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A heme-oxigenase-1 (HO-1) € a isoforma induzida envolvida no catabolismo do heme,
gerando ions ferro, monéxido de carbono (CO), e biliverdina, convertida logo em
seguida em bilirrubina. Recentemente, o papel da inducao de HO-1 na resisténcia a
infecgbes intracelulares tem sido demonstrado em diversos estudos. Na presente tese,
nés mostramos que a CoPP, um indutor de HO-1, reduziu a carga parasitaria em
macrofagos, como também a parasitemia e mortalidade em camundongos infectados. A
droga CoPP néo reduziu a viabilidade de formas tripomastigotas diretamente, indicando
uma acao tripanocida da CoPP através de mecanismos imunoldgicos. CoPP nao
interferiu ou aumentou mecanismos tripanocidas conhecidos (atividade citolitica de
células T CD8, polarizagdo Th antigeno-especifica, NO e TNF) e também néo alterou a
resposta apoptotica de linfécitos T pela infeccdo por T. cruzi. Nao foi encontrada
nenhuma evidéncia de que a HO-1 aumenta a fosforilagdo de IRF3 ou a producéo de
IFN-B, embora tenha sido observado um efeito parcial de CoPP dependente de
IFNAR1. Antioxidantes como a NAC, ou os produtos do catabolismo de HO-1, como
biliverdina e bilirrubina, também reduziram a carga parasitaria de macréfagos. Drogas
pro-oxidantes causaram a morte celular em macréfagos infectados, mas quando
tratados concomitante com CoPP, os macrofagos sobreviveram, apresentando um
aumento de carga parasitaria. Mecanismos de defesa sensiveis ao estresse oxidativo,
nos indicam uma possivel explicacdo para os efeitos de CoPP em diminuir a infecgao
causada pelo T. cruzi. Estudos complementares seréo feitos para a avaliar a eficacia do
tratamento de CoPP na fase crénica em modelo murino de infecgao pelo T. cruzi

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi camundongo, HO-1, CoPP, macro6fago,
antioxidante e fase aguda.
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Heme oxigenase-1 is the inducible isoform of heme oxigenase involved on heme
catabolism that generates Fe, carbon monoxide (CO) and biliverdin, later converted to
bilirubin. The role of HO-1 induction in resistance to intracellular infections is emerging
from a number of studies. Here we show that CoPP, a HO-1 inducer, reduced parasitic
load in response to Trypanosoma cruzi infection of macrophages, as well as the
parasitemia / mortality of infected mice. The drug failed to reduce trypomastigotes
viability directly, indicating that it acts through immunological mechanisms. CoPP did not
interfere with or did not enhance known trypanocidal mechanisms (CD8 cytolytic activity,
antigen-specific Th polarization, NO and TNF production) and also did not alter the
apoptotic response of T lymphocytes caused by T. cruzi infection. No evidences could
be found to support the notion that HO-1 induction leads to IRF3 phosphorylation or IFN-
B production, though a minor part of CoPP effects was dependent on the IFNAR1.
Antioxidants such as NAC, or products of HO-1 pathway such as biliverdin and bilirubin
also reduced parasitic load of macrophages. Pro-oxidants tended to cause infected cell
death, but when administered along with CoPP, macrophages were able to survive,
showing an increased parasite load. The cellular mechanisms of defense sensitive to
oxidative stress offer and explanation of how CoPP effects reduces infection caused by
T. cruzi. Futher experiments will be made to evaluate the efficacy of the treatment of
CoPP in the cronic phase in murine model of infection caused by T. cruzi.

Keyowrds: Trypanosoma cruzi. mouse, HO-1, CoPP, macrophage, antioxidant and
acute phase.
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INTRODUCAO

1. Heme-oxigenase-1 (HO-1)

As heme-oxigenases (HO) sdo enzimas conservadas evolutivamente com a
funcdo de degradar o heme (ferro protoporfirina IX) em quantidades equimolares de
ferro, monoxido de carbono (CO) e biliverdina (Tenhunem et al., 1968). O substrato da
atividade das HO, o heme, existe essencialmente como grupo prostético de varias
proteinas (hemeproteinas), desempenhando diversas fungdes tais como: transporte e
armazenamento de oxigénio (hemoglobina e mioglobina), metabolismo de substancias
(citocromo 450), respiracdo mitocondrial (citocromos b e c) e sinalizagdo celular
(guanilato ciclase e Bach1) (Ponka et al, 1999; Wagner et al., 2003).

O heme livre pode catalisar a producdo de espécies reativas de oxigénio através
da reagao de Fenton, por exemplo, (Fenton, 1894 apud Gozzinelli et al, 2010), podendo
causar dano celular/tissular grave. Esse potencial efeito oxidante é bem regulado por
essencialmente dois mecanismos de detoxificacao do heme: sistema extra-HO e HO. O
sistema extra-HO retira 0 heme livre através da formagdo de um hemecomplexo nao
téxico com proteinas de afinidade pelo heme (exemplos, hemopexina, albumina e
haptoglobina), da degradagédo de heme (exemplos, xantina oxidase, NADPH-citocromo
P-450 redutase) ou pelo sequestro de ferro livre (ferritina) (Kumar & Bandyopadhay,
2005).

O sistema da HO realiza o catabolismo do heme através da clivagem oxidativa
do anel porfirinico da molécula de heme que, em mamiferos, se da na ponte meteno a
(Fig.1). Essa clivagem da origem a biliverdina IX a. Além da geragdo da molécula de
biliverdina IX a, a degradagao do heme pela HO gera também CO e um atomo de ferro.
A reagcdo requer trés moléculas de oxigénio (O.) e requer NADP/NADPH. A
transferéncia de elétrons da NADPH para enzima é mediada pela citocromo P-450
redutase (Tenhunen et al, 1969).

