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Resumo

FREITAS, Alex Gomes. EFEITOS DA HIPOXIA NA INFECCAO DE MACROFAGOS
PELO Trypanosoma cruzi. Rio de Janeiro, 2010. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas — Biofisica) — IBCCF, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2010

Células do sistema imune sdo submetidas a diversas condigdes fisiologicas e
patofisioldgicas, incluindo hipoxia tecidual. A adaptagdo de células do sistema imune a
condi¢cdes de hipoxia e as correspondentes mudangas nas suas fungdes efetoras podem
proteger tecidos saudaveis dos efeitos nocivos causados por células do sistema imune reativas
em microambientes teciduais inflamados. A doenca de Chagas ¢ causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Ha evidéncias clinicas e experimentais que agregados plaquetarios na
microcirculagdo cardiaca e éareas hipoxicas estdo associadas com a injuria do miocérdio.
Entretanto, o papel da hipdxia na infec¢do de macréfagos pelo 7. cruzi ainda ndo foi
investigada. Neste estudo, comparamos o efeito de 2% da pressdo parcial de oxigénio
(hipoxia) com a pressao parcial de oxigénio de 21% (normodxia) na infeccdo de macrofagos
pelo protozodrio parasita 7. cruzi. Nossos resultados demonstram que macrofagos peritoneais
mantidos com condi¢des de hipdxia mostram uma significante diminuicdo na producdo de
NO, ROS e na replicagdo do parasita. A hipdxia diminui a efetocitose de uma maneira tempo-
dependente e leva a uma replicag@o deficiente do 7. cruzi em resposta a adigdo de putrescina.
Macrofagos peritoneais mantidos em condigdes de hipdxia e estimulados por células
apoptoticas apresentam mudancas no perfil de produgdo de citocinas, com aumento na
producdo de TNF-a e IL-1p, sem afetar a producao de TGF-B. Nos sugerimos que o TNF-a €
um importante fator que contribui para a diminuicdo da replicagdo do 7. cruzi. Nossos

resultados indicam que a eferocitose modula a replicagdo do 7. cruzi e a producao de citocinas

mesmo em condi¢des de hipdxia.
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Abstract

FREITAS, Alex Gomes. EFFECT OF HYPOXIA ON MACROPHAGE INFECTION BY
Trypanosoma cruzi. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas —
Biofisica) — IBCCF, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

Cells of the immune system are subject to various physiological and
pathophysiological conditions, including tissue hypoxia. The adaptation of immune cells to
hypoxia and corresponding changes in their effector functions can protect healthy tissue
against excessive collateral damage by overactive immune cells in inflamed tissue
microenvironments. Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. There is
both clinical and experimental evidence that platelet aggregates in the cardiac
microcirculation and hypoxic changes are associated with injury of the myocardium.
However, the role of hypoxia in infection of macrophages by 7. cruzi has not been
investigated. In the present study, we compared the effect of 2% oxygen tension (hypoxia)
with a normal tension of 21% oxygen (normoxia) on macrophage infection by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi. Here we show that peritoneal macrophages maintained in a
hypoxic condition showed a significant decrease on NO and ROS production and on parasite
replication. Hypoxia diminishes the efferocytosis in a time-dependent manner and led to a
deficient 7. cruzi replication in response to putrescine addition. Peritoneal macrophages
maintained in a hypoxic condition and stimulated by apoptotic cells showed changes on
cytokine production profile, with increased production of TNF-a and IL-1, without affecting
production of TGF-B. We suggest that TNF-a is an important factor that contributes to the
decrease of T. cruzi replication. Taken together, our results indicate that efferocytosis

modulates 7. cruzi replication and production of cytokines, even under hypoxic conditions.



1. Introducdo

1.1 — DOENCA DE CHAGAS : ASPECTOS GERAIS

Cerca de 100 anos apds a primeira descri¢do feita por Carlos Chagas, a doenga de
Chagas também conhecida como Tripanossomiase Americana (CHAGAS, 1909) continua
sendo um sério problema de saude publica na regido das Américas que se estende desde o
Meéxico até a Argentina, e ¢ considerada a causa significante de morbidade e mortalidade em
muitos paises da regido das América do Sul e Central. (MONCAYO & SILVEIRA, 2009).

Embora a incidéncia da doenca de Chagas tenha diminuido através da implantagao de
campanhas para a erradicagdo do vetor transmissor, melhor controle da qualidade de
componentes sanguineos e de transfusdes de sangue (COURA & DIAS, 2009), estima-se que
ha cerca de 10 milhdes de individuos infectados na América Latina e entre 100 e 120 milhdes
de individuos com potencial risco de contrair a infecgdo (PAHO, 2007).

A doenca de Chagas ¢ causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi
pertencente da Ordem Kinetoplastida e da familia Trypanosomatidae. O 7. cruzi ¢ um parasita
intracelular obrigatdrio que possui um ciclo de vida heteroxénico, alternando entre estagios
morfo e fisiologicamente distintos tanto nos hospedeiros invertebrados, insetos triatomineos,
como nos hospedeiros vertebrados, o0 homem e diversos mamiferos (revisado em MARTIM &
TARLETON, 2004).

A transmissdo vetorial inicia-se quando o inseto triatomineo hematdfago, ao se
alimentar, elimina através de suas fezes/ urina as formas infectivas tripomastigotas
metaciclicas do 7. cruzi, o individuo ao cogar o local da picada, inocula o parasita através de

microfissuras presentes na pele (ENGMAN & LEON, 2002).



Ao ultrapassar a barreira epitelial, as formas infectivas tripomastigotas metaciclicas do
T. cruzi podem invadir diferentes tipos celulares do hospedeiro mamifero, escapar do vactiolo
parasitoforo e, em seguida, no ambiente citoplasmatico celular, diferenciarem-se em formas
amastigotas replicativas. ApoOs efetuar sucessivas divisdes, as formas amastigotas
diferenciam-se em formas tripomastigotas que, ao romperem as cé€lulas, sdo capazes de
infectar células adjacentes e também, podem ser carreadas pela circulagdo sanguinea onde
adquirem a capacidade de infectar outros tecidos distantes do local inicial de infec¢do. O ciclo
se completa quando os insetos triatomineos hematofagos, durante o repasto sanguineo,
alimentam-se do sangue contendo as formas tripomastigotas sanguineas do 7. cruzi (revisado
em MARTIM & TARLETON, 2004).

A transmissdao congénita, a transmissdo por transfusdo sanguinea e por via oral
também podem ser consideradas como mecanismos relevantes de infec¢do pelo 7. cruzi
(WENDEL, 1998; YOSHIDA, 2009).

Ap0s o periodo inicial da infecg¢do pelo 7. cruzi, individuos entram em uma fase aguda
que perdura por cerca de 2 a 4 meses e ¢ caracterizada pelo alto grau de parasitemia. Com
excecdo do edema que aparece no sitio inicial da infecgdo, os sinais e sintomas associados
com a fase aguda da doenga de Chagas sdo em sua maioria ndo-especificos, resultando na
dificuldade de detec¢do da doenca em estagios iniciais (SOSA-ESTANI & SEGURA, 2006;
BERN et al., 2007). Se no estagio inicial a infec¢do ndo € tratada e controlada, individuos
entram na fase cronica, sendo esta transicdo da fase aguda para fase cronica acompanhada por
uma marcante diminui¢do na parasitemia. Isto se deve a uma resposta imune efetiva, que
mantém a freqiiéncia da parasitemia abaixo de niveis detectaveis no hospedeiro durante todo o
periodo da fase cronica da doenca de Chagas. Apesar dos niveis baixos de parasitemia, €
durante a fase cronica que individuos podem desenvolver as formas patoldgicas mais severas

da doenca de Chagas (ROCHA et al., 2007).



As caracteristicas clinicas e a evolug¢ao da fase aguda e cronica sao determinadas pela
combinagdo de fatores inerentes ao parasita como tropismo, mecanismo de evasao, modo de
inoculagdo, bem como de fatores inerentes ao hospedeiro, como uma resposta imune

exarcebada (COURA, 2007).

1.2 - RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELO TRYPANOSOMA CRUZI

Em modelos experimentais, o 7. cruzi ¢ capaz de estabelecer uma infec¢do cronica
sem que ocorra uma cura espontanea. Estes achados sugerem um potente mecanismo que foi
desenvolvido por esse patdgeno a fim de evadir a detecgdo e a sua destruicdo pelo sistema
imune. Entre esses mecanismos, estd a capacidade do 7. cruzi de invadir e se replicar em
muitos tipos celulares diferentes (LEIRIAO et al., 2004; DENKERS & BUTCHER, 2005).

A infeccdo pelo 7. cruzi desencadeia simultaneamente diversas respostas do sistema
imune inato e adaptativo, efetuadas por macrofagos, linfocitos B, linfocitos T e citocinas que
controlam a parasitemia na fase aguda (TEIXEIRA et al., 2002).

O mecanismo classico proposto para um modelo de resposta imune na fase aguda da
infeccdo pelo 7. cruzi envolve a sintese da citocina interleucina-12 (IL-12) por macréfagos.
Esta citocina ativa as células Natural Killer (NK), que por sua vez respondem sintetizando
interferon-gama (IFN-y). As células NK sdo uma importante fonte de IFN-y antes do
desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células T e um importante elemento
inato da resisténcia imune do hospedeiro a infeccdo pelo 7. cruzi (GAZZINELLI et al., 1993).

Estudos mostram que a infeccdo de macréfagos pelo 7. cruzi é capaz de induzir a
produgdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (TARLETON, 1988a; RIVERA et al.,

1995; CHANDRASEKAR et al., 1996). SOUZA et al., (2004) demonstraram que a exposi¢ao



in vitro a formas tripomastigotas do 7.cruzi induz a expressao de TNF-o em mondcitos de
pacientes cardiacos.

O TNF-a, citocina pro-inflamatéria produzida por macrofagos participa de forma
sinérgica tanto com a IL-12 como com o IFN-y na resisténcia do hospedeiro durante a
infeccdo pelo 7. cruzi (OSWALD et al., 1992). Entretanto, o papel do TNF-a na resposta
imune inata do hospedeiro pode gerar tanto efeitos deletérios como protetores (RUSSO et al.,
1989).

O papel protetor do TNF-a foi demonstrado através de estudos envolvendo
camundongos deficientes geneticamente para esta citocina. Neste modelo, os camundongos
deficientes para TNF-a apresentaram alta parasitemia e mortalidade quando infectados pelo
T. cruzi (LIMA et al, 1997). O efeito observado pode ser atribuido, em parte, a uma
deficiéncia da expressdo de moléculas de adesdo pelo endotélio vascular que como resultante
gera uma incapacidade dos macrofagos e linfocitos de serem direcionados para o tecido
infectado (DOSREIS, 2000).

Em associagdo com o TNF-a, o IFN-y produzido por células NK ativa a expressao em
macrofagos da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) resultando em um aumento da
producao de NO (GAZZINELLI et al., 1992; OSWALD et al., 1992).

O NO ¢ um gés de baixo peso molecular que esta envolvida nos mais variados
processos bioldgicos. Sua producdo ocorre pela catalise enzimatica do aminoéacido essencial
L-arginina e ¢ decorrente da acdo de uma familia de isoenzimas expressas em uma grande
variedade de células de mamiferos (SPRINGALL, 1995). Em condi¢des homeostaticas o NO
¢ produzido em baixas concentragdes por enzimas constitutivas e participa de mecanismos
que estdo envolvidos com a sinalizacdo celular e citoprotecdo (CHEN & DEEN, 2001).

Por outro lado, o aumento da produ¢ao de NO mediante a agdo de enzimas induziveis

por estimulos inflamatoérios gera uma importante fungdo desta molécula na resposta imune, a



atividade microbicida (DE GROOTE & FANG, 1995; FANG, 1997, NATHAN & SHILOH,
2000).

Durante a infeccao pelo 7. cruzi, o NO pode diretamente ou indiretamente modular as
funcdes efetoras leucocitarias através de diversos mecanismos. Este processo envolve efeitos
microbicidas derivados de radicais livres téxicos como o anion peroxinitrito (ONOO-) e o
anion superoxido (Oy") que sdo gerados apds a produgdo de NO. Estes radicais livres toxicos
estdo envolvidos no controle da parasitemia induzida pelo 7. cruzi e diretamente podem matar
o parasita in vitro (PELUFFO et al., 2004).

O NO causa modificagcdes quimicas de proteinas contendo residuos de cisteina e
tirosina e, ¢ também capaz de se ligar a metaloproteinas que participam de processos
metabolicos essenciais para o T. cruzi (VENTURINI er al., 2000). A toxicidade do NO ¢
dependente da sensibilidade do parasita, que difere entre as cepas de acordo com o
microambiente. O NO ¢ descrito como uma das principais moléculas efetoras envolvidas na
destruicdo das formas amastigotas do 7. cruzi pelos macrofagos (NATHAN & SHILOH,
2000, COLASANTI et al., 2002, SILVA et al., 2003), e na redug¢ao da produgado de fatores de
crescimento essenciais para o metabolismo do parasita (CICCARELLI et al., 2007).

Contraditoriamente, evidéncias sugerem que cepas de camundongos susceptiveis a
infeccdo pelo 7. cruzi apresentam um aumento na ativagdo de macrofagos apds o contato com
o parasita, sugerindo que nestes animais, a infec¢do com o 7. cruzi induz um excesso na
producdo NO e superdxido (RUSSO et al., 1989, CARDONI et al., 1990, ARANTES et al.,
2004).

Estes estudos possuem particular relevancia dentro do contexto da infec¢do pelo T.
cruzi, desde que foi descrito que o parasita ¢ capaz de gerar um bloqueio energético da célula
do hospedeiro, sem alterar a ultra estrutura organelar da mitocondria (UYEMURA et al.,

1995). Em suma, mostra uma possibilidade em que o 7. cruzi possa controlar a maquinaria



central responsavel pelo metabolismo energético das células do hospedeiro, a fim de acessar
metabolitos que sdo cruciais para a proliferacao do parasita (SCHWARCZ DE TARLOVSKY
etal., 1995; BAEZ et al., 2008).

