagdo de BsR.

Em seguida, nos perguntamos se a sinalizacdo via TLRs e do receptor B, sdo
interdependentes.

Onde indicado, adicionamos o antagonista do receptor B, (HOE 140) ou
anticorpo monoclonal neutralizante contra TLR2 e o seu isotipo controle durante a
interagdo com os TCT por 3h. Na figura 9C, os resultados mostram uma inibi¢do de
60% na taxa de invasdo das células tratadas com anti-TLR2 ou HOE140 quando
comparadas com o controle, ndo sendo observado nenhum efeito nas células tratadas
com o isotipo controle. E importante destacar que a adi¢do conjunta de HOE 140 e anti-
TLR2 nas culturas suplementadas com lisinopril ndo tem efeitos inibitdrios aditivos,
sugerindo que os receptores B,R ¢ TLR2 formam um subconjunto funcional, ou seja,
atuam de maneira interdependente durante a invasao dos TCT em HUVEC: (figura 8C).
Entretanto, vale ressaltar que a cooperagdo entre esses receptores ocorre somente na

presenca do inbidor da ECA.
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Figura 9 - Cooperacio entre B,Rs e TLR2

HUVECs foram incubadas por 3h com TCT Dm28c na propor¢do de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina humana, na auséncia ou presenga de
lisinopril. Onde indicado, foi adicionado ou 0,1pM de HOE 140 ou 1pg/ml do anticorpo anti-
TLR2 ou 1pg/ml do anticorpo anti-TLR4 ou 1pg/mL do anticorpo isotipo controle IgG2a. A
interacdo celular procedeu por 3 h a 37°C. Apos esse tempo, as células foram lavadas, fixadas
com Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas intracelulares foi determinado por
contagem em microscopio optico. O indice de infec¢do (médias + SD) representa o numero de
amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com
significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=4)
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5.6 — Vias de sinaliza¢do independentes: B,Rs e C5aR

Na se¢do anterior demonstramos que os mecanismos de invasdo em HUVECs
depende de um “cross-talk” entre C5aR e ETDbR. Para avaliar a possibilidade de
convergéncia entre as vias de cinina (B,R) e a via de C5aR, a monocamada de HUVECs
foi incubada com o antagonista especifico para o receptor de C5a (A8B) sozinho ou em
conjunto com o antagonista para os receptores B, de cinina (HOE-140) durante a
interagdo com os tripomastigotas por 3h. Os dados corroboram experiéncias anteriores
que mostram que o parasita ¢ capaz de invadir células endoteliais através da ativacao
dos receptores BoR e C5aR, ja que observamos inibi¢do de 53% e 34% da infeccdo na
presenca dos antagonistas seletivos de BoR (HOE-140) e C5aR (A8B) respectivamente.
Porém, a adi¢do conjunta dos dois antagonistas possui efeito inibitério aditivo (inibicao
de 80%), sugerindo que as sinalizacdes ativadas por esses receptores sdo distintas e

complementares (Figura 10).
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Figura 10 — Vias de sinalizacio independentes: B;R e C5aR

HUVECs foram incubadas por 3h com TCT Dm28c na proporg¢do de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina humana e lisinopril. Onde indicado,
foi adicionado 0,1uM de HOE 140 ou 10 nM de A8B (antagonista do C5aR). A interacao
celular procedeu por 3 h a 37°C. Apos esse periodo, as células foram lavadas, fixadas com
Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas intracelulares foi determinado por
contagem em microscopio optico. O indice de infeccdo (médias = SD) representa o niimero de
amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com
significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=3)
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5.7 — Analise da contribuicio diferencial de GPCRs versus TLRs nas etapas de
entrada x retencao dos TCT

Em estudos recentes, CHAVES e cols. demonstraram que o 7. cruzi invade
células ndo-fagociticas através de um processo que pode ser dividido em duas etapas:
entrada e retencdo (CHAVES et al., em preparagdo). A entrada do parasita pode ocorrer
devido a indugdo de uma via Ca"*-dependente e que requer a fusdo dos lisossomos com
a membrana plasmatica da célula hospedeira. Além dessa via, outros estudos sugerem
que o parasita pode provocar a invaginacdo da membrana plasmatica (via lisossomo
independente), e ambas dependentes da ativagdo de PI3-K em etapas diferentes
(WOOLSEY et al.,2003).  Uma vez internalizado no vactolo parasitéforo, o parasita
emite sinais de retengdo, PI3K dependentes, que promovem a fusdo do vacuolo com os
lisossomos (ANDRADE e ANDREWS, 2004).

Baseado nessas informagdes fomos analisar quais receptores estariam
envolvidos na entrada e retencdo dos tripomastigotas na célula hospedeira. Para isso,
realizamos ensaios de intera¢do do parasita com a célula de musculo liso humano, em
repouso, em tempos curtos (10 minutos) e as culturas eram fixadas ou mantidas por
mais 40 minutos adicionais, para permitir avaliar a retencdo posterior (Figura 11).
Podemos observar a participagdo de C5aR (Figura 11B), TLR2, TLR4 (Figura 11C) e
ETbR na entrada, enquanto os ETaRs sdo importantes para a retencdo do parasita na

célula hospedeira (Figura 11A).
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Figura 11- Receptores envolvidos na entrada x retencio dos TCT na célula hospedeira
Células de musculo liso humano foram lavadas e incubadas por 3h com TCT Dm28c na
propor¢ao de 20:1 (parasita:célula hospedeira) em meio DMEM suplementado com albumina
humana. Os ensaios foram realizados em volume de 100pl, com adigdo dos tripomastigotas
diretamente sobre a monocamada de células, durante 10 minutos a 37°C. Em seguida, a
monocamada de células foi lavada varias vezes para a retirada dos parasitas ndo internalizados
ou ndo aderidos, e incubadas por mais 10 minutos, em meio DMEM suplementado com
albumina humana a 37°C. Para retencdo, as células foram incubadas por mais 40 minutos a
37°C. As laminulas foram fixadas em solu¢do Bouin nos tempos de 20 minutos e 60 minutos de
interagdo, coradas com Giemsa. Para discriminar a participagdo dos receptores envolvidos na
entrada e retengdo dos parasitas na célula hospedeira as células receberam tratamento com 1UM
do antagonista de ETaR ou com 10puM do antagonista de EtbR (Figura 11A) ou com anticorpos
anti-TLR2 (1pg/ml) ou anti-TLR4 (1pg/ml) (Figura 11C) ou com A8B (10 nM) (Figura 11B). O
nimero de parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio optico. O
indice de infec¢do (médias = SD) representa o nimero de amastigotas intracelulares por 100
células (em triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas
com asteriscos iguais (n=4).
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5.8 — Ativacao de células endoteliais pelos TCT Dm28c

Durante minha tese de mestrado foi demonstrado que as tGPI-mucinas,
ligantes de TLR2, liberadas das vesiculas secretadas pelos TCT, sdo capazes de induzir
a expressao de BjR em HUVECsS, tornando as células mais susceptiveis a invasdo pela
via BjR/ cininase I, por um mecanismo dependente da ativagdo de NF-kB. Para avaliar
a capacidade do TCT de induzir a expressao de B;R no endotélio, as HUVECs foram
incubadas por 2h na presenca de TCT Dm28c (10:1) por 2h ou LPS (1 pg/ml) ou
epimastigotas e avaliamos através do PCR em tempo real os niveis de RNAm para o
receptor BjR. Observamos um aumento 10x maior da expressdo de bandas do receptor
B: de bradicinina nas células tratadas com LPS e 2,5x maior nas células tratadas com
TCT quando comparados com a célula controle (repouso) O epimastigota foi utilizado
como controle negativo demonstrando que somente o tripomastigota possui essa

capacidade indutora pro-inflamatoria (Figura 12).
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Figura 12 - Tripomastigotas de 7. cruzi induzem aumento na transcri¢io de BiR
HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 10° células/pogo em meio M 199 suplementado
com 10% SFB e foram cultivadas por 48 h a 37°C em atmosfera umida contendo 5% CO,. As
células foram ativadas ou ndo com LPS (1pg/mL), TCT Dm28c (10:1- parasita:célula) ou
epimastigotas (10:1- parasita:célula) por 2h em meio M199-10% FCS. Apos esse periodo o
RNA foi extraido com o Kit RNAgents total RNA isolation system, Promega (vide
metodologia) e foram submetidas ao PCR em tempo real. O grafico representa a expressao do
gene B4R relativo a expressao do gene TBP. (n=1)

83



Tendo em vista que os TCT Dm28¢ sdo capazes de induzir aumento no numero
de copias de RNAm para os receptores B; em HUVECs, decidimos investigar se esse
aumento também se traduz na expressao desses receptores na superficie celular.