SILVA et al., (1991) mostram que durante a fase aguda da infec¢do pelo 7. cruzi,
células esplénicas de camundongos infectados produzem elevados niveis de fator de
transformagdo e crescimento-beta (TGF-PB) ativo in vitro. REED et al., (1994) demonstraram
que células esplénicas de camundongos suscetiveis a infeccao pelo 7. cruzi produzem maior
quantidade de interleucina-10 (IL-10) quando comparados com camundongos resistentes a
infeccdo pelo parasita.

Diversas citocinas podem exercer efeitos antagonicos dentro de um processo
imunologico. Evidéncias sugerem que a reposta imune inata contra o 7. cruzi pode se auto-
regular, reduzindo a ativacdo dos macrofagos e a produgdo local de NO. Estudos in vitro,
demonstram que a IL-10 e o TGF-B sdo capazes de inibir a producao de NO e a atividade
tripanocida de macrofagos infectados pelo 7. cruzi e ativados por IFN-y (GAZZINELLI et al.,
1992). A IL-10 ¢ capaz de proteger o hospedeiro, neutralizando a toxicidade da resposta
imune causada por citocinas do tipo Thl durante a infec¢do pelo 7. cruzi (HUNTER et al.,
1997).

Durante a fase aguda da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi, ocorre ativagao policlonal
de linfocitos, afetando todas as populacdes celulares linfoides periféricas (MINOPRIO et al,,
1989).

Estudos mostram que as células T yd podem estar envolvidas na modulagdo da
intensidade da parasitemia, mortalidade e na resposta inflamatoria tecidual e, que este
mecanismo de modulacdo se correlaciona com a idade do hospedeiro (CARDILLO et al,

1993).



Embora as células NK exercam um papel protetor, células T CD4" ¢ T CDS8"
funcionais sdo necessarias para o controle da parasitemia e sobrevivéncia do hospedeiro na
fase aguda da infecgdo pelo 7. cruzi (TARLETON, 1995). A atividade imunoprotetora dos
linfocitos T contra o parasita pode levar a formacao de infiltrados inflamatdrios e lesdes
teciduais no hospedeiro. (ROTTENBERG et al., 1993; TARLETON et al., 1996).

A polarizagdo da respostas celular T CD4" em padrdes de producio de citocinas Thl
ou Th2 durante a infeccao pelo 7. cruzi ndo estd inteiramente esclarecido. A infeccao por 7.
cruzi ndo resulta em uma resposta polarizada de citocinas do tipo 1 ou 2, tanto IFN-y como
IL-10 podem ser secretados simultaneamente por diferentes tipos celulares (REED, 1988;
MINOPRIO et al., 1989; ZHANG & TARLETON, 1996).

A evolucdo da doenca para a fase crdnica caracteriza-se pela perda do padrao da
resposta do tipo Thl e substituicdo pelo padrao da resposta do tipo Th2. Durante a infec¢ao
natural, a redugao da resposta Th1l pode ser um fendémeno critico no estabelecimento de uma
infeccdo cronica (DOSREIS, 2000). O predominio da atividade Th2 na fase cronica da
infeccdo pelo 7. cruzi deve estar associado a persisténcia do parasito e a indugdo de um
estagio relativamente protetor mantido pela producao de anticorpos liticos (BRENER, 1986).

A infec¢do aguda pelo 7. cruzi pode ocasionar perturbacdes da resposta imune e de
seus processos de regulacdo (MINOPRIO et al., 1989; BRENER, 1992). C¢lulas T isoladas
do estagio agudo da infecgdo pelo 7. cruzi apresentam uma forte reducao de sua reatividade a
antigenos do parasita e a ativadores policlonais in vitro (ABRAHAMSOHN & COFFMAN,
1995). Diversos mecanismos de supressdo de células T tém sido caracterizados, in vitro, na
fase aguda da infecgdo (DOSREIS, 1997). Um desses mecanismos envolve a produgdo de
mediadores supressivos por macrofagos ativados. Outro possivel mecanismo envolve a
resposta intrinseca de células T, onde a ativagdo via TCR-CD3 leva a morte celular

programada (DOSREIS, 1997).



Mecanismos supressores de linfocitos T CD4 podem estar relacionados com a
atividade secretora de macréfagos ativados, ja que a deplecdo de macrofagos ou o bloqueio da
sintese de um de seus produtos restauram em parte a proliferacao de células T na presenca de
mitogenos (HAREL-BELLAN et al., 1985; TARLETON, 1988b). A citocina IL-10 diminui a
expressao de moléculas co-estimulatorias como B7-1 e a secre¢do de IL-12, afetando a
capacidade de ativacao dos linfocitos pelos macréfagos (SILVA et al., 1991; REED et al.,
1994; KAYE, 1995).

No estagio agudo da infecgdo, ocorre produgdo de IFN-y, que por sua vez através do
TNF-a, ativa macréfagos a liberarem metabolitos toxicos derivados do NO que suprimem a
proliferacdo de células T (ABRAHAMSOHN & COFFMAN 1995).

Foi descrito um defeito intrinseco do processo de ativagdo de células T CD4, associado a
morte por apoptose (AICD) (LOPES ef al., 1995). Estes estudos sugerem que uma atividade
imunorregulatoria esta presente na infec¢do pelo 7. cruzi, encontrando-se exacerbada,
provavelmente, pela excessiva geracdo de linfocitos ativados (DOSREIS, 2000). Os
mecanismos reguladores, por um lado limitam o potencial patogé€nico contra a integridade dos
tecidos do hospedeiro pelos linfocitos ativados, mas acabam permitindo a persisténcia do

parasita levando a cronificagdo da infec¢do pelo 7. cruzi (DOSREIS, 2000).

1.3 — APOPTOSE E DOENCA DE CHAGAS

Do Latin effere significa timulo, sepultura. Eferocitose refere-se ao processo pelo qual
células apoptdticas tém seus corpusculos apoptoticos removidos e degradados através da
formacdo de eferossomas. O processo de eferocitose possui grande importancia na
manuten¢do da homeostasia tecidual (HENSON ef al., 2001). Células apoptoticas sdo

removidas antes que percam a integridade da membrana e seu conteiido seja liberado no



espago extracelular. Isto previne a exposicdo do tecido a moléculas intracelulares que podem
potencialmente causar dano. Incluindo moléculas que podem estimular respostas
inflamatoérias e/ou autoimunes (FINK & COOKSON, 2005).

A morte celular programada por apoptose ¢ uma resposta bioldgica relevante para o
desenvolvimento, renovacao tecidual e homeostasia do sistema imune. Defeitos neste
processo podem ocasionar mecanismos de doenca (RUDIN & THOMPSON, 1997).

A apoptose pode ser induzida por parasitas unicelulares, dentre eles, inclui-se o T.
cruzi. Neste contexto, a apoptose de leucocitos do hospedeiro exerce um importante papel
imunorregulatorio (DOSREIS et al., 2007).

O T. cruzi ¢ capaz de induzir a apoptose de linfocitos B e T (LOPES et al., 1995a;
MARTINS et al., 1998; ZUNIGA et al., 2002; de MEIS et al., 2006) causando um importante
impacto na resposta imune contra o parasita. Além disso, a infeccao pelo 7. cruzi gera uma
ativacao policlonal de linfécitos (MINOPRIO et al., 1989), que po si s6, € capaz de promover
apoptose dessas células (WELSH & MCNALLY, 1999). Além disso, antigenos liberados pelo
T. cruzi induzem a apoptose de linfocitos (LEGUIZAMON et al., 1999; MARANON et al.
2000).

A apoptose leva a uma rapida e silenciosa remogdo de células mortas por células
adjacentes e fagocitos profissionais (RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007). A eferocitose
de células apoptoticas gera efeitos imunosupressivos, que bloqueiam a secrecdo de IL-12
(VOLL et al., 1997) e induz a secre¢ao de TGF-f pelos macrofagos (FADOK et al., 1998).
Macroéfagos infectados com 7. cruzi apresentam um aumento na replicagdo de parasitas
quandos expostos a linfocitos apoptoticos (NUNES et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA et al.,
2000). O T. cruzi ndo € capaz de sintetizar putrescina, uma poliamina essencial para o
crescimento do parasita. Por isso, depende da putrescina produzida pelas células do

hospedeiro para o seu crescimento intracelular (ARIYANAYAGAM et al., 2003).
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Linfocitos apoptoticos sao capazes de se ligar a receptores de vitronectina expressos
em macrofagos, levando a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2) e TGF-B pelo macrofago.
Estes fatores induzem as atividades, Arginase (JOHANN et al.,, 2007) e Ornitina
Decarboxilase (ODC) que resulta, em tltima analise, na sintese de putrescina, que funciona
como fator de crescimento essencial para o 7. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Este
efeito deletério das células apoptdticas € abolido por inibidores da sintese de prostaglandinas e

pela utilizagdo de anticorpos neutralizantes contra TGF-B (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

1.4 - HIPOXIA : ASPECTOS GERAIS

O oxigénio molecular possui uma grande importancia dentro de diversos processos
celulares, dentre os quais o mais notavel ¢ a produgdo de ATP pelo processo de fosforilagao
oxidativa mitocondrial das células de mamiferos. A homeostasia de O, requer um estreito
limite, a fim de evitar possiveis danos causados pela hiperdxia ou o bloqueio de processos
metabolicos das células pela hipdxia. A hipdxia € definida com uma condi¢do de reduzida
pressdo parcial de oxigénio (pO,) relativa a presente na atmosfera. A hipoxia € relevante nao
somente em quadros patoldgicos, mas também no ambito fisiolégico (SEMENZA, 2001b;
SITKOVSKY & LUKASHEYV, 2005).

No aspecto fisiologico, os compartimentos teciduais diferem em sua extensdo e grau
de vascularizagdo resultando em variagdes no nivel de oxigenagdo. A hipdxia fisiologica
reflete 0 microambiente normal do tecido, sua vascularizagdo e geometria. A pO, tecidual €
proporcional a distdncia do capilar sanguineo mais proximo. Estudos envolvendo diferentes
metodologias demonstram que a pO, em diferentes tecidos ¢ normalmente baixa e pode ser
considerada hipéxica (VANDERKOOI et al., 1991). A pO, nos compartimentos teciduais ¢

menor do que a pO, presente no ar atmosférico inspirado ao nivel do mar que corresponde a
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21Kpa, 159 mmHg ou a concentracdo de 21% de O, (VANDERKOOI et al., 1991;
CALDWELL et al., 2001).

Em condicdes patoldgicas, a hipdxia gera uma adaptacdo no tecido alterado e ¢
resultante da disfung@o da rede vascular que como conseqiiéncia, diminui o aporte sanguineo
tecidual (Revisado por SEMENZA, 2001c). A hipéxia no contexto patologico ¢ encontrada
em diversas situagdes como tumores malignos, reagdes inflamatorias, tecidos isquémicos e
doengas obstrutivas pulmonares (BJORNHEDEN et al.,1999; HARRIS, 2002; VAUPEL &
HOCKEL, 2003; LE et al., 2004; DISTLER et al., 2004). A hipoxia cria microambientes
unicos, condicionando o fenotipo e funcdo de diferentes tipos celulares que resultam em
importantes sinais que sdo capazes de promover a angiogénese para o restabelecimento do
aporte de oxigénio, a ativacdo de fontes alternativas para obtencdo de energia e recrutamento
de leucocitos efetores para o quadro patologico (SEMENZA, 2001c; PUGH & RATCLIFFE,

2003; NIZET & JOHNSON, 2009).

1.5 -0 FATOR DE TRANSCRICAO HIF-1

A resposta a hipdxia requer um alto nivel de coordenagdo e seu mecanismo inclui um
amplo espectro de agdes que vao desde variacdes na expressdo enzimatica (que adaptam a
producdo de energia em situacdes com pouca disponibilidade de oxigénio), até a regulagdo de
genes que estdo envolvidos com a sobrevivéncia celular em circunstiancias adversas. Nos
mamiferos, a resposta hipoxica inclui, entre outras, adaptacdes da fungdo respiratdria,
hemodinamica, do metabolismo intermediario e da fun¢do renal que sdo influenciados pela
acdo de hormonios, de fatores de transcri¢do e da atividade enzimatica (CARAMELO et al.,

2006).
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Os estimulos gerados pela hipdxia sdo transmitidos ¢ mediados por fatores de
transcricdao. HIF-1 do inglés (Hypoxia inducible factor - 1) (SEMENZA, 1999) ¢ considerado
o principal mediador da adaptagao celular a variagdes na pO; tanto em células normais como
em cé€lulas tumorais (WANG & SEMENZA, 1993a; CARMELIET ef al., 1998; KUNG et al.,
2000; KOJIMA et al., 2002; CRAMER et al., 2003; WALMSLEY et al., 2005).

A descoberta de HIF-1 como regulador da homeostasia do oxigénio surgiu como
conseqiiéncia de estudos envolvendo mecanismos moleculares que modulam a transcrigdo do
gene para eritropoietina (EPO) em resposta a hipdxia (SEMENZA et al., 1991a; SEMENZA
et al., 1991b; JIANG et al., 1997). Estudos posteriores demonstraram que HIF-1 ¢ um fator de
transcricao que regula a expressao de mais 100 genes envolvidos em diversos mecanismos nas
células dos mamiferos e participa no controle do metabolismo, da angiogénese, do tonus
vascular, da diferenciacdo celular e apoptose (LEWIS et al., 1999; BURKE et al., 2002;
MURDOCH et al., 2005).