Observamos que, apos o periodo de 2h, o estimulo com tGPI-mucina (10 nM),
TCT Dm 28c¢ (10:1) ou apds 6h de estimulo com LPS (5 ng/ml) foi capaz de promover a
inducdo de BjR detectavel por imunofluorescéncia nas HUVECs. Como controle de
especificidade do anticorpo utilizamos o peptideo bloqueador para o receptor B|R e ndo
sdo observados niveis detectaveis de expressdo de B;R na superficie celular. Cabe
mencionar que as HUVECs em repouso ndo expressam B;R na superficie.

Para avaliar se o contato parasita-célula hospedeira ¢ essencial para induzir a
expressdo do receptor na superficie, utilizamos o meio condicionado dos TCT como
estimulo para as células endoteliais. Como podemos observar o estimulo com o meio
condicionado também foi capaz de aumentar a expressdo de B;R na superficie celular,
sugerindo um papel crucial das moléculas secretadas em vesiculas soluveis pelos

tripomastigotas (Figura 13).
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Figura 13 — Indu¢io de BjR em HUVECs ativadas com TCT

HUVECs foram plaqueadas a uma densidade de 10° células/pogo em meio M199 suplementado
com 10% de SFB por 48 h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Apos esse
periodo, as células foram incubadas por 2 horas em (A) Meio M199 com 10% SFB, ou
estimuladas com (B) TCT Dm28c na propor¢ao de 10:1 (parasita:célula hospedeira) (C) e
incubados com peptideo bloqueador ou (D) meio condicionado de TCT Dm28c (E) tGPI-
mucina (10nM) (F) e incubados com peptideo bloqueador (G) LPS 5ng/mL / 6h (H) e incubados
com peptideo bloqueador. Em seguida, as células foram lavadas e fixadas em paraformaldeido
4%. As monocamadas foram incubadas overnight com o anticorpo primario anti-B;R humano
(1:100) ou anti-B;R + peptideo bloqueador (que foi previamente incubado por 1h com anti-B;R
na concentragdo final de 10pg/mL - C, F e H). No dia seguinte, a monocamada de células foi
incubada por 1h no anticorpo secundario anti-rabbit-FITC (Sigma (1:100). As imagens foram
analisadas no Microscdpio de Fluorescéncia Axiovert.
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Tendo em vista a capacidade pro-inflamatéria dos parasitas decidimos avaliar os
parametros de ativacdo da célula endotelial induzido pelos TCT. Para isso realizamos
ensaios de ELISA para quantificar a producdo de citocinas como IL-6, a quimiocina IL-
8 e a molécula de adesdo E- selectina apds 18h de estimulo das células com TCT
(Figura 14A) ou tGPI-mucina (Figura 14B). Podemos observar que a producao de IL-6,
IL-8 e a expressdo de E-selectina ¢ aumentada de forma dose-dependente apds os
estimulos com TCT Dm28c. No entanto essa ativacdo ndo ¢ dependente da tGPI-

mucina.
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Figura 14 — Ativacdo de HUVECs pelos TCT Dm28c¢

HUVECs foram plaqueadas conforme descrito na metodologia. Apds 48h, as células foram
incubadas apenas meio com 10% SFB estimuladas ou ndo com (A) TCT Dm28c por 3h na
propor¢ao parasita:célula indicado ou 10 nM de tGPI-mucina por 2h. Apoés esse tempo, as
células foram lavadas 3x em HBSS e foi adicionado meio contendo 10% SFB. Os sobrenadantes
das culturas foram recolhidos ap6s 18h, centrifugados (850 x g por 5 min a 4°C) para remogao
dos parasitas e congelados para posterior analise da quimiocina IL-8 e da citocina IL-6. (B)
HUVECs foram estimuladas ou ndo com 10nM de tGPI-mucina ou TCT Dm28c na propor¢ao
especificada de parasita:célula por 6h na presenga de meio suplementado com 10% SFB. Apds
esse tempo, as células foram fixadas em 1% de paraformaldeido, bloqueada com 5% de leite e
incubadas no anticorpo anti-E-selectina. Apds 2 horas as células foram incubadas no anticorpo
secundario anti-mouse conjugado a peroxidase por 1h. Apos lavagem, o substrato BD Opteia foi
adicionado por 30 minutos e a reagdo foi paralisada em 2N de H,SO4. O ELISA foi lido na
absorbancia de 450nm. As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas
com asteriscos iguais. (n=3)
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Assim como a tGPI-mucina purificada, o meio condicionado de TCT ¢ capaz de
induzir a expressdao do receptor B; na superficie celular, avaliamos se os TCT sdo
capazes de ativar essa via de sinalizacdo durante o processo de invasdo das células
endoteliais e musculares.

Sobrenadantes gerados a partir da secre¢do de TCT Dm28c (barras pretas) ou tGPI-
mucina (barras cinzas) foram incubados por 2h em meio M199-10% de SFB para
ativagdo da célula hospedeira. Apos esse periodo os tripomastigotas foram adicionados
ao meio de infeccao contendo lisinopril, na presenga ou auséncia do antagonista de BjR
por 3h. Foi possivel observar que houve inibi¢do de 45% na invasdo das células
endoteliais (Figura 15A) e de 75% em HSMCs (Figura 15B) pré-tratadas com o meio
condicionado na presenca do antagonista de B;R, demonstrando a capacidade pro-
inflamatoria do sobrenadante em induzir o receptor BiR na célula hospedeira mamifera,
asssim como a molécula purificada do parasita (tGPI-mucina) (Figura 13). Consistente
com os resultados anteriores, demonstramos que a tGPI-mucina purificada, assim como
o meio condicionado induzem a expressdo de B|R e permitem a ativacdo dessa via

como uma nova rota de invasao dos parasitas nas cé¢lulas endoteliais e musculares.
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Figura 15 — Invasio de HUVECs e HSMC:s por tripomastigotas de 7. cruzi via BiR
(A) HUVEC: e células de musculo liso humano (B) foram incubadas com meio (barras brancas)
ou com meio condicionado de TCT (barras cinzas) ou tGPI-mucina (10nM em HUVECs ou
25nM em HSMCs) (barras pretas) durante 2 horas em meio suplementado com 10% de SFB.
Apos esse periodo, as células foram lavadas, os TCT Dm28c foram adicionados na proporgao
5:1 (parasita:célula hospedeira) na presenga ou auséncia de [Leu]*-des-Arg’-BK (antagonista
seletivo do receptor B; (IpM). A interagdo celular procedeu por 3 h a 37°C na presenga de
lisinopril (25uM) em meio M199 suplementado com albumina humana. Apds 3h, as células
foram lavadas, fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. O nimero de parasitas intracelulares
foi determinado por contagem em microscopio Optico. O indice de infeccdo (médias £ SD)
representa o numero de amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferengas
estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=6)
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5.9 — TCT Colombiana siao capazes de ativar HUVEC:s, sinalizando invasio celular
pela via B;R/TLR2/4

Tendo evidenciado que a cepa colombiana apresenta-se com baixa infectividade,
(em torno de 2% de infec¢ao) apos 2h, se comparada com a cepa Dm28c (em torno de
20%). Decidimos utilizar essa cepa como uma ferramenta para indug¢do do receptor BjR,
a fim de mimetizar o efeito de inflamacdo, assim como descrito anteriormente com a
tGPI-mucina ¢ o meio condicionado dos TCT Dm28c. Especulamos que essas
diferencas nos niveis de infectividade sejam devido a um atraso na maturagdo
enzimatica ou em diferencas de adesividade que atrasam sua penetracdo na célula
hospedeira, ja que apos 24 horas observa-se uma taxa em torno de 30% de infec¢do, que
¢ potencializada na presenca do lisinopril (50%) (Figura 16A).

No entanto, podemos notar que a incapacidade infectiva da cepa colombiana ndo
se deve a auséncia de fatores que contribuem para a invasdo do parasita, ja que os TCT
colombiana sdo capazes de ativar células endoteliais induzindo a expressdao de BiR e
sugerindo a presenca de cruzipaina e ligantes de TLR2 e possivelmente TLR4 nesses
sobrenadantes. A invasdo da cepa Dm28c ocorre mediante ativacdo dos receptores
ETbR, B;R, B|R, TLR2 TLR4, sendo dependente da atividade da cisteino-protease
(Figura 16B). Considerando a grande heterogeneidade das cepas de 7' cruzi essas
observagdes sdo relevantes no contexto de infecgdes naturais, onde o hospedeiro

mamifero pode estar exposto simultaneamente a diferentes cepas do parasita.
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Figura 16 — Estimulo por 2h com a cepa colombiana cria uma nova rota de
entrada para o TCT Dm28c¢ via B;R

(A) HUVECs em repouso foram incubadas por 2h ou 24h com TCT colombiana na proporc¢éo
de 20:1 (parasita:célula hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina humana, na
presenga ou auséncia de lisinopril. (B) HUVECs em repouso foram incubadas (barras pretas) ou
ndo (barras brancas) por 2 horas com TCT colombiana em meio suplementado com 10% de
SFB. Apoés esse periodo, as células foram lavadas, os TCT Dm28c foram adicionados na
proporgao 5:1 (parasita:célula hospedeira). Onde indicado foi adicionado 0,1pM de HOE 140
(antagonista seletivo do receptor B;) ou 100 nM de A8B (antagonista do C5aR) ou 1uM de
[Leu]®-des-Arg’-BK (antagonista seletivo do receptor B;) ou 10 uM de BQ-788 (antagonista de
ETbR) ou 10uM de VS@ou 1pg/mL de anti-TLR2 ou anti-TLR4 ou seu isotipo controle 1gG2a.
A interagdo celular procedeu por 3 h a 37°C. Apoés esse periodo, as células foram lavadas,
fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas intracelulares foi determinado
por contagem em microscopio optico. O indice de infec¢@o (médias + SD) representa o nimero
de amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com
significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais. (n=2)
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5.10 - Inducao do receptor B; pela tGPI-mucina: Participacio da via de sinalizacao
do receptor TLR2

Considerando que a tGPI-mucina ativa TLR2 em macréfagos murinos
(CAMPOS et al., 2001), nos perguntamos se a indu¢do do B;R pela tGPI-mucina no
nosso modelo seria dependente da ativagdo de TLR2. A fim de avaliar a participagdo de
TLR2 na indu¢do do BjR pela tGPI-mucina, realizamos ensaios de invasdo utilizando
macréfagos peritoneais residentes obtidos de camundongos C57BL/6 selvagens e
nocautes para TLR2. Para isso, pré-incubamos os macrofagos TLR2 "¢ TLR2 7" com
tGPI-mucina por 2h em meio suplementado com 10% SFB. Apds esse periodo as
células foram lavadas e os tripomastigotas foram adicionados @ monocamada de células
na presenca ou auséncia do [Leu]®-des-Arg’-BK (antagonista de B;R) e/ou anticorpo
neutralizante anti-TLR2 e podemos observar que a tGPI-mucina foi capaz de induzir
BiR em macrofagos selvagens ja que houve um aumento de 2x na infec¢do dos
macréfagos pré-tratados com tGPI-mucina e uma inibigdo de 65% na entrada desses
parasitas em macrdfagos tratados com tGPI-mucina e antagonista de B;R. No entanto, a
tGPI-mucina foi incapaz de induzir o receptor BjR em macréfagos obtidos de
camundongos nocautes, evidenciando a necessidade da ativacdo de TLR2 pela tGPI-
mucina para inducgdo do receptor B;R. A adi¢do conjunta do antagonista de B;R e anti-
TLR2 ndo mostram efeitos inibitorios aditivos, indicando uma cooperatividade entre

esses receptores para a entrada do parasita nessas células (Figura 17).
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Figura 17 — Participaciio de TLR2 na indugio de B;R pela tGPI-mucina

Macréfagos peritoneais residentes obtidos de camundongos C57BL/6 selvagens (TLR27") e
nocautes para TLR2 (TLR2 /) foram estimulados ou ndo com tGPI-mucina (10nM) por 2
horas. Apos esse periodo, as células foram lavadas e os TCT Dm28c foram adicionados na
propor¢io 3:1 (parasita:célula). Quando indicado, adicionou-se [Leu]®-des-Arg’-BK
(antagonista seletivo de B;R (1uM) e/ou anticorpo monoclonal neutralizante contra o receptor
TLR2 (1pg/mL) momentos antes da interacdo. Apo6s 3 horas na presenca de lisinopril (25uM)
em meio M199-albumina, as células foram lavadas, fixadas com Bouin e coradas por Giemsa. O
nimero de parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio optico. O
indice de infec¢do (médias = SD) representa o nimero de amastigotas intracelulares por 100
células (em triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas
com asteriscos iguais. (n=2)
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5.11 — Envolvimento do subconjunto B;R / TLR2 na invasdo de HUVECs “pré-
ativadas”

A interdependéncia de sinalizagdo entre as vias B;R e B,R de cininas ja foi
demonstrada em células de tumores de prostata (BARKI-HARRINGTON et al., 2003).
De acordo com esses dados e trabalhos anteriores do nosso grupo sobre evidéncias de
cooperagdo entre receptores By e B, in vitro (TODOROV et al., 2003) e TLR2 e B, in
vivo (MONTEIRO et al., 2006) e in vitro (Figura 9C), nos perguntamos se a sinalizagao
via TLRs afetava o engajamento do receptor B; pelos parasitas. A presenga do
antagonista de BjR em culturas de células pré-ativadas com tGPI-mucina na presenga de
anti-TLR2 ou antagonista de B;R resultam em 60% de inibi¢do da invasdo. Além disso,
a adicdo conjunta do antagonista de BjR e anti-TLR2 ndo mostram efeitos aditivos,

sugerindo também a cooperagdo entre essas vias de sinalizagdo B;R/TLR2 (figura 18).
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Figura 18 —B;Rs e TLR2 controlam mecanismos interdependentes de invasio em
HUVEC:s “pré-ativadas”

HUVECs foram previamente incubadas (barras pretas) ou ndo (barras brancas) com 10 nM de
tGPI-mucina por 2 h em meio M199 suplementado com 10% de SFB. Apods este tempo, as
células foram lavadas e incubadas por 3h com TCT Dm28c na proporgao de 5:1 (parasita:célula
hospedeira) em meio M199 suplemementado com albumina e lisinopril. Onde indicado, foi
adicionado 1uM de antagonista B;R ou 1pg/ml do anticorpo anti-TLR2. Apds 3 h a 37°C, as
células foram lavadas, fixadas com Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas
intracelulares foi determinado por contagem em microscopio Optico. O indice de infeccao
(médias + SD) representa o niimero de amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata).
As diferengas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais.
(n=4)
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Devido as evidéncias anteriores de interdependéncia funcional entre os
receptores B, e ETb (Figura 8), nos perguntamos se a sinalizagdo via endotelina também
teria efeitos cooperativos com os receptores Bi. A presenca do antagonista de B;R ou do
antagonista de ETbR em culturas de células de musculo liso humano pré-ativadas com
meio condicionado resultam em 65% de inibi¢do da invasdo. Porém a adi¢do conjunta
do antagonista de B, e antagonista de ETbR ndo mostram efeitos aditivos, sugerindo

também a cooperatividade entre esses dois sistemas B;R/ETbR (Figura 19).
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Figura 19 - BiRs e ETbRs controlam mecanismos interdependentes de invasido em
HSMC:s “ativadas”

HSMCs em repouso foram incubadas com meio condicionado gerado por 3x10" TCT Dm28c
por 2h em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Apos esse tempo, as células foram
lavadas e incubadas por 3h a 37°C com TCT na propor¢ao de 5:1 (parasita:célula hospedeira)
em meio DMEMsuplementado com albumina humana. Onde indicado, foi adicionado 1uM de
[Leu]®-des-Arg’-BK (antagonista de B;R) ou 10uM de BQ-788 (antagonista de ETbR). O
numero de parasitas intracelulares foi determinado por contagem em microscopio optico. O
indice de infec¢do (médias = SD) representa o nimero de amastigotas intracelulares por 100
células (em triplicata). As diferencas estatisticas com significancia de p<0.05 estdo marcadas
com asteriscos iguais. (n=4)
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5.12 — Vias independentes de sinalizacdo: B;R-C5aR

Para avaliar a convergéncia de sinalizagdo em células ativadas, expressando
BiR, com a via de C5aR utilizamos o antagonista especifico para o receptor de C5a
(A8B) sozinho ou em conjunto com o antagonista para os receptores de cinina B; em
HUVECs previamente ativadas com tGPI-mucina por 2h. Os dados mostram uma
inibicdo de 50% da invasdo na presenca do antagonista de B;R e de 63% na presenga de
AS8B. O interessante ¢ que com a adi¢do conjunta desses antagonistas observa-se um
efeito aditivo (80% de inibi¢do), sugerindo que essas vias de sinalizagdo atuam

independentemente (Figura 20).
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Figura 20 — Vias independentes de sinaliza¢do: BjR-C5aR

HUVEC:s foram ativadas com 10 nM de tGPI-mucina por 2h em meio M199 suplementado com
10% de SFB. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas por 3h com TCT Dm28c na
propor¢ao de 5:1 (parasita:célula hospedeira) em meio M199 suplementado com albumina e
lisinopril. Onde indicado, foi adicionado 1uM de [Leu]*des-Arg’-BK (antagonista B{R) ou 10
nM de A8B (antagonista do C5aR). Apo6s 3 h a 37°C, as células foram lavadas, fixadas com
Bouin e coradas com Giemsa. O numero de parasitas intracelulares foi determinado por
contagem em microscopio optico. O indice de infec¢do (médias + SD) representa o numero de
amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com
significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais (n=2).
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5.13 — Analise da contribuicio de B;R nas etapas de entrada x retencio dos TCT
na célula hospedeira