HIF-1 ¢ um fator de transcri¢do heterodimérico que ¢ composto por duas subunidades
HIF-1a e HIF-1B (WANG et al., 1995). A proteina HIF-1f € expressa constitutivamente e ndo
¢ controlada pela variagdo na pO,. Por outro lado, a subunidade HIF-1a € a responsavel pela
regulacdo molecular de HIF-1 em funcdo da pO, ( JIANG et al., 1997; PUGH et al., 1997 ).

A proteina HIF-la possui quatro dominios distintos. A extremidade N- terminal
contém um domino bHLH (basic helix-loop-helix) e um dominio PAS (Per-Arnt-Sim) que
sdao mediadores da dimerizacdo com a sub-unidade HIF-1P e posterior ligagdo ao DNA na
sequéncia consenso (5’-CGTGC-3’) no sitio de iniciagdo do promotor de uma variedade de
genes. (WANG et al., 1995).

A extremidade COOH-terminal da subunidade HIF-la contém um dominio
dependente de oxigénio (ODD), no segmento dos residuos 401-603 e participa no controle da

estabilidade protéica em funcdo da variacdo da pO, Outros dois dominios, conhecidos como
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dominios de transativacao (TADs) estdo relacionados com o mecanismo de transativacdo da
sub-unidade HIF-1 o (JIANG et al., 1997).

A translocacdo da subunidade HIF-1a para o ntcleo, e sua posterior heterodimerizacao
com a sub-unidade HIF-1B ¢ essencial para a ligagdo de HIF-1 a co-ativadores que sdo
necessarios para a ativacao da transcricao de genes alvo (LANDO et al., 2002).

Em condi¢des de normoxia, HIF-1a sofre modificagdes pds-traducao por acao de
enzimas hidroxilases (PHD1-3, FIH-1), as quais sdo responsaveis por hidroxilar residuos de
Prolina nas posi¢des 402/564 e de Asparagina na posi¢ao 803 que se localizam nos dominios
ODD e TADs (IVAN et al., 2001; JAAKKOLA et al., 2001; MASSON et al., 2001; YU et
al.,2001; LANDO et al., 2002).

Estas modificagdes permitem a unido da proteina supressora de tumor von Hippel
Lindau (pVHL) aos sitios hidroxilados de HIF-1a formando parte do complexo E3 ubiquitina-
ligase que resulta na ubiquitinagdo e degradacao via proteassoma (HUANG et al., 2002; OHH
et al., 2000). A hidroxilagao do residuo Asparagina na posi¢ao 803 foi descrita recentemente e
constitui um impedimento estérico para a unido do co-ativador CBP/p300 com a subunidade
HIF-1a (LANDO et al., 2002).

Em condi¢des de normoxia, diversas citocinas e fatores de crescimento ativadores de
receptores do tipo tirosina cinases (RTKs) sdo também capazes de induzir a expressdo da
subunidade HIF-1a, repercutindo no aumento dos niveis deste fator transcricional. De uma
maneira geral, o mecanismo pelo qual as citocinas e os fatores de crescimento sdo capazes de
induzir a expressao da subunidade HIF-1 a em condi¢des de normoxia inclui um aumento na
sintese protéica. Por outro lado, na hipdxia, o aumento da expressdo ¢ devido a uma
diminuicdo da taxa de degradacdo de HIF-1a. (ZELZER et al., 1998; FELDSER ef al., 1999;
HELLWIG-BURGEL et al., 1999; ZHONG et al., 2000; GORLACH et al., 2001; SPINELLA

et al.,2002).
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1.6 — EFEITOS DA HIPOXIA EM MACROFAGOS

As células do sistema imune inato e adaptativo exercem suas funcdes efetoras nas mais
variadas condicdes fisiologicas e patofisioldgicas, incluindo em tecidos profundamente
hipdxicos. O sucesso na resolucdo de quadros patoldgicos dependem da sobrevivéncia das
células do sistema imune frente a variagdes na pO, ao longo de diferentes microambientes
teciduais (SITOKOVSKY & LUKASHEYV, 2005).

Células de origem mieldide apresentam meia vida curta e sdo rapidamente mobilizadas
para responder a mudangas na integridade tecidual ou entrada de microorganismos
patogénicos. Macrofagos sdo células cruciais do sistema imune inato e servem como
localizadores e agentes ativos na erradicacdo de patdogenos, impedindo o estabelecimento de
uma infecgao sistémica (NIZET & JOHNSON, 2009; WALMSLEY et al., 2009).

Diversos estudos sugerem que os macréfagos podem ser estimulados por fatores
derivados do microambiente tecidual presente em diversas situagdes patologicas. Estes fatores
sdo capazes de modificar o fendtipo dessas células, direcionando para atividades especificas
de tecido (MURDOCH et al., 2008).

Um desses fatores ¢ a hipoxia resultante de uma perfusdo vascular insuficiente de um
determinado tecido. A hipoxia é capaz de alterar diversos parametros relacionados com a
atividade dos macrofagos, dentre os quais a morfologia, expressdo de marcadores de

superficie, viabilidade celular e fagocitose (LEWIS ef al., 1999). (TABELA 1).
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Tabela 1. ATIVIDADE CELULAR DE MACROFAGOS MODIFICADA PELA HIPOXIA

Fungao relacionada a atividade de

macrofagos

Referéncia

Morfologia

CAZIN et al., 1990; ANGERMULLER

et al., 1995.

Marcadores de superficie celular

SCANNELL et al., 1993; GYETKO et
al., 1994; SCANNELL et al., 1995;
SCANNELL et al., 1996 NEGUS et al.,

1998

Viabilidade celular

RYMSA et al., 1990; RYMSA et al.,
1991;

TSUKAMOTO et al., 1996; GRAEBER
etal., 1996 ; YUN et al., 1997, GUIDA

etal., 1998.

Fagocitose

DU et al., 1998, LEEPER-WOODFORD

et al.,1992

O extravasamento de mondcitos € um processo que ocorre no inicio da resposta

inflamatoria, a migragdo pelo endotélio ¢ regulada por um conjunto de fatores de adesdo e

quimiotaticos que sdo expressos pelo endotélio e pelas células adjacentes (IMHOF &

AURRAND-LIONS, 2004; BAGGIOLINI & LOESTSCHER, 2000). De acordo com o sitio

inflamatério, os mondcitos encontram variagdes descrescentes na pQO, tecidual. Estes

mondcitos se acumulam em areas avasculares e hipdxicas de tecidos nos mais variados



16

quadros patoldgicos, tais como tumores solidos, sitios isquémicos, inflamagao cronica e sitios
de infeccao bacteriana (BAGGIOLINI & LOESTSCHER, 2000, MANTOVANI et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram o sinergismo entre a resposta hipoxica e a resposta
imune inata. Estes estudos surgiram a partir da observacao que células fagociticas de origem
mieldide em condigdes de hipdxia adquiriam melhor capacidade em eliminar bactérias do que
em condi¢des de normoxia (PEYSSONNAUX et al., 2005; ANAND et al., 2007). Uma
explicacdo para um possivel mecanismo envolvido nesses efeitos observados € a relacdo
sinérgica entre HIF e o NF-xB, um fator de transcri¢do que regula a imunidade inata (FREDE
et al., 2006; BELAIBA et al., 2007).

O estimulo hipdxico € capaz de induzir mudangas marcantes na expressao de citocinas
e atividade secretoria dos macréfagos, demonstrado através de estudos de liberagdo de
citocinas pro-angiogénicas e citocinas inflamatorias pelos macrofagos (LEWIS et al., 1999).

(TABELA 2)

Tabela 2. INFLUENCIA DA HIPOXIA NA EXPRESSAO DE CITOCINAS E FATORES DE

CRESCIMENTO PELOS MACROFAGOS.

Fator Funcao Referéncia

VEGF pro-angiogénica HARMEY et al., 1998;
XIONG et al., 1998;

LEWIS et al., 2000;

TNF-a pré-angiogénica SCANNELL et al., 1993
pro-inflamatoria HEMPEL et al.,1996;
citotoxica XIONG et al., 1998;

CRAMER et al.,2003;
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IL-1 pro- inflamatoria WEST et al.,1994;

HEMPEL et al.,1996;

PGE, imunossupressiva ERTEL et al., 1993;

WEST et al.,1994;

IL-10 imunossupressiva MURATA et al., 2002;

IL-6 pro- inflamatoéria ALBINA et al.,1995;

WEST et al., 1994.

1.7 —HIPOXIA E INFECCOES PARASITARIAS

Poucos estudos foram realizados envolvendo este tema, mas evidéncias sugerem que a
regulacdo celular via HIF-1 ocorre no contexto de infeccdo parasitaria por protozoarios.
Lesoes cutaneas podem ser geradas em camundongos Balb/c pela infeccdo com Leishmania
amazonensis € em estagios tardios da infec¢do, a indugcdo de HIF-la no citoplasma e no
vactolo parasitoforo de macréfagos recrutados ao microambiente da lesdo pode ser
claramente demonstrado (ARRAIS-SILVA et al., 2005).

BOSSETO et al., (2010) mostram que o microambiente hipoxico € capaz de promover
uma pressao seletiva no fenotipo de células dendriticas (DCs), contribuindo para o efeito
leishmanicida da resposta imune inata.

Um importante estudo de comparacdo foi realizado envolvendo a andlise da
transcri¢do génica em fibroblastos humanos infectados pelo Toxoplasma gondii, um parasita
intracelular obrigatorio. Neste modelo, a indu¢do de HIF-1 parece ter um importante papel no

ciclo biolégico do parasita, sendo capaz de induzir a transcricdo de genes relacionados com
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enzimas glicoliticas, transportadores de glicose, receptores de transferrina ¢ VEGF (BLADER
etal.,2001; GAIL et al., 2001).

Investigagdes posteriores demonstram que Toxoplasma gondii induz rapidamente o
aumento dos niveis de HIF-la em fibroblastos infectados (SPEAR et al., 2006). Em
condi¢des de hipdxia presentes nos tecidos cerebral, muscular e na retina, onde o parasita se
aloja, a divisao celular do parasita e a manutengdo da estrutura organelar ¢ severamente
bloqueada nas células do hospedeiro onde a fungdo de HIF-1a foi deletada. O parasita pode
estar envolvido na indug¢do de HIF-la, e os genes regulados por HIF-1 poderiam ser
essencias para sua replicacdo (SPEAR et al., 2006).

No contexto da infecg¢do pelo 7. cruzi, praticamente ndo ha estudos sobre o tema. No
entanto, ROSSI et al., (1984), demonstraram que a microcirculagdo esta envolvida na
cardiopatia chagasica, que ¢ potencializada com a formagdo de agregados plaquetérios.
Posteriormente, ROSSI et al., (1985) evidenciaram a formagdo de areas hipdxicas com
transitoria formagdo isquémica dentro do mesmo modelo experimental e sugerem a hipdxia

poderia estar associada a injlria na cardiomiopatia chagasica.
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2.0bjetivos

2.1 —“OBJETIVOS GERAIS

1 — Investigar os efeitos da hipoxia na replicagdo do Trypanosoma cruzi em macrofagos
2.2 —“OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Estudar os efeitos da hipdxia em macrofagos

2 — Estudar os efeitos da hipoxia na eferocitose

3 — Estudar os efeitos da eferocitose sobre a replicacao do 7. cruzi em condi¢des de hipdxia

4 — Estudar os efeitos da eferocitose sobre a producdo de citocinas pelos macrofagos em

condig¢des de hipoxia
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3.Material e Métodos

3.1 — ANIMAIS

Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos isogénicos da linhagem
BALB/c, machos, com 4-8 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais
de Laboratério (CECAL) da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ- Rio de Janeiro) e mantidos
em nosso biotério, sob condi¢des sanitarias convencionais. A utilizagdo dos animais foi
adequada as normas estabelecidas pela Comissdo de Avaliacdo do Uso de Animais em

Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho.

3.2 — MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado na cultura de macrofagos foi RPMI 1640 (Gibco BRL)
contendo (2 mM de L-glutamina, 50 uM de B-mercaptoetanol, ImM de piruvato, 10pg/mL de
gentamicina, aminodcidos ndo essenciais, suplementado com 10% de SFB (Gibco BRL) para

os experimentos ou 1% de nutridoma (Roche ®) para a dosagem de citocinas.

3.3 — PARASITAS

As formas epimastigotas do clone Dm28c de 7. cruzi (CONTRERAS et al., 1988) sdo
mantidas a 27 °C em estufa BOD, em meio BHI suplementado com 10 % de soro fetal bovino
(SFB — GIBCO BRL ), 25 pg/mL de hemina (Sigma), 20 pg/mL de &cido folico (Sigma) e 10

pg/mL de gentamicina (GIBCO BRL). Para obtengdo das formas tripomastigotas
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metaciclicas, formas epimastigotas obtidas no final da fase exponencial de crescimento sdao
centrifugadas (1000 g, 10 min) e ressuspensas em meio TAU-P (Triatomine Artificial Urine,
NaCl 190 mM, tampao fostato de sodio 8mM pH 6,0, KCl 17mM, CaCl, 2mM, MgCl, 2mM,
NaHCO; a 0,035%, L-Prolina 10mM), em garrafas de cultura (25 cm?) contendo 10 mL de
meio TAU-P. As garrafas foram mantidas em posi¢ao horizontal durante 72 horas a 27°C, sem
agitacdo. As formas tripomastigotas metaciclicas foram quantificadas com auxilio da camara

de Neubauer.