Tendo em vista a participagdo diferencial dos receptores ETaR e ETbR nas
etapas de entrada versus retencdo do parasita em HSMCs em repouso (Figura 11A),
resolvemos investigar a contribuicdo do receptor BjR em HSMCs “ativadas”. Para isso,
realizamos ensaios de interacdo do parasita com a célula de musculo liso humano, pré-
ativadas com meio condicionado gerado a aprtir de TCT Dm28c, em tempos curtos (10
minutos) e as culturas eram fixadas ou mantidas por mais 40 minutos adicionais, para
permitir avaliar a retencdo posterior. Podemos observar a participacdo de B;R na etapa

de entrada do parasita na célula hospedeira (Figura 21).
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Figura 21- Receptores B;R envolvidos na entrada dos TCT em HSMCs “ativadas”

Células de musculo liso humano foram incubadas por 2h em meio condicionado gerado por
3x10” TCT Dm28¢c em meio M199 suplementado com 10% de SFB para indugdo de BR. Em
seguida, as células foram lavadas e os ensaios foram realizados em volume de 100pl, com
adicdo dos tripomastigotas diretamente sobre a monocamada de células, durante 10 minutos a
37°C. Em seguida, a monocamada de células foi lavada varias vezes para a retirada dos
parasitas ndo internalizados ou ndo aderidos, e incubadas por mais 10 minutos, em meio DMEM
suplementado com albumina humana a 37°C. Para retencdo, as células foram incubadas por
mais 40 minutos a 37°C. As laminulas foram fixadas em solu¢do Bouin nos tempos de 20
minutos e 60 minutos de interacdo, coradas com Giemsa. Para discriminar a participagdo de B;R
na entrada e retencdo dos parasitas na célula hospedeira as células receberam tratamento com
IUM do antagonista de B;R (1pM). O niimero de parasitas intracelulares foi determinado por
contagem em microscopio optico. O indice de infecgdo (médias + SD) representa o numero de
amastigotas intracelulares por 100 células (em triplicata). As diferencas estatisticas com
significancia de p<0.05 estdo marcadas com asteriscos iguais (n=4).
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5.14 — Avaliacido do papel de B;R na patogénese da cardite chagasica

Os receptores B; elicitam respostas persistentes e sinalizagdo continuada, e
essa ativagio ¢ amplificada devido ao acimulo de des-Arg’-BK nos sitios de inflamagéo
(DECARIE et al., 1996; MARCEAU et al., 1998). Um aumento na expressio de
carboxipeptidase M (cininase I) pode também contribuir para o aumento endégeno de
agonistas de receptores B, durante a inflamagdo (SCHREMMER-DANNINGER et al.,
1998; revisado por COUTURE et al, 2001). A participagdo de B|R na patogénese de
doencas cronico-inflamatdrias tem sido amplamente descrita.

Para avaliar a importancia de B;R na patogénese da Doenga de Chagas na
fase cronica, camundongos C57/BL6 selvagens e BjR 7 foram infectados com 10° TCT
Dm28c na pata. Quatro meses depois, cortes histologicos do coragdo revelaram que os
coragdes de camundongos B|R /" apresentam fibrose cardiaca reduzida em comparacao
com os camundongos selvagens, sugerindo que B;R possa ter algum papel nesse
processo (Figura 22). Estudos posteriores devem elucidar se a atenuacdo da fibrose no
miocéardio observada nos BjR”" é uma conseqiiéncia indireta da redugdo do parasitismo
tecidual ou pode refletir um comprometimento da imunopatologia dependente de B{R™",
como uma deficiéncia de recrutamento de leucocitos para os sitios de infeccio
(McLEAN et al., 2000) e /ou uma reduzida deposi¢do de colageno, uma resposta B;R
dependente que em outros modelos de doenga estd associada com um aumento da
estabilidade do RNAm para CTGF.

Para verificar se a resposta inflamatdria foi atenuada em camundongos
BR”, analisamos o perfil de quimiocinas presentes no coragdo por PCR em tempo real.
Os resultados obtidos demonstram que os coragdes de camundongos B;R’/" possuem
menor expressdo das quimiocinas RANTES e MIP-1a quando comparados com os

selvagens (Figura 23).
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Figura 22 - Fibrose reduzida no miocardio de camundongos BIR 7 4 meses p.i.
Camundongos C57BL/6 selvagens (B;R”") ou C57BL/6 B;R /" fémeas foram infectados ou nio
com 10° TCT na pata. Apds 4 meses de infecgio, os camundongos (4 animais por grupo) foram
sacrificados e os coragdes coletados. Os coragdes, embebidos em OCT, foram cortados em
seccoes de 7um e corados com H&E ou Picrosirius para deteccdo da fibrose. Os resultados
demonstram que os B{R 7/ tém uma menor deposicdo de colageno, indicando fibrose reduzida
quando comparados com os selvagens (n=2).
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Figura 23- Diminuicio da expressio das quimiocinas RANTES e MIP-1a nos coragdes de
camundongos B;R "

Analise dos niveis de expressdo das quimiocinas RANTES e MIP1-0 nos coragdes de
camundongos C57/BL6 selvagens e B{R 7/ cronicamente infectados ou ndo com 10° TCT de T.
cruzi Dm28c. O RNA desses coragdes foi extraido com TRIZOL® (vide metodologia) e
submetido ao PCR em tempo real. O controle interno foi feito com GAPDH. Os resultados
demonstram uma diminui¢do nos niveis de expressao de quimicinas nos camundongos B\R 7/
quando comparados com os selvagens (n=1).
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6 — Discussao

Nessa tese demonstramos que o mecanismo de invasdo de células ndo-
fagociticas pelo 7. cruzi depende da sinalizacdo de um amplo conjunto de receptores,
cujas especificidades farmacologicas foram caracterizadas nesse trabalho. Nossos
estudos foram precedidos por relatos que apontaram o envolvimento de proteases
parasitarias no mecanismo de invasdo celular.

Os dados que apontam o envolvimento de receptores de endotelina no
mecanismo de invasdo celular foi o ponto de partida dessa tese. Focalizamos nossa
atengdo sobre esse sistema de sinalizagdo diante de evidéncias que os receptores de
endotelina sdo expressos por células endoteliais, células de musculo liso e
cardiomiocitos (RUFFOLO, 1995; revisado por KEDZIERSKI ¢ YANAGISAWA
2001). Além disso, sabe-se que a ativacdo dos receptores de endotelina induz vias de
sinalizagio celular que aumentam [Ca™]; tanto em células endoteliais humanas
(MORRIS et al., 1988) quanto em cé¢lulas de musculo liso (KEDZIERSKI e
YANAGISAWA, 2001).

O papel de receptores de endotelina na invasdo foi investigado através de duas
abordagens. Primeiramente, estudamos a interagdo de TCT Dm28c com células CHO
transfectadas com ETbR ou ETaR. Os resultados mostram que as taxas de invasdo das
células CHO-ETbR ou CHO-ETaR foram seletivamente inibidas pelos antagonistas
especificos para esses receptores (Figura 1), indicando que o 7. cruzi pode infectar
células CHO mediante ativagio desses GPCRs. E possivel que as células CHO
apresentem baixos niveis de ET-1 sendo, portanto, capazes de ativar canais de calcio
independentes de voltagem (NSCC-1 e/ou NSCC-2) (ENOKI et al, 1995;

KANAWABE et al., 2002).
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Em seguida, avaliamos se os TCT ativam essa via em trés tipos de células que
naturalmente expressam esses receptores, HSMCs, cardiomiocitos e células endoteliais
(HUVECsS). Esses ensaios revelaram que o antagonista seletivo para o receptores ETb
(BQ-788) reduziu significativamente a taxa de invasdo dos trés tipos celulares,
enquanto que a adicdo do antagonista de ETaR (BQ-123) inibiu a invasdo de HSMCs ou
de cardiomidcitos, mas ndo teve efeito detectavel na invasdo de HUVECs (Figura 2).
Esses resultados sdo consistentes com a observacdo de que as células endoteliais
expressam exclusivamente ETbR (RUFFOLO, 1995). Conforme discutirei adiante, os
estudos de interagdo de TCT Dm28c com HSMCs (uma célula mais susceptivel a
invasdo do que HUVECs) revelaram que ETbR e ETaR controlam etapas distintas
(entrada e reten¢do) do mecanismo de invasdo. Essa interpretacdo pressupde que as
endotelinas estimulam apenas a via alternativa de invasdo de HSMCs, ou seja, o
mecanismo que independe da fusdo de lisossomos com a membrana plasmatica.

Apesar da demonstragdo que os tripomastigotas invadem diversos tipos celulares
in vitro, mediante ativagcdo de receptores de endotelina, ainda ndo sabemos de que modo
sdo gerados os agonistas de ETaR e ETbR. Conforme descrito na introducao, a ET-1 ¢
secretada constitutivamente por células endoteliais e, em estados inflamatorios, por
c¢lulas de musculo liso vascular (YANAGISAWA et al., 1988; TONNESSEN et al.,
1998). A secre¢do de ET-1 ocorre provavelmente durante o transporte de vesiculas
através da via secretoria (CODER, 2001). A produ¢do de ET-1 (meia-vida de 15-20
minutos) depende do processamento da Big-ET-1 pela ECE-1 ou pode ocorrer
independente dela, através da acdo de quimases (WYPLJ et al., 1992; NAKANO et al.,
1997). As trés isoformas de endotelina (ET-1, ET-2, ET-3), geradas a partir do
processamento de trés genes independentes (INOUE et al., 1989), exercem suas agdes

biologicas atuando sobre os receptores de subtipo ETaR e ETbR (ARAI et al., 1990;
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SAKURALI ef al., 1990). O ETaR tem alta afinidade para ET-1 e ET-2 (agindo na faixa
subnanomolar), porém a afinidade para ET-3 ¢ duas ordens de grandeza menor (ARAI
et al., 1990). Em contraste, o ETbR tem igual afinidade subnanomolar para as trés
isoformas de ET (SAKURALI et al., 1990). A geracdo de ET pode ocorrer tanto na
superficie celular (XU et al., 1994) como intracelularmente, durante o transporte de
vesiculas carregadas de ECE-1 através da via secretoria (CODER, 2001). Nesse
contexto, devemos coniderar o fato que o parasita foi capaz de invadir CHO-ETbR e
CHO-ETaR com muita eficiéncia. Cabe saber se os niveis de producdo endogena de
big-ET-1 nas células CHO sdo suficientemente altos para promover a invasdo através
dos ETRs. Alternativamente, ndo podemos descaratar a priori a possibilidade que o T.
cruzi seja capaz de produzir peptideos miméticos de ET-1/ET-3, tirando proveito do alto
grau de polimorfismo genético dos membros da superfamilia TS (ACOSTA et al.,
1994) ou de outras glicoproteinas de superficie. As tentativas de identificar a existéncia
desses peptideos miméticos através de programas computacionais (Clustal W2;
www.ebi.ac.uk/clustalw/) nao foram frutiferas até o momento. O alinhamento das
sequéncias das trés isoformas da ET com a sequéncia da TS apresentou baixa identidade
(15%).

Nessa tese, apresentamos evidéncias que o mecanismo de invasdo de HUVECs
ndo depende apenas da ativagdo de receptores de endotelina, ou de receptores de cininas
(ainda que nesse ltimo caso o processo seja condicionado pela inibicdo da ECA). O
nosso interesse em investigar a participacdo de C5aR nesse processo foi motivado por
achados recentes (SCHMITZ e colaboradores, em preparacao) indicando que os TCT
Dm28c processam C5 nativo, gerando o fragmento C5a. Sabe-se que C5a ¢ um potente
mediador de inflamagao, capaz de estimular contragdo muscular, liberagdo de histamina

de mastocitos, vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular. A anafilatoxina
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C5a promove esses efeitos vasoativos através da ligacdo a receptores especificos de alta
afinidade, C5aR/CD88 (BOULAY et al.,1991; GERARD e GERARD, 1991;
SICILIANO et al., 1994). Os receptores de C5a sdo expressos em células mieldides,
incluindo macrofagos (GERARD, et al., 1989; MARTIN et al., 1997) e em células nao-
mieloides, incluindo células epiteliais bronquiais e alveolares, células endoteliais
vasculares e células de musculo liso (HAVILAND et al., 1995).

Empregando o antagonista de C5aR (A8B) como ferramenta, nds constatamos
que esse composto inibiu parcialmente a invasdo de todos os tipos celulares testados
(Figuras 3 e 11B). Considerando que ndo houve efeito aditivo nas HUVECs quando
suplementamos conjuntamente os antagonistas de ETbR e C5aR (Figura 3), infere-se
que ETbR e C5aR executam fungdes inter-relacionadas. Esses resultados também
indicam que o parasita ndo ¢ capaz de compensar o bloqueio de um dos GPCRs, através
da ativagdo do outro GPCR. Essa interdependéncia pode ser reflexo da formacdo de
heterodimeros entre ETbR e C5aR na membrana plasmatica, talvez formando uma
unidade funcional Uinica. Alternativamente, ¢ possivel que C5aR e ETbR sejam ativados
em diferentes momentos do curso temporal da invasio das HUVECs, a exemplo do
papel atribuido & ETbR (entrada) e ETaR (reten¢do), no transcorrer da invasdo de
HSMC:s (Figura 11A).

Considerando que os ensaios de invasdo celular com as HUVECs foram
sistematicamente realizados na auséncia de soro fetal bovino, pergunta-se qual seria a
origem do agonista C5a? Usando argumentos semelhantes aos que apresentamos na
discussao sobre a origem de ET-1, podemos deduzir que o C5 nativo (precursor de C5a)
¢ provavelmente produzido pelas células alvo. Ainda que seja prematuro afirmar que a
cruzipaina seja responsavel pela geracdo de C5a durante a interacdo do parasita com a

célula hospedeira, trabalhos recentes com a cruzipaina purificada indicam que essa
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protease ¢ de fato capaz de processar C5a nativo, liberando C5a anafilatoxina
(SCHMITZ et al., em preparagdo). Trabalhos adicionais serdo necessdrios para
determinar se os efeitos de inibi¢do da infeccdo de HUVECs observados na presenga do
inibidor irreversivel de cruzipaina (K11777-VS@) sdo decorrentes da inibicdo da
producdo de C5a pela cruzipaina, a semelhanga do mecanismo postulado para a geracao
de cininas (SCHARFSTEIN et al., 2000). Devemos mencionar que controles realizados
de HUVECs ou HSMCs pré-tratadas com VS@ (K11777 — inibidor de cruzipaina)
mostram que esse composto ndo interfere com as taxas de invasdo do parasita.
Considerando que os receptores ETbR ativam principalmente proteina G; e Gy
(EGUCHI et al, 1993; CRAMER et al., 2001), resolvemos investigar o papel de
influxo de calcio e AMPc no mecanismo de invasdo de HUVECs. O papel do [Ca™]; foi
avaliado pré-tratando as HUVECs com tapsigargina (droga que depleta os estoques de
Ca"? do reticulo endoplasmatico e induz o influxo de Ca™ extracelular através de
SOCC) (THASTRUP et al., 1990). Nossos resultados revelaram que a deple¢do dos
estoques de [Ca™]; reduziu em mais de 50% a infecgio das HUVECs (Figura 4),
sugerindo que o influxo de [Ca™]; deve ser importante para a invasdo dessa célula. Vale
a pena ressaltar que a taxa de invasdo residual observada nas HUVECs pré-tratadas com
tapsigargina foi abolida nas culturas suplementadas com antagonista de ETbR. Esses
resultados sugerem a existéncia de complementaridade entre os efeitos de sinalizagdo
controlados por ETbR e aqueles responsaveis pelo disparo de [Ca™]i. Em outras
palavras, os dados sugerem que essas duas rotas de sinalizagdo sdo independentes, mas
atuam de modo complementar, refor¢ando a infeccdo. Estudos mais detalhados serdo
necessarios para determinar se a ativagio de ETbR induz influxo de Ca™ extracelular
mediante ativagdo de canais de calcio independentes de voltagem (SOCC). Com base

em informacdes obtidas em outros modelos, sabe-se que diferentes mecanismos de
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sinalizagdo de Ca' sdo acionados por concentragdes variaveis de ET-1 em células de
musculo liso vascular e fibroblastos (MINOWA et al., 1997, ENOKI et al., 1995). Por
exemplo, altas concentra¢des de ET-1 (10°M) estimulam tanto a liberagio de calcio
intracelular quanto o influxo extracelular de calcio (MINOWA et al., 1997), enquanto
que a ET-1 em baixas concentracdes (10"°M), apenas estimula o influxo de calcio
extracelular (ENOKI et al., 1995). Considerando que os antagonistas de ETbR abolem
completamente a invasdo das HUVECs pré-tratadas com tapsigargina, ¢ possivel que as
concentragdes de endotelina (sejam elas geradas na superficie ou em vesiculas
intracelulares das HUVECs) ndo atingem niveis suficientemente altos para induzir a
liberagdo de calcio a partir de estoques intracelulares. Se essa premissa for correta, as
vias responsdveis pela liberagdo de célcio a partir de estoques intracelulares
(tapsigargina-sensiveis) estdo sendo mobilizadas pela ativacdo de outros
sinais/receptores.