3.4 — OBTENCAO DO AMBIENTE HIPOXICO

O ambiente hipoxico foi estabelecido pela injecdo de uma mistura gasosa padrdo
primario (White Martins, praxair INC — Osasco) contendo em sua composi¢do 2% mol/ mol
de Oy, 7% mol/mol de CO, e 91% de mol/mol de N, em uma camara incubadora do tipo
dessecador saturado de H,O (Figura suplementar 1). A inje¢do da mistura gasosa P.A. foi
efetuada até atingir a satura¢do. Em seguida, a camara incubadora foi selada com vaselina e
mantida em estufa convencional a 37°C. As condi¢des de normoxia foram estabelecidas em
estufa convencional contendo em sua composi¢ao 21% mol/ mol de O, , 7% mol/mol de CO,
e 75% mol/mol de N, Para aferir o grau de hipoxia presente no meio de cultura foi utilizado
um sensor catodico (Oxygraph 2k, OROBOS, Austria) capaz de mensurar a concentragdo de
O, dissolvido no meio de cultura. A verificagdo da concentragdo de oxigénio molecular
dissolvido foi realizada ap6s 30 minutos da injecdo da mistura gasosa P.A. Como controle, foi
utilizado o meio de cultura mantido em condi¢des de 7% CO;, 21% de O, (concentracao

atmosférica ao nivel do mar) e concentragao de saturagao de N, a 37°C.
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Figura suplementar 1- Modelo de reproducdo do ambiente hipoxico

3.5 - OBTENCAO DE MACROFAGOS E AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA

Macrotagos inflamatdrios foram obtidos a partir da lavagem da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c, 4 dias ap6s a inje¢do intraperitoneal de 1mL de tioglicolato de sodio
3% (Sigma). Os macrofagos provenientes do lavado peritoneal foram contados e plaqueados
como triplicatas em placas de 24 pogos (Corning Inc., NY) numa concentragio de 3x10°
células/ poco e cultivados em meio RPMI completo contendo 10% de SFB ou 1% de
nutridoma ® (Roche). A cultura foi mantida 18 horas a 37 °C para a aderéncia celular. Apds o
periodo de aderéncia, os macréfagos foram infectados com 1,5x10° de formas tripomastigotas

de T. cruzi por pogo durante 18 horas em ambiente de hipdxia ou normodxia. Posteriormente,
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foram efetuadas lavagens para retirada de parasitas ndo internalizados e, em seguida,
adicionados os estimulos com suas variagdes. 10 ng/mL ou lpug/mL (para dosagem de
citocinas) de LPS derivados de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium(Sigma). 0,5ng/mL
de IFN-y recombinante (rm IFN-y — R&D). Inibidor especifico da iNOS: L- Dihidrocloreto -
N6- (1- iminoetil) lisina (L-NIL, Immol/L — Sigma). Dihidrocloreto de putrescina (Sigma)
em concentragdes variaveis para andlise dose-resposta da infeccdo em ambiente de hipoxia ou
normoxia. Timdcitos vidveis, apoptoticos e necrdticos na concentracio de 9x10° células/
poco, obtidos através da metodologia descrita abaixo. Apds a adicdo dos estimulos foram
acrescentados mais 72 horas de ambiente de hipoxia ou normoxia. Apds este periodo,
macrofagos mantidos em ambiente de hipoxia foram transferidos para ambiente de normoxia.
Os sobrenadantes dessas culturas foram coletados apos 48 horas da adicdo dos estimulos para
a quantificacdo de citocinas e 6xido nitrico.

A replicagdo do parasita foi quantificada apos dez dias em cultura por contagem direta
utilizando cdmara de Neubauer. O pH de diferentes dias de cultura celular em ambiente de
hipoxia ou normoéxia foi avaliado utilizando-se pHmetro Digimed DM-22 e os valores

expressos em média e erro padrao (SEM) das leituras de triplicatas.

3.6 — OBTENCAO DE TIMOCITOS APOPTOTICOS E NECROTICOS

Timos de animais BALB/c foram coletados e homogeneizados em meio RPMI
incompleto, em de placas de Petri de vidro contendo malha de ago inoxidavel estéril. O
material obtido foi centrifugado a 800 g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado
e o botdo celular foi ressuspenso em meio RPMI completo sem soro. Para obtengdo de células
apoptdticas, timocitos foram expostos a radiacdo UV durante 20 minutos e posterior 2 horas

adicionais em estufa 37°C e atmosfera contendo 7% de CO, (OJEDA et al., 2004). Timdcitos
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necroticos foram obtidos pela adi¢do de Paraformaldeido 4% durante 20 minutos e posteriores
lavagens (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). As células foram contadas em camara de
Neubauer utilizando a técnica de exclusdo pelo corante Azul de Trypan e ajustadas para uma
concentracdo de 1,5 x 10° células por poco. Para aferir a eferocitose em ambiente de normoéxia
ou hipoxia, macrofagos inflamatorios foram submetidos em ambiente de hipoxia ou normoxia
com variagdes no tempo de exposi¢ao e em seguida submetidos a interacdo durante 1 hora
com timocitos apoptoticos na proporcao (5:1). O grau de eferocitose foi mensurado pela
contagem do percentual de macrofagos fagocitando e pelo ntimero de células apoptoticas por

100 macrofagos em laminulas redondas de 13 mm de didmetro (Glass Técnica).

3.7 — ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade de macrofagos peritoneais inflamatérios foi determinada através do teste
de redu¢do do MTT: Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio)(Sigma).
Macroéfagos inflamatorios foram cultivados em placas de cultura de 96 pocos (Corning Inc.,
NY) em meio RPMI 1640 completo e mantidos em condi¢des de hipdxia ou normoxia. Apos
o tempo de cultura determinado, em cada pogo foi adicionado 5 mg/mL de MTT. As placas
foram mantidas durante 4 h em temperatura de 37°C. Apds este periodo, o meio de cultura foi
retirado e foram adicionados 100 pL de SDS a cultura celular e mantidas durante 18h em
estufa 37°C. Apds este periodo, a absorbancia da amostra foi obtida através de leitura em
espectofotometro de placa (VERSAwmax Microplate Reader — Molecular Devices - USA) com
filtro de comprimento de onda de 570nm (MOSMANN, 1986). Para o ensaio de viabilidade

celular, também foi utilizada a técnica de exclusao por colora¢do com azul de Trypan.

3.8 — DETERMINACAO DA PRODUCAO DE NITRITOS
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A producao de NO foi determinada indiretamente pela metodologia de quantificagdo
da produgdo de nitritos (NO;") conforme descrito (GREEN et al., 1982). O sobrenadante
coletado da cultura foi diluido na propor¢do de 1:1 com o Reativo de Griess, que apresenta em
sua composi¢ao 0,1% de dihidrocloreto naftiletilenodiamina, 1% sulfanamida e 2,5% de acido
fosforico. A densidade optica foi lida em espectofotometro de placa (VERSAwm.x Microplate
Reader — Molecular Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de 540nm. A
determinagao da concentragao de nitritos foi calculada utilizando -se como base uma curva

padrao de nitrito de sodio (NaNO;) e os resultados obtidos foram expressos em pM.

3.9 — DOSAGEM DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Para avaliar a produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio foi utilizada a técnica de
detec¢do micro-fluorimétrica usando 2’°,7’diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA)- Fluka-
BioChemika (WANG et al., 2008). Est4 técnica ¢ baseada na oxidacdo de DCFH-DA nao-
fluorescente a um composto fluorescente DCF ambos intracelular e extracelular. Macrofagos
inflamatérios foram cultivados na concentragio de 10° células/ pogo em placas de 96
pocos (Corning Inc., NY) durante 72 horas em ambiente de hipoxia ou normoxia. Apds este
periodo foi adicionado durante 10 minutos 10pM de DCFH-DA em ambiente de hipoxia ou
normoxia. Apos a etapa de lavagem, os macrofagos inflamatérios foram submetidos a
estimulos por 10 ng/mL de LPS derivados de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
(Sigma) e/ou 0,5ng/mL de IFN-y recombinante (rm IFN-y — R&D) e incubados em ambiente
de hipoxia ou normoxia por um periodo de 4 horas. Apés o periodo de 4 horas com
estimulos, a leitura foi realizada utilizando um fluorimetro FLX 800 Microplate Fluorescence

Reader (BIO-TEK) com comprimentos de onda de excitagdo 485 nm e emissdo 530 nm. Os
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resultados foram expressos em media e erro padrao (SE) das leituras de absorbancia das

triplicatas de cultura.

3.10 — ANALISE DA EXPRESSAO DE HIF-1a POR ELISA

A expressdo de HIF-1a de macrofagos foi avaliada pela técnica de ELISA celular
(BORGES et al., 2001). Macréfagos inflamatérios (10% 200 pL) foram cultivados em
microplacas de 96 pogos, durante 24 horas em condi¢cdes de normodxia ou hipdxia como
descrito. Apos o periodo de incubagdo, as monocamadas foram fixadas com PBS contendo
4% de paraformaldeido por 30 min e bloqueadas com PBS contendo 10% de SFB (GIBCO-
BRL) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-
Tween, e incubadas com 5 pg/mL de anticorpo policlonal anti-HIF-1a (R&D) por 18 horas a
4°C. Ap6s a lavagem com PBS-Tween, foi adicionado 5 pg/mL de anticorpo IgG anti-coelho
biotinilado (Vector, CA) diluido em PBS contendo 10% de SFB para detectar HIF-1a. A
placa foi incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A reacdo foi
revelada com fosfatase alcalina conjugada a estreptoavidina (Southern Biotechnology
Associates Inc. Birmingham, AL) diluida na propor¢do de 1:2000 em PBS + 10% SFB,
seguida de incubacdo a 37°C por lh. Apds etapa de lavagem, foi adicionado o substrato
paranitrofenol fosfato (pNPP) Img/mL (Sigma) diluido em tampao TRIS-MgCl, (pH 9,8). A
densidade Optica foi obtida através de leitura em espectofotdmetro de placa (VERSAwmax
Microplate Reader — Molecular Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de
405nm. Os resultados foram expressos em média e erro padrio (SE) das leituras de

absorbancia das triplicatas de cultura.

3.11 — DOSAGEM DE CITOCINAS
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Sobrenadantes obtidos em 48h de cultura celular foram centrifugados e armazenados a -
20°C até a utilizacdo. A quantificacdo das citocinas produzidas ( TNF-a, IL-1B ¢ TGF-pB) foi
baseada na técnica de ELISA do tipo sanduiche, de acordo com a metodologia preconizada
pelo fabricante ( R&D; e-Bioscience, CA ). Placas de 96 pogos com fundo chato (Corning
Inc., NY) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura diluidos em PBS ou
tampao de captura (fornecido pelo fabricante) e incubadas a 4°C por 18h. Em seguida, foram
efetuadas etapas de lavagem com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) (Sigma) e
posterior bloqueio com PBS contendo 10% SFB por 2h a temperatura ambiente seguido por
mais uma etapa de lavagem com PBS-T. Os sobrenadantes e as citocinas recombinantes que
foram utilizados para a curva-padrao foram adicionados e incubados a 4°C por 18h. Para a
dosagem de TGF- B, os sobrenadantes obtidos da cultura celular foram acidificados com HCI
IN por 1h a temperatura ambiente e posterior neutralizacio com NaOH 1N. Apos lavagem
com PBS-T, foram adicionados os anticorpos secundérios de detec¢gdo marcados com biotina,
diluidos em PBS + 10%SFB ou tampao de ensaio (fornecido pelo fabricante). A placa foi
incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A rea¢do foi revelada com
fosfatase alcalina conjugada a estreptoavidina (Southern Biotechnology Associates Inc.
Birmingham, AL) diluida na propor¢do de 1:2000 em PBS + 10% SFB, seguida de incubagao
a 37°C por lh. Apoés etapa de lavagem, foi adicionado o substrato paranitrofenol fosfato
(PNPP) (Sigma) diluido em tampao TRIS-MgCl, (ph 9,8). A densidade optica foi obtida
através de leitura em espectofotometro de placa (VERSAwmax Microplate Reader — Molecular
Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de 405nm. A concentragdo das citocinas
foram calculadas baseando-se nos valores obtidos da curva-padrdo de citocinas recombinante

e os resultados expressos em pg/mL. Para ensaios de neutralizacdo da citocina TNF-a foram
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utilizados anticorpo anti- TNF-o MP6-XT3 (BD Biosciences) na concentracao de 10pug/mL e

anticorpo isotipo controle R3-34 (BD Biosciences) na concentracao de 10ug/mL.

3.12 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com média + erro padrdo (SEM). A andlise estatistica
foi realizada no programa SigmaPlot para Windows, empregando o teste ¢t de Student para
amostras independentes. Diferengas com um valor de p < 0,05 ou p < 0,01 foram consideradas
significantes. Todos os experimentos mostrados foram repetidos pelo menos 3 vezes, com

resultados semelhantes.
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4.Resultados

4.1 - ANALISE DO AMBIENTE HIPOXICO

Para estudar os efeitos da hipdxia na infeccdo de macréfagos pelo 7. cruzi, verificamos
inicialmente se a varia¢ao na pressao parcial de O, (pO,) empregada para o ambiente hipdxico
estava sendo transmitida eficientemente para o meio de cultura.

Para tal, o meio de cultura utilizado nas experiéncias foi mantido em uma camara do
tipo dessecador saturado de H,O onde efetuamos a injegdo de uma mistura gasosa padrao
primario até atingir a satura¢dao. Apos 30 minutos, o meio de cultura foi retirado e aferido com
auxilio de um sensor catodico capaz de medir a concentracao de O, dissolvido no meio. Na
condi¢do de normodxia, o meio de cultura foi mantido em estufa convencional pelo mesmo
periodo que o empregrado para o ambiente hipdxico. Como pode ser observado na Figura 1, a
pO> em condi¢des de normodxia foi de 18,5 £ 0,6245, enquanto que em hipoxia o valor obtido
foi de 3,4 + 0,608. Estes resultados demonstram que a metodologia empregada para o

estabelecimento do ambiente hipdxico foi efetiva.
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FIGURA 1 — ANALISE DO AMBIENTE HIPOXICO. Meio de cultura de macréfagos foi mantido
durante 30 minutos em ambiente de normoxia (barra branca) ou em ambiente de hipoxia (barra preta).
A leitura da concentracdo de O, dissolvido foi realizada com auxilio de um sensor catddico e os
valores expressos como média = SEM da pO, (kPa) de um experimento representativo de 3
experimentos, onde (¥*) indica valores com p<0,01 para diferencas entre hipoxia e normoxia.
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4.2 - ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS EM AMBIENTE

HIPOXICO

Em modelos experimentais, diferentes tipos celulares demonstram sobrevivéncia a
periodos cronicos de hipoxia e a situagdes que envolvem o processo de reoxigenacao através
de mecanismos adaptativos (LEWIS, 1999).

Para verificar o perfil de sobrevivéncia celular, realizamos ensaios de viabilidade
celular de macréfagos variando o tempo de exposicao ao ambiente de hipdxia ou normoxia e
ao processo de reoxigenacdo. Em seguida, as culturas foram submetidas ao ensaio de
viabilidade pelo método MTT.

A Figura 2 mostra que a hipoxia por um periodo de 3 dias nao afetou a viabilidade dos
macrofagos quando comparados com os macrofagos mantidos em normoxia. Além disso, a
transferéncia destas culturas mantidas por 3 dias em hipoxia para condi¢cdes de normoxia por
mais 4 dias ndo causou alteragdes significativas na viabilidade celular dos macrofagos. No
entanto, macréfagos mantidos por um periodo de 7 dias consecutivos em ambiente hipoxico
apresentaram uma significativa reducdo na viabilidade celular quando comparados aos
macrofagos mantidos em condi¢des de normoxia. Resultados semelhantes foram obtidos
através da utilizagdo da técnica de exclusdo com a coloragdo azul de Trypan (dados nao
mostrados). Estes resultados nos permitiram empregar nos experimentos seguintes, periodos

de até 3 dias de exposi¢do a hipoxia, sem que ocorra a interferéncia na sobrevivéncia celular.
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FIGURA 2 — VIABILIDADE DE MACROFAGOS MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMOXIA
OU HIPOXIA. Culturas de macroéfagos foram mantidos por 3 dias (3d) ou 7 dias (7d) em condigdes de
normoxia (N) ou hipdxia (H), ou por 3 dias de hipoxia seguidos por 4 dias em normoxia (3dH + 4dN).
Ap0s estes periodos, a viabilidade celular dos macrofagos nas culturas foi avaliada pelo método do
MTT. Os valores de D.O. (570nm) estdo expressos em média =SEM de 3 experimentos em triplicatas
onde (*) indica valores com p<0,05 para diferengas entre ambientes de hipdxia e normoxia.
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4.3 - ANALISE DA EXPRESSAO DE HIF-10 EM AMBIENTE HIPOXICO

Um dos principais mecanismos de adaptacdo celular ao ambiente hipoxico envolve a
regulacdo da expressdo de genes que estdo envolvidos com a sobrevivéncia celular em
condi¢des adversas, e o fator de transcricdo HIF-1 ¢ considerado o principal mediador da
adaptacao celular a variagdes na pO, (SEMENZA, 2001c).

Culturas de macrofagos foram submetidas ao ambiente de normdxia ou hipdxia por
um periodo de 24 horas e a expressdo da sub-unidade HIF-1a foi medida utilizando a técnica
de ELISA celular. Conforme apresentado na Figura 3, a expressdo HIF-lo aumenta

significativamente em macrofagos que foram submetidos ao ambiente de hipoxia.
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FIGURA 3 — ANALISE DA EXPRESSAO DE HIF-lo EM MACROFAGOS MANTIDOS EM
NORMOXIA OU HIPOXIA. Cultura de macréfagos foram submetidas a ambiente de norméxia ou
hipoxia por um periodo de 24 horas. A expressdo de HIF-1a foi analisada utilizando-se a técnica de
ELISA celular. Ambiente de normodxia (barra branca) e ambiente de hipoxia (barra preta). (**): p<
0,01 para diferengas entre niveis de oxigenagao.
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44 - ANALISE DA INFLUENCIA DO AMBIENTE HIPOXICO NO PH DAS

MONOCAMADAS EM CULTURA

Estudos experimentais sugerem que macrofagos sdo capazes de alterar sua atividade
metabolica em ambiente hipoxico, adotando o metabolismo anaerdbico para a produgdo de
ATP (BUTTERICK et al., 1981). Para observar se este tipo de adaptacdo poderia estar
ocorrendo em nosso modelo, avaliamos em seguida a influéncia do ambiente hipoéxico no pH
das monocamadas de macrofagos. Para isso, aferimos como dia 0, a medi¢ao do pH apenas do
meio de cultura livre de células. Em seguida, culturas de macrofagos foram inoculadas no
meio e submetidas ao ambiente de normoéxia ou hipdxia durante periodos estabelecidos. Como
mostrado na Figura 4, foi observada uma significativa acidificagdo do meio da cultura de
macrofagos submetidos ao ambiente de hipdxia quando comparado ao meio de cultura de

macrofagos mantidos em ambiente de normoxia.
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FIGURA 4 — ANALISE DE INFLUENCIA DA HIPOXIA NO pH DO MEIO DE CULTURA DE
MACROFAGOS. Culturas de macréfagos foram mantidas em condigdes de normoxia (o) ou hipoxia
(®) durante 3 dias. A cada 24 horas, medidas do pH do sobrenadante dos meios de cultura foram
avaliados sendo o valor do dia 0 correspondente ao pH do meio de cultura livre de células. As medidas
+ SEM estdo representados, sendo os valores com p< 0,05 (*) e p<0,01 (**) assinalados para
diferencas significativas em relacdo a normoxia.
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4.5 - PRODUCAO DE NITRITOS EM AMBIENTE HIPOXICO

Estudos anteriores demonstraram uma correlacao entre a pO, e a produgao de 6xido
nitrico (MELILLO et al., 1996; McCORMICK et al., 2000). Para avaliar a influéncia do
ambiente hipoxico na produgdo de 6xido nitrico em nosso modelo experimental, macr6fagos
foram mantidos em ambiente de normoxia ou hipoxia e na auséncia ou presenca de LPS ou
LPS/ IFN-y. Apds 48 horas nestas condicdes, os sobrenadantes das culturas foram coletados e
o teor de nitritos analisado pelo método de Griess. Como observado na Figura 5, o ambiente
hipdxico causa uma diminui¢do na producao de nitritos por macréfagos estimulados por LPS
ou LPS/IFN-y quando comparado com as culturas mantidas em ambiente de normoxia. No
entanto, ndo foi observada nenhuma diferenca na produ¢do de nitritos entre as culturas

mantidas na auséncia de estimulos.
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FIGURA 5 — EFEITO DA HIPOXIA NA PRODUCAO DE NO POR MACROFAGOS
ESTIMULADOS POR LPS OU LPS/IFN-y. Culturas de macréfagos foram preparadas em meio RPMI
(Ctrl) ou meio suplementado com 10 ng/mL de LPS (LPS) ou 10 ng/mL de LPS ¢ 0,5 ng/mL de IFN-y
(LPS + IFN-y) ¢ mantidas em ambiente de normoéxia (barras brancas) ou hipoxia (barras pretas). Apos
48 h, os sobrenadantes foram testados para a presenca de nitritos pelo método de Griess. Sendo média
+ SEM dos valores em uM representados. Diferencas significativas (p<0,01) em relagdo ao ambiente
de normoxia estdo assinalados (**).
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4.6 - EFEITO DA HIPOXIA NA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Nosso proximo passo foi analisar a influéncia da hipdxia na producdo de espécies
reativas de oxigénio. Para adaptacdo, macrofagos foram cultivados por um periodo de 72
horas em normoxia ou hipoxia. Apds este periodo foi adicionado DCFH-DA, mais os
estimulos LPS/ IFN-y, e as culturas foram incubadas em ambiente de normdxia ou hipdxia
por um periodo adicional de 4 horas. A producao de radicais de oxigénio foi entdo avaliada
por meio da emissdo de fluorescéncia.

Como observado na Figura 6, a hipoxia causou uma diminui¢do na producdo de
espécies reativas de oxigénio por macrofagos estimulados, quando comparado com a cultura
mantida em ambiente de normoxia. Entretanto, ndo foi observada nenhuma diferenca na

producdo de radicais de oxigénio entre as culturas mantidas na auséncia de estimulos.

1 Controle

S0000- Bl 1PS+IFNy

Fluorescéncia (U.A.)

Normbdxia Hipoxia

FIGURA 6 — EFEITO DA HIPOXIA NA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
POR MACROFAGOS ESTIMULADOS POR LPS/IFN-y. Macréfagos foram cultivados com meio de
cultura durante 72 horas em ambiente de normdxia ou hipdxia. Apds este periodo foi adicionado
DCFH-DA, e em seguida, foram mantidos com meio de cultura (barra branca) ou estimulados com
LPS e IFN-y (barra preta). Apés 4 h, a quantificagdo de radicais de oxigénio foi realizada com
auxilio de um fluorimetro. Média = SEM estao representados. (**): p< 0,01 para diferencas em relagéo
ao ambiente de normoxia.
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4.7- ANALISE DA INFECCAO PELO 7. CRUZI EM AMBIENTE HIPOXICO

Macrofagos foram cultivados em laminulas, infectados com 7.cruzi e mantidos em
condigdes de normoxia ou hipoxia. A cinética da infeccdo foi entdo acompanhada em
periodos estabelecidos e avaliada com auxilio de microscopia optica. Como mostrado na
Figura 7A, somente apds 3 dias pode se observar uma redugdo significativa no numero de
macrofagos infectados mantidos em ambiente de hipdéxia quando comparado com aqueles
mantidos em normoxia. Além disso, as culturas infectadas mantidas em hipdxia apresentaram
uma gradativa diminui¢do no nimero de amastigotas por 100 macrofagos detectados ja a
partir de 24 horas apos a infecg¢do (Figura 7B). Imagens representativas dos macrofagos nao
infectados ou infectados e mantidos por 3 dias em condigdes de normoéxia ou hipoxia estdo
representados na Figura 7C-F. Pode-se observar uma intensa vacuolizacdo dos macrofagos

mantidos em hipoxia, independente de estarem infectados (Figura 7F) ou ndo (Figura 7E).
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Normoxia (72 horas)

Hipoxia (72 horas)

FIGURA 7 — CINETICA DA INFECCAO DE MACROFAGOS PELO T. cruzi EM AMBIENTE DE
NORMOXIA OU HIPOXIA. Macréfagos foram cultivados em laminula, infectados em condigdes de
normodxia ou hipoxia e mantidos nestas condigdes por periodos estabelecidos. A cinética da infeccdo
foi avaliada através da determinagdo da porcentagem de macrofagos infectados(A)e nimero de
amastigotas/ 100 macrofagos (B) mantidos em normoxia (A ) ou hipoxia ( A )a cada 24h apo6s infecgdo
por até 72h. As médias £SEM estdo representados e valores com p<0,05 (*) e p< 0,01(**) assinalados
para diferencas significativas em relacdo a culturas de macréfagos mantidos em normoéxia.Todas as
imagens (C-F) em aumento de 400X.
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Com base nestes resultados iniciais, nosso proximo experimento foi observar o efeito
da hipoxia e do LPS na liberacdo de formas tripomastigotas nos sobrenadantes das culturas.
Macrofagos foram cultivados e infectados com formas tripomastigostas de 7. cruzi € mantidos
em condi¢des de normoxia ou hipdxia durante o periodo da infeccdo como descrito em
material e métodos. Apos o periodo de infecg¢do, culturas foram mantidas na auséncia ou
presenca de LPS. A cultura onde ocorreu a infeccdo em ambiente de normoxia permaneceu no
mesmo ambiente de normoxia. J4 a cultura onde ocorreu a infeccdo em ambiente hipoxico foi
mantida em hipdxia por um periodo adicional de 3 dias e, entdo, esta foi transferida para o
ambiente de normodxia por 7 dias adicionais. Nestas condi¢des a viabilidade dos macrdéfagos
nao apresentou alteracdes significativas quando comparada com as culturas mantidas durante
10 dias consecutivos em normoxia, conforme analises feitas pela técnica de exclusdo por
coloragdo com azul de Trypan (dados ndo mostrados). A contagem das formas tripomastigotas
foi realizada apos 10 dias em cultura com auxilio da camara de Neubauer. A Figura 8 mostra
que o ambiente hipdxico reduziu a infeccdo pelo 7. cruzi e que o estimulo por LPS contribui

para uma maior reducdo da infec¢@o pelo 7. cruzi em ambiente hipdxico.
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FIGURA 8 — EFEITO DA HIPOXIA NA INFECCAO PELO T. cruzi. Macréfagos infectados foram
cultivados com meio de cultura somente (Controle — barra branca) ou meio de cultura suplementado
com 10 ng/mL de LPS ( LPS — barra preta) e mantidos em condi¢des de normoxia ou hipoxia por 72h.
Apds este periodo, macrofagos cultivados em ambiente de normoxia foram mantidos neste ambiente
por mais 7 dias consecutivos. Macrofagos mantidos em ambiente de hipoxia foram transferidos para o
ambiente de normoxia por mais 7 dias. A contagem dos parasitas foi realizada de maneira direta com
auxilio da camara de Neubauer 10 dias apos a infec¢do. Média £ SEM estdo representados. (¥): p<

0,05 e (**): p< 0,01 para diferengas em relagdo a cultura de macrofagos mantida em ambiente de
normoxia.
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4.8 - PRODUCAO DE NITRITOS EM AMBIENTE HIPOXICO DURANTE A INFECCAO