O papel da PI3K foi também investigado no nosso modelo. O pré-tratamento de
HUVECs com wortmamina tornou essas células mais resistentes a invasdo, sugerindo
que a ativagdo de PI3K contribui positivamente para o mecanismo de invasdo, a
semelhanca do que foi descrito com outras células (WOLLSEY et al., 2003).
Entretanto, a adi¢do do antagonista de ETbR reduziu ainda mais a taxa de invasdo das
células pré-tratadas com wortmanina (Figura 5). Os efeitos aditivos aqui relatados
sugerem que as vias de sinalizacdo controladas por ETbR e aquelas que promovem a
ativagdo de PI3K sdo independentes, porém, se complementam, aumentando a
eficiéncia da infeccdo de HUVECs. Dados publicados recentemente demonstram que a
Ca"/calmodulina kinase II (CAM Kinase II) ¢ a PI3K regulam canais de calcio
independentes de voltagem. A CAM Kinase II regula a atividade de SOCC (ativagao

dependente de estoques intracelulares de Ca™) (MACHACA, 2003), mas nio abre
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NSCC (ativagdo independente de estoques intracelulares de Ca™) (RYAN e KELLY,
1998), enquanto a PI3K promove tanto a ativagdo de NSCC-2 quanto SOCC em
VSMCs, CHO-ETaR e CHO-ETbR (KAWANABE et al., 2002; 2003; 2004), sendo
necessaria para promover a entrada de Ca'™, mas nio para a manutengdo do influxo de
Ca"? (KAWANARBE et al., 2002; 2003; 2004).

Dados na literatura demonstram que a ativagao de receptor ETbR ativa a enzima
adenilato ciclase por um mecanismo dependente de c-PLA,, induzindo a contragdo da
musculatura lisa de vias aéreas (EL-MOWAFY e BIGGS, 2001). A cPLA2 ¢ a enzima
responsavel pela liberacdo de acido araquidonico (AA) induzido pela ET-1 (TREVISI et
al., 2002). O AA e seus metabolitos biologicamente ativos, leucotrienos, lipoxantinas,
prostaglandinas e tromboxanos tem um papel importante na contragdo vascular e
crescimento celular (ANDERSON et al, 1997). Para avaliar se os mecanismos de
invasdo mediados pelos receptores de endotelina eram dependentes do actimulo de
AMPc, pré-incubamos as HUVECs com MDL12 (inibidor da AC) antes de adicionar os
TCT. Os resultados mostraram que houve um aumento na invasdo de HUVECs pré-
tratadas com MDL-12, indicando que a susceptibilidade da célula aumenta em
conseqiiéncia da queda dos niveis de AMPc. Surpreendentemente, a adicdo do
antagonista de ETbR as essas culturas pré-tratadas com MDL12 acentuou ainda mais
essa tendéncia (Figura 7). Esses resultados sugerem que a redu¢do nos niveis de AMPc
converte ETbR em um modulador negativo da invasio. E interessante que o aumento da
susceptibilidade das HUVECs pré-tratadas com MDL12 (provocado pelo bloqueio de
ETDbR), ¢ revertido pela adicdo do antagonista de C5aR ao meio de cultura (Figura 7).
Esses resultados sugerem que alteracdes nos niveis de AMPc alteram a relagdo
funcional entre C5aR e ETbR: ou seja, concentragdes basais de AMPc fazem com que

C5aR-ETbR atuem como parceiros, disparando sinais que promovem a invasdo. Por
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outro lado, situagdes que provocam a queda de AMPc desfazem essa parceria: enquanto
C5aR continua disparando sinais que promovem a invasdo do parasita, a sinaliza¢do de
ETbR atenua essa resposta, tornando as HUVECs menos permissivas a infeccdo. Ainda
ndo sabemos se 0 mecanimo de invasdo (invaginagdo pela membrana plasmatica versus
via de fusdo de lisossomos) ¢ afetado por alteragdes no balangco de AMPc, traduzidas
por modificacdes da relagdo entre ETbR/C5aR. Trabalhos publicados reportaram que
80% parasitas sdo internalizados pela via independente de fusdo de lisossomas
(WOOLSEY e BURLEIGH, 2004). Como a ativacao de [ETbR/C5aR] ndo depende da
mobilizacdo de estoques intracelulares de célcio (Figura 4), acreditamos que os TCT
estdo sendo internalizados pela via que induz invagina¢des de membrana plasmatica.
Tornando ainda mais complexa essa discussdo, dados obtidos com fibroblastos e
TCT (cepa Y) demonstram que os niveis de AMPc contribuem para a exocitose
lisossomal regulada pela [Ca™];. (RODRIGUEZ et al., 1999). Os dados obtidos com
HSMCs tratadas com MDLI12 revelaram que a inibi¢do da AC reduz a invasdo de
HSMCs (SANTOS et al., em preparagdo). Portanto, os resultados obtidos nesses dois
modelos sdo diametralmente opostos ao que descrevemos para HUVECs. Portanto,
concluimos que o efeito do AMPc no processo de invasdo depende da natureza da célula
mamifera testada. Cade determinar se a escolha da cepa de 7. cruzi também tem
impacto sobre as vias AMPc-dependentes de invasdo. Nesse contexto, vale mecionar
que a cepa Y e Dm28c invadem HSMCs através de mecanismos de sinalizagdo distintos
(SANTOS C, tese de doutorado, 2006). No mesmo trabalho, os autores apresentaram
fortes indicios que essas diferencas sdo pelo menos em parte, de variagdes nos niveis de
expressdo/secre¢do da cruzipaina (APARfCIO et al., 2004; SANTOS et al., 2005).
Diante de relatos demonstrando que ETbR pode estar acoplado a G; em culturas

de células endoteliais bovinas (EGUCHI et al., 1993), resolvemos avaliar os efeitos da
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toxina PTx (bloqueia a atividade da Gj) no mecanismo de invasdo de HUVECs. Ao
contrario do que registramos com HUVECs pré-tratadas com MDL12, observamos que
a PTx protegeu as HUVECs, reduzindo em 60% a invasdo dos parasitas. Esses dados
sugerem que a via de sinalizagdo controlada por G; contribui positivamente no
mecanismo de invasdo. Considerando o fato que MDL12 teve efeito oposto a PTx
(aumentando a taxa de invasdo) ¢ provavel que os efeitos positivos mediados pela G
envolvam ativagio de canais seletivos para cations Na", K" e Ca™ (WICKMAN e
CLAPHAM, 1995). Vale a pena lembrar que a adicdo do antagonista de ETbR as
culturas de HUVECs pré-tratadas com PTx diminui ainda mais a taxa de infeccdo
(Figura 6). Esses resultados sugerem que as respostas de sinaliza¢do controladas por G;
e por ETbR tem efeitos aditivos, ou seja, promovem invasdo através de mecanismos
independentes. Trabalhos publicados demonstram que C5aR se acopla a Gj, em
neutrofilos (ROLLINS, et al., 1991) e astrocitos (SAYAH et al., 1999). Nesta tese,
hipotetizamos que C5aR e ETbR foram uma “parceria”, ou seja, agem como um
subconjunto funcional. Sendo assim, presume-se que o C5aR também ndo esta acoplado
a Gj, mas essa premissa ainda precisa ser testada.

Vale lembrar que a produgao celular de ET-1 ¢ aumentada mediante estimulagao
das células endoteliais por citocinas, endotoxinas, ions Ca'?, angiotensina II, TGF-3
(GORACA, 2002). Esses estimulos podem provocar o acimulo de ET-1 no plasma,
enquanto que a remocao de ET-1 depende de sua interagdo com ETbR (GREGAN et al.,
2004). Considerando que os TCT (Dm28c) induzem extravazamento de plasma através
de vénulas pos-capilares mediante ativagdo de TLR2/B,R (TODOROV et al., 2003;
MONTEIRO et al., 2006), ¢ plausivel que o processo inflamatério possa suprir os
tecidos infectados com niveis de ET-1 suficientemente altos. Diante dos resultados que

obtivemos com cardiomiocitos (Figura 2C), pode-se admitir que o parasita se beneficie
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da sinaliza¢cdo mediada por ETRs para infectar células cardiovasculares. Argumentos
semelhantes foram levantados para justificar os beneficios mutuos da ativacdo do
sistema cinina em sitios de infeccdo periférica (revisto por SCHARFSTEIN, 2003;
MONTEIRO et al., 2007; revisado por SCHARFSTEIN et al., 2007).