PELO T. CRUZI

Um fator importante na resisténcia contra a infeccao pelo 7. cruzi € a producao de NO
(PELUFFO et al., 2004), e por isso, estudamos a influéncia da hipoxia na produg¢ao de NO em
macroéfagos infectados. Cultura de macrofagos controle nao infectados e infectados pelo 7.
cruzi em condi¢cdes de normoéxia ou hipoxia foram mantidos nestas condigdes, sendo as
culturas de macrofagos infectados mantidos na auséncia ou presenca de LPS. Apos 48h, os
sobrenadantes das culturas foram coletados e analisados para quantidade de nitritos pelo
método de Griess e os resutlados apresentados na Figura 9. Pode-se observar que o ambiente
hipéxico causa uma diminui¢do na produg¢do de nitritos por macrofagos infectados na
presenca de LPS, quando comparados com o ambiente de normoxia. Nao foi observada
qualquer alteracao na producdo de nitritos pelos macrofagos nao infectados ou infectados e

cultivados somente com meio de cultura e mantidos em normodxia ou hipdxia.
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FIGURA 9. EFEITO DA NORMOXIA E HIPOXIA NA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO
DURANTE A INFECCAO PELO T. cruzi. Culturas de macréfagos ndo infectados (Mo — barra
branca) e infectados (M@ + T.cruzi — barra cinza) foram preparadas em meio RPMI e cultura de
macrofagos infectados foram cultivados com meio suplementado com 10 ng/mL de LPS (Mo +
T.cruzi + LPS — barra preta). As culturas foram mantidas em ambiente de normodxia ou hipoxia. Apos
48 h, os sobrenadantes foram testados para a presenga de nitritos pelo método de Griess. Sendo média
+ SEM dos valores em puM representados. Diferencgas significativas (p<0,01) em relagdo ao ambiente
de normoxia estao assinalados (**).
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4.9 - ANALISE DA INFLUENCIA DA HIPOXIA NA INFECTIVIDADE DO 7. CRUZI

Com o intuito de avaliar a possibilidade de que a reducdo da carga parasitaria das
culturas na condicdo de hipoxia estivesse ocorrendo por interferéncia na infectividade do
parasita, formas tripomastigotas foram mantidas em ambiente de normoéxia ou hipdxia por um
periodo de 12 horas e posteriormente colocadas em contato com macrofagos durante 18 horas
em normodxia. Apds este periodo, o percentual de macrofagos infectados e o niimero de
amastigotas por 100 macréfagos foram determinados em contagem de laminulas e os
resultados apresentados na Figura 10. Nestas condi¢des, o tratamento dos parasitas com
hipoxia ndo alterou a porcentagem de macrofagos infectados (Figura 10A), e ndo interferiu no
nimero de amastigotas por 100 macréfagos (Figura 10B), quando comparados aos parasitas
submetidos a condi¢des de normoxia. Estes resultados sugerem que o efeito da hipdxia na
carga parasitdria ocorre numa etapa posterior a penetracdo das formas tripomastigotas nos

macrofagos.
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FIGURA 10 — EFEITOS DA HIPOXIA NA INFECTIVIDADE DO 7. cruzi. Formas tripomastigotas
do T. cruzi foram mantidas em condi¢des de normoxia ou hipoxia por 12 horas. Apds este periodo os
parasitas foram adicionados por 18 horas a cultura de macréfagos que foram cultivados em condigdes
de normoxia. Apds 48h a porcentagem de macrofagos infectados (A) e o nimero de amastigostas por
100 macrofagos (B) foram avaliados como na Figura 7. Média = SEM estdo representados.
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4.10 - EFEITO DO L-NIL NA PRODUCAO DE NO E NA CARGA PARASITARIA

Para melhor avaliarmos o efeito da hipoxia na producdo de 6xido nitrico e a influéncia
deste efeito no nosso modelo experimental de infec¢do pelo 7. cruzi, utilizamos L-NIL, um
bloqueador da produ¢do de 6xido nitrico através da inibi¢ao da iNOS (RIBEIRO-GOMES et
al., 2005). Macrofagos cultivados foram ou ndo infectados com T.cruzi em normoéxia ou
hipoxia e mantidos em meio de cultura somente ou contendo LPS, LPS e L-NIL ou L-NIL. As
culturas foram mantidas em normodxia ou hipoxia. Apds 48 horas, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e analisados para detecg¢@o de nitritos pelo método de Griess. Pode-
se observar que o inibidor L-NIL foi capaz de bloquear intensamente a sintese de nitritos tanto
em condi¢des de normoxia como de hipdxia, tanto na auséncia como na presenca do estimulo

LPS (Figura 11A).
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FIGURA 11A — BLOQUEIO DA PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR L-NIL DURANTE A
INFECCAO PELO T. cruzi. Macrofagos infectados (Mo Infect) ou ndo foram (M¢) mantidos em
normodxia ou hipdxia. Apoés o periodo de infecgdo foram adicionados somente meio de cultura (Mo
Infect), LPS (Mg Infect + LPS), LPS e L-NIL (Mo Inf + LPS + L-NIL) ou L-NIL (M¢ Infect + L-
NIL) e mantidos em condi¢des de normoéxia ou hipdxia como indicado na base da figura. Apos 48 h,
os sobrenadantes foram testados para a presenca de nitrito pelo método de Griess. [LPS] - 10ng/mL e
[L-NIL] — Immol/L. Média + SEM estao representados. (*): p< 0,05 para diferencas em relacao ao
ambiente de normoxia.
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Macrofagos cultivados foram infectados com T.cruzi em normoxia ou hipoxia e
mantidos em meio de cultura somente ou contendo LPS, LPS e L-NIL ou L-NIL. As culturas
foram mantidas em normoéxia ou hipoxia por um periodo de 72 horas. Apds este periodo,
culturas mantidas em hipoxia foram transferidas para o ambiente de normoxia por mais 7 dias
adicionais e culturas mantidas em ambiente de normodxia foram mantidas em normoxia por
um periodo de 7 dias consecutivos. A Figura 11B mostra que a presenca do inibidor da sintese
de 6xido nitrico ndo foi capaz de reverter a diminuicao da infecgdo em ambiente de hipdxia
quando comparado ao mesmo procedimento efetuado em condi¢des de normodxia. No entanto,

L-NIL reverteu completamente o efeito do LPS, tanto em normoxia como em hipodxia.
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FIGURA 11B — EFEITO DA INIBICAO DA SINTESE DE NO POR L-NIL NA REPLICACAO DO
T. cruzi EM AMBIENTE DE NORMOXIA E HIPOXIA. Macréfagos infectados (M Infect) foram
mantidos em normoéxia ou hipdxia. Apds o periodo de infecgdo foram adicionados somente meio de
cultura (Mo Infect), LPS (Mg Infect + LPS), LPS e L-NIL (Mo Inf + LPS + L-NIL) ou L-NIL (Mg
Infect + L-NIL) e mantidos em condi¢des de normoxia ou hipdxia por um periodo de 72 horas
adicionais como indicado na base da figura. Apos este periodo, macréfagos infectados em ambiente de
hipoxia foram foram transferidos para o ambiente de normoxia por um periodo de 7 dias e macrofagos
infectados em ambiente de normodxia foram mantidos em condi¢des de normoxia por 7 dias
consecutivos. A contagem de parasitas foi realizada por contagem direta 10 dias ap6s a infecgdo com
auxilio da camara de Neubauer. [LPS] - 10ng/mL e [L-NIL] — Immol/L. Média + SEM estio

representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferencas em relagdo a cultura de macrofagos mantida
em ambiente de normoxia.
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4.11 - ANALISE DOS EFEITOS DA HIPOXIA NA EFEROCITOSE

A seguir, avaliamos a influéncia da hipdéxia na eferocitose. Macrofagos foram
cultivados em laminulas e mantidos em condigdes de normoxia ou hipoxia durante os
periodos indicados. Em seguida, timocitos vidveis ou apoptoticos foram adicionados as
culturas.Apods 1 hora, eferocitose foi medida com auxilio de microscopia optica. A Figura
12A mostra que no decorrer do periodo de exposi¢ao ao ambiente de hipdxia, ha uma redugao
na porcentagem de células fagocitando timdcitos apoptoticos. Da mesma forma, a Figura 12B
mostra que ha uma diminuigdo significativa no numero de células apoptoticas fagocitadas por
100 macréfagos e que este efeito aumenta no decorrer do tempo de exposicao ao ambiente de

hipéxia.
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FIGURA 12 — EFEITOS DA HIPOXIA NA EFEROCITOSE. Macréfagos cultivados em laminula e
submetidos a condig¢oes de normoxia ou hipdxia por periodos de 24h, 48h e 72h. Apds cada um destes
periodos foram adicionados timocitos vidveis ou timécitos apoptdticos e incubados por 1 hora com os
macrofagos em condi¢des de normdxia ou hipdxia. (A) Porcentagem de macrofagos fagocitando. (B)
Numero de células apoptdticas por 100 macrofagos. A Macréfagos em normoédxia com timocitos
apoptoticos.V Macrofagos em hipdxia com timocitos apoptoticos. ¥ Macréfagos em normoxia com
timocitos viaveis. ® Macrofagos em hipoxia com timocitos viaveis. Média = SEM estdo representados.
(*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferencas em relagdo a cultura de macréfagos mantida em ambiente
de normoxia.
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4.12 - EFEITO DA EFEROCITOSE NA REPLICACAO DO 7. CRUZI EM CONDICOES DE

HIPOXIA

Em seguida, analisamos o efeito da fagocitose de timocitos apoptdticos ou necrdticos
na replicagdo do 7.cruzi em condigdes de hipoxia. Macrofagos foram cultivados e infectados
com T.cruzi e mantidos em condigdes de normoxia ou hipoxia como descrito em material e
métodos. Apds o periodo de infecg¢do, foi adicionado somente meio de cultura, timocitos
apoptoticos, timocitos necroticos ou LPS. A cultura mantida em ambiente de hipdxia
permaneceu em ambiente de hipoxia por 72 horas, e foi posteriormente transferida para o
ambiente de normodxia como descrito anteriormente. Como mostrado na Figura 13, em
normoxia, a presenga de células apoptdticas provocou um aumento na replicacao do 7. cruzi
em macrofagos. Em hipoxia, ocorreu reducao da replicacao do 7. cruzi, tanto nos controles,
quanto em condi¢des de eferocitose. No entanto, a adicao de células apoptoticas ainda foi

capaz de aumentar em 40 % a replicacao do T.cruzi.
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FIGURA 13 — EFEITOS DA ADICAO DE CELULAS APOPTOTICAS E NECROTICAS NA
INFECCAO PELO T. cruzi EM MACROFAGOS MANTIDOS EM NORMOXIA OU HIPOXIA.
Macrofagos foram infectados e mantidos em condigoes de normoxia ou hipoxia. Apds o periodo de
infeccdo foi adicionado somente meio de cultura ou os estimulos timocitos apoptodticos, timocitos
necroticos ou LPS. Macréfagos infectados em ambiente de hipoxia foram mantidos em hipoxia por 72
horas adicionais e transferidos para o ambiente de normodxia por um periodo de 7 dias consecutivos e
macrofagos infectados em ambiente de normodxia foram mantidos por 10 dias consecutivos em
normodxia. A contagem de parasitas foi realizada pelo método direto 10 dias apds infecgdo com auxilio
da camara de Neubauer. Média + SEM estdo representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para
diferencgas em relacdo a cultura de macrofagos nao estimulados.
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4.13 - ANALISE DO EFEITO DOSE-RESPOSTA A ADICAO DE POLIAMINA EM AMBIENTE

HiroOXICO

Estudos anteriores demonstraram que putrescina, uma poliamina, ¢ essencial para o
crescimento do 7. cruzi (FREIRE-DE-LIMA ef al., 2000). Nesta direcdo, os efeitos da adi¢ao
de putrescina a culturas de macréfagos infectados foram comparados quando estas eram
mantidos em normoxia ou hipdxia. Culturas contendo ou ndo diferentes concentragdes de
putrescina foram mantidas por 72h apos infec¢do em normoxia ou hipdxia e estas ultimas
foram colocadas em normoxia juntamente com os demais e cultivados por 7 dias adicionais.
Ao final dos 10 dias de cultivo, o numero de formas tripomastigotas liberadas nos
sobrenadantes foram quantificadas por método direto de contagem com auxilio da camara de
Neubauer. Na Figura 14 pode-se observar que a putrescina foi capaz de aumentar o
crescimento do parasita tanto no ambiente de normoxia quanto no ambiente de hipodxia.
Entretanto, na hipoxia o aumento na taxa de replicacdo foi menos intenso em reposta as
concentragdes crescentes de putrescina. Estes dados poderiam explicar a redugdo do efeito da

eferocitose em hipoxia.
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FIGURA 14 — DOSE -RESPOSTA DA ADICAO DE PUTRESCINA NA LIBERACAO DE
FORMAS TRIPOMASTIGOTAS NO SOBRENADANTE DE CULTURAS DE MACROFAGOS
INFECTADOS SUBMETIDOS A NORMOXIA OU AMBIENTE DE HIPOXIA. Apés infecgdo dos
macrofagos em ambiente de normodxia (A) ou hipdxia (o) as culturas foram cultivadas na aus~encia
ou presenca de quantidades crescentes de putrescina (10-100uM) em normoéxia ou hipoxia por 72h.
Apos este periodo, todas as culturas foram mantidas em normoéxia por mais 7 dias, quando o ntimero
de tripomastigotas nos sobrenadantes foi determinado por contagem direta em cdmara de Neubauer.
Meédia = SEM estao representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferengas em relagdo a cultura de
macrofagos mantida em ambiente de normoxia.
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4.14 - EFEITO DA EFEROCITOSE NA PRODUCAO DE NO EM HIPOXIA

Avaliamos o efeito da eferocitose na producdo de oOxido nitrico em hipoxia .
Macrofagos foram cultivados e infectados ou ndo com 7.cruzi em normodxia ou hipdxia como
descrito. Apods o periodo de infeccdo foram adicionados somente meio de cultura, timdcitos
apoptoticos, timdcitos necréticos ou LPS. As culturas foram mantidas em normoxia ou
hipoxia. Apos 48 horas, os sobrenadantes da cultura foram coletados e analisados pelo método
de Griess. A Figura 15 mostra que a adi¢do de células apoptdticas ndo induziu produgdo
importante de NO, seja em normoéxia ou hipdxia. Importante, adicdo de células necréticas
reduziu a produg¢do de NO, tanto quanto a adicdo de LPS. Como esperado, ocorreu uma
reducdo na produ¢do de NO em hipdxia. Nao observamos diferenca na produgdo de nitritos na

auséncia de estimulos tanto em ambiente de normoxia quanto de hipoxia.
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FIGURA 15 — EFEITO DIFERENCIAL DE CELULAS APOPTOTICAS E NECROTICAS NA
PRODUCAO DE NO. Macréfagos infectados ou ndo e mantidos em normoxia ou hipoxia. Apds o
periodo de infec¢do foi adicionado somente meio de cultura (Ctrl) ou os estimulos timdcitos
apoptéticos (Apop), timocitos necroticos (Nec) ou LPS. Apds 48 h, os sobrenadantes foram testados
para a presen¢a de nitrito pelo método de Griess. Barra branca representa ambiente de normoéxia e
barra preta ambiente de hipoxia. Média £ SEM estdo representados. (*): p< 0,05 para diferencas em
relagdo ao ambiente de normoxia.