Dando continuidade aos estudos com HUVECS, realizamos ensaios de invasdo
na presenca de lisinopril (inibidor de ECA) para verificar se a dependéncia da ativagao
de ETbR persiste nas condigdes em que B,R ¢ estimulado. De fato, a sinalizacdo
mediada por ETbR continua sendo importante na invasdo de HUVECs tratadas com
lisinopril. Surpreendentemente, a participacdo de TLR2 e TLTR4 no mecanismo de
invasdo foi detectada quando adicionamos lisinopril ao meio de interagdo celular. Isso
foi constatado quando adicionamos anticorpos neutralizantes anti-TLR2 ou anti-TLR4,
na presenga ou auséncia do inibidor da ECA. A invasdo s6 foi inibida na presenca de
lisinopril. Cabe ressaltar que a participagdo de TLR2/TLR4 no mecanismo de invasdo
de HSMC (i) nao dependente da adicdo de lisinopril (ii) ocorre nos 10 primeiros
minutos de interacdo celular (Figura 11C). Como explicar esses achados? No ensaio
com HUVECs, talvez a sinalizagdo de B,R tenha impacto na exposicdo de TLR2, seja
promovendo o recrutamento de vesiclulas (TLR2'/TLR4") para a superficie, e/ou
alterando sua distribuicdo nos dominios funcionais de membrana plasmatica, quem sabe
disponibilizando esses receptores em sitios de sinapse com a membrana do parasita
(TYLER et al., 2005). Por outro lado, considerando que HSMCs nio sinalizam via B;R,
¢ possivel que C5aR seja capaz de controlar o trafego de vesiculas carregadas de
TLR2/TLR4 de modo andlogo ao papel que B,R desempenha nas HUVECs tratadas
com lisinopril. Complementando esses estudos, investigamos o papel de B;R no
processo de entrada de HSMCs pré-ativadas com ligante de TLR2 (tGPI-mucina).

Nossos resultados revelaram que o antagonista seletivo do receptor B; foi capaz de
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inibir a entrada dos TCT na célula, indicando sua participagdo na etapa inicial do
processo. Cabe ressaltar que a adicdo conjunta dos anticorpos anti-TLR2 com
antagonista de BjR nas culturas de HUVECs pré-ativadas ndo teve efeitos aditivos na
invasdo. Da mesma forma, as experiéncias com HUVECs em repouso mostraram que a
adicdo de HOE-140 nao acentou os efeitos de anti-TLR2. Concluindo, esses resultados
sugerem que os receptores de cininas e do tipo Toll promovem invasdo através de
mecanismos interdependentes. Nesse contexto, ¢ oportuno comentar resultados ndo
publicados obtidos em minha tese de mestrado mostrando que células CHO-
transfectadas com TLR2 apresentam maior susceptibilidde a invasdo, quando
comparadas com CHO-controles. Recentemente, verificamos que os efeitos atribuidos a
ativagdo de TLR2 pelos TCT (Dm28c) poderiam ser reflexo da ativacdo de GPCRs
expressos endogenamente: os ensaios feitos na presenga de antagonistas de ETbR ou
B2R ndo diminuiram a infec¢do de CHO-TLR2. Os resultados ndo permitem confirmar
(ou excluir) a participagdo de outros GPCRs no aumento da internalizagdo observado
nas CHO-TLR2.

Na segunda etapa dessa tese, analisamos os mecanismos responsaveis pela
entrada/retencdo do parasita em HSMCs, utilizando condigdes experimentais
recentemente estabelecidas por CHAVES e cols. (tese de doutorado, 2006). Devido aos
baixos niveis de infeccdo observados com as HUVECs, a andlise da progressdo da
infeccdo foi realizada com HSMCs. Foram realizados ensaios com HSMCs mantidas na
condicdo “basal” versus “pré-ativadas” com ligantes de TLR2, para avaliar a
participagdo de BjR nos mecanismos de invasdo. Os ensaios de interacdo foram feitos
durante 10 minutos, ou durante 60 minutos, para distinguir as etapas de entrada e
retencdo. Conforme descrito anteriormente (APARICIO er al., 2004), a adicdo do

inibidor da ECA ndo interfere com o processo de invasdo de HSMCs (estado basal).
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Isso se manifesta pela auséncia de efeitos inibitérios de HOE-140 (antagonista de B,R)
sobre a invasdo de HSMCs. Ao adicionar os antagonistas de ETaR e/ou ETbR ao meio
de cultura, observamos que ETbR controla exclusivamente a etapa de entrada dos
parasitas (ou seja, reduz a invasdo nos primeiros 10 minutos da interagdo celular),
enquanto ETaR atua mais tardiamente, gerando o sinal necessario para a retengdo
intracelular do patogeno (Figura 11A).

Especulamos que o mecanismo diferencial de acdo desses dois receptores seja
reflexo da diferenca no trafego intracelular desses receptores induzida pela interagdo
com o ligante na dindmica do processo de invasdo celular. Segundo a literatura, os
receptores (ETaR e ETbR) sdo rapidamente desensibilizados por fosforilagdo via GRK2
apos a interagdo com o ligante ET-1 (FREEDMAN et al, 1997). Enquanto ETaR
internalizado via caveola ou clatrina ¢ reciclado, voltando a superficie celular
(OKAMOTO et al., 2000), o ETbR (ativado por ET-1 ou ET-3) em células que
expressam apenas ETbR, ¢ internalizado exclusivamente via clatrina, sendo em seguida
transportado e degradado em endossomos tardios e lisossomos (BREMNES et al.,
2000; OKSCHE et al., 2000). Nas células que co-expressam ETaR e ETbR, ha
formagdo de heterodimeros (por exemplo, musculo liso, astrocitos) (KITSUKAWA et
al., 1994, HARADA et al., 2002; EHRENREICH et al., 1999). A ligagdao de ET-1 em
ETaR e ETbR ocorre simultaneamente, porque o ET-1 possui dois sitios ligantes. Essa
intera¢do envolve o ETaR pela por¢do N-terminal e ao ETbR pela por¢do C-terminal,
resultando na formagao do heterodimero (HARADA et al., 2002; SAKAMOTO et al.,
1993). A ligacdo de ET-1 ao heterodimero promove sinais que favorecem a reciclagem
dos dois subtipos de receptores para a superficie (BREMNES et al., 2000). Por outro
lado, a interacdo com ET-3 (ligante seletivo de ETbR) resulta na exposi¢cdo de motivos

de transporte que direcionam o ETbR para compartimento endossomal/lisossomal
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(BREMNES et al., 2000; OKSCHE et al., 2000). E possivel que o estimulo pelo ET-3
associe o heterodimero a uma proteina adaptadora diferente daquela quando o
heterodimero ¢ estimulado pela ET-1 (GREGAN et al., 2004). Portanto, os receptores
ETaR e ETbR formam heterodimeros constitutivamente, mas essa associacdo ¢
reversivel, sendo mediada pelo agonista seletivo de ETbR e dependente de sua
endocitose.

Sujeito a ajustes futuros, podemos sugerir uma hipdtese de trabalho para explicar
a dindmica da invasdo de HSMCs. ET1 ou ET-3 pode ser liberado na superficie da
célula através de mecanismos endogenos, dependentes de ECE. Considerando que
existe evidéncia de formagio de heterodimeros de ETaR/ETbR na superficie. E possivel
que apoOs a interacdo com o ligante, esse receptor seja internalizado por vesiculas
endosssomais. Devido ao pH 4cido, os dimeros se dissociam. Enquanto o ETbR ¢
transportado para lisossomos, onde sdo em seguida degradados, os receptores ETaR
entram na via de reciclagem, fundindo-se a vesiculas endossomais que contém ECE-1 e
a Big-ET-1. Essa vesicula, contendo marcadores endossomais, se funde em seguida com
o vacuolo parasitéforo nascente, disponibilizando ETaR , ECE e Big-ET1 no ambiente
onde o parasita se encontra. Em conseqiiéncia da geracdo de ET-1, a PI3K ¢ ativada
pela via ETaR, induzindo a remodelagem do citoesqueleto de actina (Esquema 4),
cumprindo um pré-requisito importante para a retengdo do parasita na célula infectada.
Nessa etapa do nosso trabalho, ¢ dificil prever de que modo o C5aR contribui para este
processo. Nossos resultados indicam que a ativagdo de C5aR ¢ importante na etapa de
entrada, e ndo na reten¢do (Figura 11B). Por conseguinte, ¢ possivel que C5aR, ETbR e
ETaR fagam parte de plataformas de sinalizacdo, inclusive contando com a participagdo
de TLR2 e TLR4 (Figura 9B). Nos tultimos anos, surgiram evidéncias apontando o

envolvimento de “rafts” de membrana na transducdo de sinais e na invasdo de células
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por diversos patogenos (INCARDONA e EATON, 2000; MANES et al., 2003;
LAFONT ¢ VAN DER GOOT, 2005; FERNANDES et al., 2007). Recentemente
demonstrou-se que a invasao de células HeLa por tripomastigotas metaciclicos (cepa G
e CL) foi inibida apdés o tratamento com metil--ciclodextrina (MBCD - droga que
depleta colesterol da membrana) (FERNANDES et al., 2007). No entanto, a deplecao
do colesterol da célula hospedeira resultou apenas na inibicdo parcial da invasdo,
sugerindo que os microdominios de membrana, ricos em colesterol, ndo sdo rotas
exclusivas de entrada para o 7. cruzi (FERNANDES et al., 2007). Os nossos dados nio
permitem determinar se os receptores descritos no nosso modelo de invasdo executam
suas funcdes em plataformas de sinalizagdo localizadas em “bolsas” lipidicas.
Alternativamente, as parcerias aqui descritas podem ser reflexo de convergéncia de

sinais emitidos por receptores que ndo estdo fisicamente associados (“cross-talk”).

°Ne @ FI3K  Polimenizcio do
10" V citoesqueleto de actina
G e —
ETal LAMP-1+

Esquema 4: Contribuicdo diferencial dos receptores de endotelina nas etapas de entrada versus
retencdo do parasita na célula hospedeira
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Papel de B{R na patogénese da Doenc¢a de Chagas
Gazzinelli e cols. demonstraram que as GPI-mucinas purificadas das

formas tripomastigotas (tGPI-mucinas), mas ndo das formas epimastigotas ou
metaciclicas (eGPI-mucina e mGPI-mucinas) sdo capazes de elicitar uma potente
resposta pro-inflamatéria (ex.: citocinas e producdo de NO) em macrofagos murinos
primados com IFN-y e essa atividade pré-inflamatoria esta restrita a &ncora de GPI.

Durante minha tese de mestrado, avaliei se a tGPI-mucina era capaz de induzir a
expressao do receptor B; nas HUVECs. No referido estudo, mostramos que houve
aumento da expressdo de B;R, sendo que essa indug¢do depende da ativagdo do fator
transcricional NF-KkB (ANDRADE et al.,, em preparagdo). Como a tGPI-mucina ¢
sabidamente o ligante de TLR2 (CAMPOS et al., 2001), nos perguntamos se a tGPI-
mucina era capaz de induzir B;R por mecanismos dependentes da ativagdo de TLR2.
Apb6s incubar macréfagos residentes, obtidos de camundongos TLR2” e C57BL/6
selvagens, com a tGPI-mucina, verificamos que a invasdo de macréfagos selvagens
envolve a participagdo de B;R, fato que ndo ocorre nos macrofagos TLR2". Estes
resultados sugerem que macrofagos ativados pela via tGPI-mucina/TLR2 tornam-se
parcialmente susceptiveis a infec¢do pela via BjR-dependente. O impacto desses
eventos na progressdo da infec¢do intracelular estd endo presentemente avaliado.
(Figura 17).

Em seguida, recorremos ao modelo de interagdo com HUVECs para avaliar se os
TCT Dm28 vivos, bem como meio condicionado, eram capazes de induzir a expressdo
de BjR. Em experimentos realizados por PCR em tempo real, verificamos que as
HUVECs estimuladas com TCT também aumentam a expressdo de B|R, comparadas
com as células em repouso, que, como se sabe, ndo expressam esse GPCR (Figura 12).

A exposi¢do do receptor BjR na superficie das HUVECs ativadas foi confirmada em
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ensaios de imunofluorescéncia, seja por TCT, pelo meio condicionado, ou pela tGPI-
mucina (Figura 13).

Em seguida, incubamos HUVECs com TCT (Colombiana) para verificar se a
indu¢do de B)R teria repercussdo funcional. A decisdo de utilizar essa cepa foi motivada
pelo fato que esta apresenta niveis insignificativos de infec¢do apds 2 horas de
incubacdo com as HUVECs. Uma vez confrontadas com TCT (Dm28c), as HUVECs
pré-ativadas pelos TCT (Colombiana) tornaram-se susceptiveis a invasdo pela via B;R-
dependente (Figura 16).

Segundo nossa hipotese de trabalho, ambientes inflamados podem criar novas
oportunidade para a invasdo do 7. cruzi, mediante sinalizagdo dos receptores B;R
(TODOROV et al., 2003; revisado por SCHARFSTEIN, 2003). Além dos efeitos
tentativamente atribuidos ao aumento de carga parasitaria as custas da ativacao de BjR,
esSa ¢ uma via patogénica, capaz de promover fibrose (NADAR et al.,1996),
recrutamento de leucocitos (McLEAN et al., 2000) e angiogénese (EMANUELLI et
al.,2002). Alteracdes na microcirculagdo fazem parte das manifestacdes patologicas da
miocardite cronica chagésica (revisado por HIGUCHI et al., 2003). Acredita-se que os
danos causados no tecido cardiaco sejam decorrentes das eventuais infecgdes de células
cardiacas pelo parasita (células endoteliais, cardiomidcitos e fibroblastos), processo que
pode ser sobreposto por reagdes auto-imunes ou reagdes imunopatologicas provocadas
por depdsitos de antigenos liberados pelo parasita (revisado por HIGUCHI et al., 2003).
Todos esses fatores contribuem para uma resposta inflamatéria exacerbada,
acompanhada de fibrose e danos intensos no tecido cardiaco, caracterizando o quadro
patologico da Doenca de Chagas (revisado por SCHARFSTEIN, 2003). O interese no
estudo do papel de B;R na cardiopatia chagésica ¢ refor¢ado por estudos de

imunohistoquimica feitos com musculo cardiaco proveniente de autopsias de pacientes
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chagésicos (cardiopatia severa). Esses estudos revelaram forte marca¢do de BjR no
miocardio (dados ndo publicados, Martin Metzger, INCOR). Esses estudos nos
encorajaram a avaliar a importancia da ativag¢ao dos receptores BjR no desenvolvimento
da fibrose cardiaca no modelo murino da Doenga de Chagas. Para isso, camundongos
selvagens C57BL/6 e B/R”" foram infectados (s.c) e sacrificados apos 4 meses. Os
ensaios imunologicos comprovaram que, ao contrario do que ocorre com camundongos
B,R”" (MONTEIRO et al., 2006), a resposta adaptativa de tipo I foi plenamente
preservada. Complementando este estudo, verificamos que os camundongos B;R/
apresentam uma fibrose cardiaca reduzida em comparagdo com os camundongos
selvagens (Figura 22). Estudos adicionais serdo necessarios para determinar se a
atenuagdo da fibrose no miocardio observada nos camundongos B;R” ¢ uma
conseqiiéncia indireta da reducdo do parasitismo cardiaco, e/ou, ser reflexo de uma
atenuagdo da inflamagdo mediada por BjR”" Estudos no modelo murino da infecgdo
chagasica demonstraram que as quimiocinas RANTES, MIP-1a e MIP-1f3 sdo capazes
de induzir o aumento da internalizagdo e destruicdo do parasita em macréfagos através
de mecanismos dependentes de NO (VILLALTA et al., 1998; LIMA et al., 1997).
Nessa tese, avaliamos o nivel de expressao das quimiocinas RANTES e MIP-1a por
PCR em tempo real nos coragdes dos camundongos C57BL/6 e B;R’/". Nossos
resultados mostraram que os animais nocautes infectados apresentaram niveis reduzidos
das quimiocinas RANTES e MIP-1a quando comparados com os coragdes de animais
selvagens infectados (Figura 23). Portanto, ¢ possivel que a reducdo da fibrose
observada nos animais B;R-deficientes possa ser relacionada com as diferencas

observadas nos perfis de quimicionas pro-inflamatorias.
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Conclusées:

Os resultados obtidos na primeira parte da tese demonstram que TCT invadem
células endoteliais, misculo liso e cardiomidcitos através de mecanismos dependentes
da sinalizacdo de receptores de endotelina, sendo essa invasao dependente da ativagdo
do subconjunto de GPCRs formado por ETbR/C5aR. Os sinais controlados por
ETbR/C5aR sdo independentes do acoplamento a G;, da mobilizagdo de [Ca™]; ¢ da
ativacao de PI3K. No entanto, ¢ necessaria a producao de niveis 6timos de AMPc para a
formagdo do subconjunto ETbR/C5aR; baixos niveis de AMPc desacoplam o
subconjunto ETbR/C5aR e como conseqiiéncia, a invasdo passa ser controlada pelo
C5aR, sendo contra-regulada pela ativacdo de ETbR. A presenga do inibidor da ECA
(lisinopril) amplia o niimero de receptores que controlam a invasdo de HUVECs em
repouso [C5aR/ETbR/B,R/TLR2/TLR4]. Nas HUVECs pré-ativadas (via TLR2), a
invasdo envolve parceria entre [C5aR/B;R/B,R/ETbR/TLR2].

A principal ligdo desses estudos ¢ que a tivagdo desses subconjuntos tem efeitos
dicotdomicos sobre a relagdo parasita-hospedeiro, ou seja, o parasita emprega o mesmo
arsenal molecular (proteases que liberam cininas e C5a, ligantes de TLR2 e/ou TLR4)
para infectar células ndo-fagociticas, ao mesmo tempo em que estimula reacdes de
defesa mediante ativagdo de células sentinelas do sistema imune (revisado por
GAZZINELLI e DENKERS, 2006; MONTEIRO et al., 2007; revisado por
SCHARFSTEIN et al., 2007), favorecendo o equilibrio da relagdo parasita-hospedeiro.
Estudos adicionais serdo necessarios para avaliar se a ativacdo de ETbR e/ou ETaR tem

alguma participacdo em mecanismos de defesa contra a infec¢@o pelo 7. cruzi.
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