59

4.15 - PERFIL DA PRODUCAO DE CITOCINAS EM AMBIENTE HIPOXICO

Modelos experimentais mostram que a hipdxia ¢ capaz de influenciar a producdo de
diversas citocinas (LEWIS, 1999). Com o objetivo de avaliar esta influéncia em nosso
modelo, macréfagos inflamatérios infectados ou ndo com T.cruzi foram mantidos em
condi¢des de normoxia ou hipdxia. Apos o periodo de infeccdo foram adicionados somente
meio de cultura, timocitos apoptdticos, timocitos necrdticos ou LPS, e as culturas foram
mantidas em normodxia ou hipoxia. Apds 48 horas, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e testados inicialmente para a produgdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1P e
TNF-o pelo método de ELISA. A Figura 16A mostra que a hipdxia foi capaz de induzir um
aumento na producdo de IL-1p mesmo na auséncia de estimulos. Este aumento foi também
observado em macréfagos infectados, e foi ainda maior quando estes macréfagos foram
incubados com células apoptoticas e necréticas e na presenga de LPS (Figura 16A). Além
disso, a presenca de células necroticas em culturas de macrofagos infectados mantidos em
normoxia também provocou aumento na produ¢do de IL-1f. Na Figura 16B,
surpreendentemente, pode-se observar que a hipoxia foi capaz de elevar ao nivel méximo a
producdo de TNF-a nas culturas mesmo na auséncia de estimulos, e a presenca de células

apoptoéticas diminuiu a producdo de TNF-a em hipoxia.
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FIGURA 16 — PERFIL DE PRODUCAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS CULTURAS
DE MACROFAGOS MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMOXIA OU HIPOXIA. Macréfagos
infectados (-) ou ndo (Ctrl) foram mantidos em normoéxia ou hipoxia. Apds o periodo de infeccao foi
adicionado somente meio de cultura ou os estimulos timdcitos apoptoticos (Apop), timocitos
necroticos (Nec) ou LPS. Apos 48 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e a produgéo de citocinas
foi avaliada pelo método de ELISA. IL-1B (A), TNF-a (B). Média = SEM estdo representados. Cultura
de células realizadas em triplicatas. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferencas em relagdo a cultura de
macrofagos infectados e ausentes de estimulo.
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Em seguida, avaliamos o perfil da produ¢ao da citocina anti-inflamatéria TGF-f3 nestas
mesmas condi¢des, comparando as respostas das culturas mantidas em normoxia ou hipdxia.
Como apresentado na Figura 17, pode-se observar que timdcitos apoptéticos aumentam a
producao de TFG-f tanto em condigdes de normoxia quanto em hipdxia. Entretanto, tanto em
hipdxia quanto em normoéxia, ndo houve alteragdo na producdo de citocina nas culturas de
macrofagos ndo infectados ou infectados e ndo estimulados ou incubados na presenca de

células necroticas ou LPS.
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FIGURA 17 — PERFIL DE PRODUCAO DE TGF-8 EM CULTURAS DE MACROFAGOS
MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMOXIA OU HIPOXIA. Macrofagos infectados (-) ou ndo
(Ctrl) foram mantidos em normdxia ou hipoxia. Apods o periodo de infec¢do foi adicionado somente
meio de cultura ou os estimulos timdcitos apoptéticos (Apop), timocitos necrdticos (Nec) ou LPS.
Ap6s 48 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e a produgdo de citocinas foi avaliada pelo método
de ELISA. Média = SEM estao representados. Cultura de células realizadas em triplicatas. (*): p< 0,05
e (**): p< 0,01 para diferengas em relacdo a cultura de macréfagos infectados e ausentes de estimulo.
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4.16 - ANALISE DA NEUTRALIZACAO DE CITOCINAS NA INFECCAO PELO T. CRUZI

EM AMBIENTE HIPOXICO

Para entendermos o papel do TNF-a na redugdo da infecgdo pelo 7. cruzi em ambiente
hipoxico, utilizamos anticorpo neutralizante desta citocina. Macrofagos foram cultivados e
infectados com T.cruzi e mantidos em condi¢des de normoxia ou hipoxia como descrito. Apds
o periodo de infec¢do, foram adicionados somente meio de cultura ou timécitos apoptoticos
na presen¢a ou auséncia do anticorpo neutralizante da citocina TNF-a ou seu isotipo controle.
A cultura onde a infec¢do ocorreu em ambiente de hipoxia permaneceu em ambiente de
hipoxia por 72 horas adicionais e, em seguida, transferida para o ambiente de normoxia por
um periodo de 7 dias adicionais. A cultura onde a infec¢do ocorreu em ambiente de normoxia
foi mantida durante durante 10 dias consecutivos em normoxia. Na Figura 18, observamos
que a neutralizagdo do TNF-a aumenta a replicacdo do 7. cruzi em ambiente hipoxico e
estimulados com timocitos apoptdticos. Entretanto, ndo reverte completamente o efeito

observado na hipoxia.
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FIGURA 18 — EFEITO DA NEUTRALIZACAO DO TNF-a EM AMBIENTE HIPOXICO NA
INFECCAO PELO T. cruzi. Macréfagos infectados foram mantidos em normoéxia ou hipoxia. Apos o
periodo de infecgdo foi adicionado somente meio de cultura ou timécitos apoptoticos na presenca ou
auséncia de anti-TNF-a ou isotipo controle. Macroéfagos em ambiente de hipéxia foram mantidos em
hipdxia por 72 horas adicionais e transferidos para o ambiente de normodxia. A contagem de parasitas
foi realizada 10dpi com auxilio da camara de Neubauer. Média = SEM estdo representados. (*): p<
0,05 e (**): p< 0,01 para diferencas em relacdo a cultura de macroéfagos infectados e ausentes de
estimulo. (nd) ndo determinado.
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5. Discussdo

Em condig¢des patologicas, a interrup¢ao do fluxo sangiiineo resultante da disfuncdo da
rede vascular no tecido alterado freqiientemente causa a formacdo de areas de baixa tensdo de
oxigénio (LEWIS et al., 1999). No contexto de infeccao pelo Trypanosoma cruzi, a formacao
de agregados plaquetarios intravasculares e trombos oclusivos afetam a microcirculacao local
(ROSSI et al.,1984). Posteriormente, ROSSI et al., (1985), utilizando o mesmo modelo
experimental, evidenciaram a formagdo de areas hipoxicas e sugerem que a hipoxia poderia
estar associada a injuria na cardiomiopatia chagasica. Durante a fase aguda da infec¢do, nos
orgdos linféides como bago, a hipercelularidade resultante da ativagdo policlonal comparada a
animais controle pode também gerar a formagao de hipodxia.

Neste trabalho, investigamos os efeitos da hipoxia na infec¢do de macréfagos pelo T.
cruzi. Na etapa inicial do nosso estudo, foi utilizado um sensor catdédico com objetivo de
validar o procedimento experimental para o estabelecimento do ambiente hipoxico. Na Figura
1, observamos que o modelo experimental para o emprego da condi¢do de hipdxia foi
efetuado com éxito.

Diversos estudos demonstram que diferentes tipos celulares sdo capazes de resistir a
periodos cronicos de hipoxia e a situagdes que envolvem o processo de reoxigenacdo através
de mecanismos adaptativos (YUN et al., 1997; TSUKAMOTO et al., 1996; GRAEBER ef
al., 1996; RYMSA et al., 1990). Em nosso modelo, sob condi¢des determinadas, verificamos
que macrofagos inflamatorios mantiveram sua viabilidade celular durante o periodo de 3 dias
em hipoxia. O posterior processo de reoxigenacdo durante 7-10 dias empregado, nao
interferiu significativamente na viabilidade dos macrofagos. No entanto, observamos que
macrofagos mantidos por um periodo de 7 dias consecutivos em ambiente hipdxico

apresentaram uma significativa redu¢do na viabilidade celular (Figura 2). Estes resultados
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permitiram o emprego do procedimento experimental sem que ocorresse qualquer
comprometimento na sobrevivéncia celular.

O fator de transcrigdo HIF-1a acumula em condi¢des de hipoxia, e ¢ considerado
como um dos principais mediadores da adaptagdo celular a variagdes na pO,, participando na
regulacao de mais de 100 genes que estdo envolvidos com os mais variados processos nas
células de mamiferos (LEWIS et al., 1999; BURKE et al., 2003). Observamos que no periodo
de 24 horas de exposi¢ao a hipoxia, a expressao de HIF-1a aumenta significativamente em
macrofagos inflamatoérios (Figura 3), sugerindo que o efeito deste fator estd presente em nosso
modelo experimental.

Células do sistema imune inato sdo usualmente as primeiras a chegar ao sitio
inflamatério ou tecido danificado e se adaptam a baixa tensdo de oxigénio encontrada nesses
locais. Estudos anteriores sugerem que macrofagos sdo capazes de alterar sua atividade
metabolica de diversas maneiras quando expostos a hipoxia. Um mecanismo relevante para o
processo de adaptacdo ¢ a adocdo do metabolismo anaerdbico para a producdo de ATP,
semelhante ao observado em células tumorais sobre as mesmas condi¢des de hipoxia
(BUTTERICK et al., 1981). Na Figura 4, observamos uma maior acidificacdo do pH das
culturas mantidas em ambiente hipoxico, quando comparado com as culturas mantidas em
normoxia. Estes dados sugerem maior acimulo e/ou secrecdo de produtos 4cidos
possivelmente oriundos do metabolismo preferencialmente fermentativo adotado pelos
macrofagos como uma adaptagdo metabolica ao ambiente de hipdxia.

O NO ¢ um importante componente no efeito tripanocida exercido por macréfagos
murinos quando ativados por linfocinas (NATHAN & SHILOH, 2000; COLASANTI ef al.,
2002; SILVA et al., 2003; CICCARELLI ef al., 2007). Avaliamos a producao de nitritos por
macrofagos ndo infectados e mantidos em condi¢des de hipdxia. Nossos resultados indicam

que a hipdxia limita a sintese de nitritos por macrdfagos na presenca de estimulos como LPS e
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IFN-y (Figura 5). Esses resultados sdao similiares aos encontrados por McCORMICK et al.,
(2000) que demonstra uma reducdo de 50-60% na producdo de nitritos em macrofagos
peritoneais sem infec¢do e ativados com LPS e IFN-y em ambiente de hipoxia. MELILLO et
al., (1996) observaram que a hipdxia reduziu em 70% a sintese de nitritos em macrdofagos
nao infectados e ativados por LPS e IFN-y.

Diversos mecanismos podem potencialmente ser responsaveis pela diminuicdo na
producao de NO pelos macréfagos quando a tensdo de oxigénio na cultura € reduzida. Estes
mecanismos podem ser divididos em duas categorias: 1) redug@o na quantidade total de iNOS
ou na capacidade de determinada quantidade da enzima produzir NO quando a tensdo de
oxigénio ¢ reduzida; 2) redugdo na disponibilidade de substratos para a produgdao de NO em
baixas tensoes de oxigénio.

Estudos anteriores mostram resultados conflitantes na descri¢do dos efeitos da pO, na
enzima iNOS. ALBINA et al., (1995) mostraram um aumento na proteina iNOS em
macrofagos inflamatdrios, mas ndo em macrofagos residentes quando a cultura foi submetida
a baixas tensdes de oxigénio. MELILO et al., (1996) demonstraram um aumento paralelo na
atividade iNOS citossoélica e na proteina iNOS de macréfagos estimulados por IFN-y onde as
culturas foram mantidas em baixas tensdes de oxigénio. Entretanto, KACIMI et al., (1997)
demonstraram que baixas tensdes de oxigénio inibem a proteina iNOS em cardiomiocitos
estimulados por IL-1f.

Por outro lado, a diminuicdo da produgdo de NO quando a tensdo de oxigé€nio ¢
reduzida, pode também ser mediada por efeitos na disponibilidade de substratos para a
producdo de NO (OTTO & BAUMGARDNER, 2001). O oxigénio molecular ¢ considerado
um substrato essencial para a producdo de NO (LEONE et al, 1991), e tem sua
disponibilidade limitada em condi¢des de hipdxia. Apesar de que niveis citoplasmaticos de

outros co-fatores conhecidos, e que participam da produc¢do de NO, como tetrahidrobiopterina
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(BH4), NADPH, FAD e heme, possam estar envolvidos na diminui¢do da producao de NO
em condicoes de hipdxia (RENGASAMY & JOHNS, 1996; STUEHR, 1999).

Observamos também que a hipdxia foi capaz de reduzir a producdo de ROS por
macrofagos estimulados e ndo notamos alteracdo na emissdo basal de fluorescéncia de
macrofagos nao estimulados e mantidos em condi¢do de hipdxia (Figura 6).

Estudos mostram resultados conflitantes entre a producdo de ROS e hipoxia. FAN et
al., (2007) mostraram que a hipdxia reduz a producao de ROS por células-tronco progenitoras
CD34+, e que esta redugdo, esta associada a uma diminuicao na atividade NADPH oxidase.
Entretanto, PADDENBERG et al., (2003) demonstraram que células vasculares do pulmao de
camundongos apresentaram um aumento na produ¢ao de ROS quando submetidas a hipdxia, e
que este efeito estaria correlacionado com mecanismos mitocondriais compensatorios.

No contexto da infec¢ao pelo 7. cruzi, inicialmente, avaliamos a cinética da infec¢ao
em ambiente de hipoxia. Nossos resultados mostram que ocorre uma redugdo da carga
parasitaria no decorrer do tempo de exposicdo ao ambiente hipoxico (Figura 7). No periodo de
72 horas de exposicdo ao ambiente de hipdxia a porcentagem de macrofagos infectados
reduziu significativamente (Figura 7A). Com base na andlise do pardmetro do numero de
amastigotas por 100 macréfagos, observamos uma reducdo significativa no periodo de
exposi¢ao de 24 horas a hipdxia, sendo essa reducdo ainda mais acentuada no decorrer do
tempo de exposicdo ao ambiente hipoxico (Figura 7B). Os dados obtidos da Figura 8
corroboram para o efeito de reducdo da infec¢do pelo 7. cruzi observado na hipoxia.
Entretanto, no contexto de infec¢do pelo 7. cruzi, a producdo de nitritos por macrofagos
infectados na presenca de LPS também ¢ limitada pelo ambiente hipoxico (Figura 9). No
entanto, a produg¢do de NO na condi¢do de hipoxia poderia ja ser suficiente para exercer a
atividade tripanocida. Avaliamos a possibilidade de que a reducdo da carga parasitaria das

culturas estivesse ocorrendo por interferéncia com a infectividade do parasita. No entanto,
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nossos resultados sugeriram que o efeito da hipdxia na carga parasitaria ocorre em uma etapa
posterior a penetragao das formas tripomastigotas de 7.cruzi (Figura 10).

Para melhor avaliarmos o efeito da hipoxia na produgao de 6xido nitrico e a influéncia
deste efeito no nosso modelo experimental de infec¢do pelo 7. cruzi, utilizamos L-NIL, um
bloqueador da producao de 6xido nitrico. Nossos resultados mostram que o inibidor L-NIL foi
capaz de bloquear intensamente a sintese de nitritos tanto em condi¢des de normdxia como de
hipdxia, na auséncia e na presenca do estimulo LPS (Figura 11A). Apesar de reverter o efeito
do LPS, a presenca do inibidor da sintese de oxido nitrico ndo foi capaz de reverter a
diminui¢do da infecgdo em ambiente de hipdxia quando comparado ao mesmo procedimento
efetuado em condigdes de normoxia. Nossos dados sugerem nao haver uma correlagdo entre a
producao de nitritos e a redugdo da carga parasitaria em macréfagos mantidos em condigdo de
hipoxia, uma vez o efeito de redugdo da carga parasitaria ainda ocorre com o bloqueio da
sintese de nitritos (Figura 11B). Outro fator que podemos descartar ¢ o efeito do processo de
reoxigenacdo na diminuicdo da infeccdo. Isto porque, observamos que a redugdo na carga
parasitaria ocorre antes do processo de reoxigenacao (Figura 7).

Nosso proximo passo foi avaliar a influéncia da hipdxia na eferocitose. Observamos
que no decorrer do periodo de exposi¢do ao ambiente de hipoxia, ha uma reducdo na
porcentagem de células fagocitando timoécitos apoptoticos (Figura 12A). Da mesma forma
(Figura 12B), h4 uma diminui¢do significativa no numero de células apoptdticas fagocitadas
por 100 macréfagos, efeito este, acentuado com o aumento do periodo de exposi¢cdo ao
ambiente de hipdxia.

Um caminho pelo qual macrofagos se adaptam a baixa tensao de oxigénio € através da
limitagdo de fungdes energia-dependentes. Além disso, o oxigénio € essencial para o processo
respiratdrio e a obtengdo de energia esta associada com uma eficiente atividade microbicida e

digestiva através da producdo de ROS e, indiretamente, para a regulagdo intravacuolar dos
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niveis do pH relacionado com a atividade de enzimas lisossomais (SEGAL et al., 1981;
BABIOR, 1984; DU et al., 1998; TAN et al., 1998). Assim, andlises histoldgicas de células
de Kuppfer expostas a hipoxia, demonstraram uma reducdo na fagocitose de particulas
coloidais de carbono (TE KOPPELE ef al., 1991). LEEPER-WOODFORD & MILLS (1992)
mostraram que a hipoxia aguda alterou a funcao fagocitica em macrofagos alveolares de
coelhos. Macrofagos pulmonares de camundongos incubados em baixas concentragdes de
oxigénio (2% p0O,), apresentaram reducdo da atividade fagocitica (SIMON et al., 1981).
REICHNER et al., (2001) demonstraram uma redugao na fagocitose de particulas de zimosan
e de microesferas de latex por macrofagos de ratos mantidos em hipoxia.

Entretanto, TURNER ef al., (1999) ndao observaram influéncia da hipoxia na
fagocitose de hemacias por células de linhagem monocitica humana. MATSUMOTO et al.,
(2000) também ndo observaram diferencas na endocitose de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) em macrofagos humanos mantidos em hipoxia. As diferencas nos estudos relatados
podem ser em parte explicadas pelas diferencas nas metodologias empregadas, nos diferentes
tipos de células testadas como fagocitos, na porcentagem e na duragdo no tempo de exposi¢ao
a hipoxia aplicada e na natureza das particulas usadas para serem fagocitadas. Além disso,
estes estudos sugerem que, em condigdes patologicas, a atividade fagocitica de macrofagos
pode estar comprometida em areas hipdxicas.

Diversos estudos demonstram que a putrescina, um poliamina, ¢ essencial para o
crescimento do 7. cruzi. Avaliamos o efeito dose-resposta a adi¢ao de putrescina em hipdxia e
observamos que a poliamina foi capaz de aumentar o crescimento do parasita tanto no
ambiente de normoxia quanto no ambiente de hipoxia. Entretanto, no ambiente de hipdxia
ocorreu um replicagdo deficiente em resposta a putrescina (Figura 14)

De acordo com resultados anteriores (NUNES et a/.,1998; FREIRE-DE-LIMA et al.,

2000), observamos em nosso modelo experimental que em normoxia a presenca de células
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apoptoticas aumenta a replicacdo do 7. cruzi em macrofagos. Em hipoxia, ocorreu redugdo
generalizada da replicagdo do 7. cruzi. No entanto, a adicao de cé€lulas apoptoticas ainda foi
capaz de aumentar a replicacao do 7. cruzi (Figura 13).

Conforme discutida, a replicacdo do 7. cruzi frente a adigdo de putrescina esta
diminuida em condi¢des de hipoxia. Como o efeito da eferocitose depende da produgdo
aumentada de putrescina (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000), estes dados poderiam explicar a
redug¢do do efeito da eferocitose observado em hipoxia. Na Figura 15 observamos que a
adicao de células apoptoticas ndo induziu um aumento na produgdo de NO, seja em normoxia
ou hipoxia e ocorreu reducao da producdo de NO estimulada por LPS. Por outro lado, a
adicao de células necroticas induziu a producao de NO, tanto quanto a adi¢ao de LPS. Estes
dados reforcam a nocdo de que a eferocitose ¢ anti-inflamatoria, enquanto que células
necrdticas induzem uma resposta pro-inflamatéria ( RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007).

Os efeitos deletérios da eferocitose na replicacao do 7. cruzi dependem da produgdo de
TGF-B (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Modelos experimentais demonstram que a hipoxia ¢
capaz de influenciar a produ¢do de diversas citocinas. Analisamos a produ¢do da citocina
TGF-B em condi¢des de hipoxia. Na Figura 17 podemos observar que células apoptoticas
aumentam a produ¢do de TGF- pelos macrofagos tanto em ambiente de normoéxia quanto em
hipéxia e ndo notamos aumento da producdo de TGF-B pelos macrofagos mantidos em
condi¢ao de hipoxia e ndo estimulados.

Uma série de estudos sugere que a hipdxia estimula a produ¢do de citocinas pro-
inflamatorias em macrofagos, como IL-1f e TNF-a (LEWIS ef al., 1999; HADDAD &
HARB, 2005). Na Figura 16A observamos que ocorreu um aumento na producao de IL-1B
pelos macréfagos nado infectados, ausentes de estimulo e mantidos em hipoxia. A adigdo de
células necroticas, tanto em hipdxia quanto em normoéxia aumentou a producao de IL-1B, e

observamos um aumento da produgdo de IL-1B pelos macréfagos na presenca de células
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apoptoticas em hipoxia. Estudos anteriores mostram que a hipdxia e IL-1p atuam como
estimulo para a produg¢do de VEGF em células renais humanas, este efeito ¢ atribuido ao
aumento da ligagao de HIF-1 ao DNA na regido do gene promotor de VEGF, direcionando e
contribuindo para alteragdes microvasculares e o extravasamento de monocitos (EL AWAD et
al., 2000). Além disso, a IL-1B em condigdes de normoéxia tem a habilidade de induzir a
expressao e estabilidade de HIF-1, envolvendo a participagdao da via PI3-kinase (STIEHL et
al., 2002). HADDAD, (2002) mostra que a estabilizacdo, a translocagdo nuclear e a ativagao
de HIF-1a regulada pela IL-1pB recombinante humana requer um mecanismo sensivel ao
equilibrio de antioxidantes e ROS, sugerindo uma importante via de estabilizacdo ndo
hipoxica de HIF-1.

O efeito da hipoxia no aumento da produgdo de TNF-a na auséncia de estimulos foi
demonstrado originalmente por SCANNEL ef al., (1993). Na Figura 16B observamos que a
hipéxia induz uma alta producdo de TNF-a pelos macréofagos mesmo na auséncia de
estimulos, e que a adigdo de células apoptdticas reduz este efeito. Na literatura, dados
evidenciam que o TNF-a exerce um efeito estimulatorio na ligagdo de HIF-1 ao DNA de
maneira similar a IL-18 (HELLWIG-BURGEL ef al., 1999). Além disso, estudos mostram o
efeito da hipoxia na inducdo de moléculas de adesdo através da liberacdo de TNF-a e IL-1B
(OHGA & MATSUSE, 2000).

Para melhor compreendermos o efeito da eferocitose na producdo de TNF-o em
condi¢des de hipoxia, utilizamos anticorpo neutralizante desta citocina. Nossos dados
mostram que a neutralizacdo do TNF-a aumentou a replicagdo do 7. cruzi induzida por
eferocitose em condigdes de hipoxia (Figura 18). Os resultados sugeriram que a alta produgao
de TNF-a contribui para reduzir a replicacdio do 7. cruzi em hipdxia. Além disso, a
capacidade de a eferocitose aumentar a replicagdo do T. cruzi em hipoxia parece estar

dependente da sua capacidade de reduzir parcialmente a producao de TNF-a.
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A inducdo de hipoxia estimula em macrofagos a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias, como o TNF-a (LEWIS et al., 1999), e é provavel que condi¢des hipoxicas
estejam presentes na infec¢ao pelo 7. cruzi in vivo.

Resumidamente, conforme o modelo apresentado na Figura 19, observamos que a
eferocitose por macrofagos infectados em ambiente de normoxia resulta em aumento da
replicacdo do parasita. J4 em condi¢des de hipoxia, observamos um aumento da produgao de
TNF-o e aumento da expressao de HIF-1a, mesmo nestas condigdes, sugerindo que neste
modelo a eferocitose resulta na produgdo de fatores que atuam de maneira deletéria para o
hospedeiro e que este efeito parece estar relacionado com a manutencao da producao de TGF-
B, e associado a uma redugdo na alta producao basal de TNF-a em condi¢des de hipdxia.

Portanto, nossos resultados obtidos mimetizando um ambiente de hipdxia, corroboram
com a idéia de que a eferocitose possui papel deletério para o hospedeiro durante a infecgao

pelo Trypanosoma cruzi (DOSREIS & LOPES, 2009).
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FIGURA 19 - MODELO COMPARATIVO DOS EFEITOS DA EFEROCITOSE NA REPLICACAO
DO T. cruzi EM MACROFAGOS MANTIDOS EM NORMOXIA OU HIPOXIA. (A) Em condigdes
de normoxia, a fagocitose de células apoptoticas (representada na cor cinza) por macrofagos
infectados pelo 7. cruzi resulta em aumento da producdo de putrescina, a qual favorece a replicacdo do
parasita. (B) Em condi¢des de hipoxia, ocorre um aumento na produ¢do de TNF-a e aumento na
expressdo de HIF-1a que participam para a diminui¢do generalizada da replicagdo do parasita. Mesmo
nestas condigdes, a fagocitose de células apoptdticas (representada na cor cinza) por macréfagos
infectados pelo 7. cruzi é deletéria para o hospedeiro.
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6. Conclusoes

1. A hipdxia em macrofagos inflamatérios:

A) aumenta a expressao de HIF-1a em macrofagos;

B) nao interfere na infectividade das formas tripomastigotas;

C) promove uma diminui¢ao generalizada da replicacao do 7. cruzi, que nao esta
relacionada com NO, e que leva a uma resposta replicativa deficiente a oferta
de putrescina;

D) diminui a eferocitose.

E) em macrofagos inflamatorios induz aumento na producdo de TNF-a e IL-1P

mesmo na auséncia de estimulos;

2. A eferocitose aumenta a replicagdo do 7. cruzi em macrofagos submetidos a

hipoxia, apesar do efeito ser menos acentuado do que em normoxia;

3. A neutralizacdo do TNF-a produzido por macrofagos submetidos a hipoxia
provocou um aumento na replicagdo do 7. cruzi, sugerindo que este ¢ um fator

importante que contribui para os efeitos observados na hipoxia;
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