A biliverdina IX a, em mamiferos é convertida em bilirrubina IX a pela acao
enzimatica da BVR (Tenhunen et al, 1970). A biliverdina ndo é detectada no plasma dos

mamiferos, uma vez que é rapidamente convertida a bilirrubina para excrecdo. A
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bilirrubina é removida da circulacdo pelos hepatécitos, onde é conjugada a duas
moléculas de acido glucurdnico, glicose ou xilose para excre¢ao (Tenhumen et al. 1969;
Stocker et al., 1990; Ryter & Tyrrel, 2000).

Heme livre

A,

l OH —— Citotoxicidade

NADPH _Cyt P450

HO-1

Citoprotegao

Fig. 1 — Degradacao do heme pela heme-oxigenase-1 (HO-1). O heme derivado das hemeproteinas é
degradado pela HO-1em biliverdina (BV), mondxido de carbono (CO) e ferro (Fe). A biliverdina é
convertida em bilirrubina (BR) pela agdo da biliverdina redutase (BVR). O ferro é diretamente
sequestrado pela Ferritina (FtH). Os produtos de degradacao do heme possuem diversas propriedades
citoprotetoras. Adaptado de Gozzelino, Jeney & Soares (2010).

A HO possui trés isoformas: HO-1, HO-2 e HO-3, produtos de trés genes
distintos, sendo uma delas a forma induzida (HO-1) (Abraham & Kappas, 2008). A
enzima HO-2 possui 36 kDa e tem expressao constitutiva. Esta enzima é encontrada
em diversos tecidos, incluindo os testiculos, regides do cérebro, endotélio vascular e

células musculares lisas (Abraham & Kappas, 2006). A atividade desta enzima parece
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estar ligada a producao de CO que, no cérebro, atuaria como neurotransmissor. Além
disso, a expressao de HO-2 parece estar relacionada com a espermatogénese e uma
funcdo obvia seria fornecimento de ferro para a célula, uma vez que o ferro &
importante neste fendbmeno. A HO-2 parece também participar de geracdo de GMPc
para contracdo muscular, através da geracao de CO. A HO-2 é expressa nas camadas
do endotélio, e de células musculares lisas dos vasos sanguineos (Maines, 1997).

A terceira isoforma, HO-3 apresenta baixa atividade catalitica sobre o heme,
sendo encontrada em varios tecidos de ratos, como baco, figado, timo, préstata,
coracao, rins, testiculos, e cérebro (Abraham & Kappas, 2008). Ela e a HO-2 possuem
dois sitios adicionais de ligacdo de heme, denominados HRDs (“Heme Regulatory
Domain’).

A HO-1 foi primeiramente purificada de homogenato de figado de ratos injetados
com CoCI2 ou heme e de bacgo de suinos (Maines, lbrahim & Kappas, 1977; Yoshida &
Kikuchi, 1978; 1979). A HO-1 apresenta sua expressdao aumentada em praticamente
todos os tecidos animais apds tratamento por heme, varios metais, fatores enddcrinos e
metaloporfirinas sintéticas. Varios tipos celulares em cultura respondem a esses
agentes de modo similar com aumento de expressao e da atividade de HO-1 (Matsuura
et al, 1995; Stout & Becker, 1986; Lutton et al, 1991; Kutty et al., 1994). A HO-1 é
também considerada uma proteina de choque térmico (heat shock protein —HSP)
(Shibahara et al., 1987) e uma proteina de resposta a estresse oxidativo (Keyse &
Tyrrell, 1989). Devido ao aumento de expressdo a diferentes estimulos fisicos e
quimicos, a inducao de HO-1 tem sido entendida como essencial em resposta a varios

tipos de reacao aguda e de protecao celular apds injuria (Stocker et al, 1987).

1.1 Regulacao de HO-1

Diversos indutores de HO-1 ativam cascatas de sinalizacdo dependentes de
fosforilagdo de proteinas. Tais sinalizagbes modulam a atividade de fatores
transcricionais responsaveis pela regulacdo génica de HO-1 (Hmox1). Numerosos
estudos, utilizando inibidores quimicos ou mutantes dominantes negativos, apontam o

envolvimento das cascatas de sinalizacdo de MAPKs na ativacao génica de HO-1 em
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diversos tipos celulares em resposta a varias condi¢coes de inducdo de HO- (Chen &
Maines 2000; Kacimi et al., 2000; Kiemer et al., 2003; Kietzmann, Salmoylenko &
Immenschuh, 2003). Uma variedade de compostos, estrutural e funcionalmente diversa,
indutora de expressao de HO-1 pode em paralelo ativar uma ou mais das 3 cascatas de
sinalizacdo da via de MAPKs em varios tipos celulares. Indutores quimicos como
cadmio e LPS ou em eventos de hipbxia associada com estresse por isquemia e
reperfusdo podem ativar todas 3 vias de sinalizagdo de MAPKs (p38, ERK e JNK).

A transcricdo génica de Hmox1 se da pelo reconhecimento especifico de
elementos ligantes no DNA nas regides proximal (-0,3 kb) e distal (-4 kb-E1 e —10 kb-
E2) do promoter de Hmox1, (Alam, Cai & Smith, 1994; Alam; Camhi & Choi, 1995). A
transducdo de sinais e os fatores transcricionais que regulam a transcricdo de
Hmox1compartiiham um denominador comum que é a ativacdo em resposta ao
estresse oxidativo, sugerindo que a maioria sendo todas as formas de estresse
oxidativo sdo associadas com aumento rapido do catabolismo de heme intracelular,
através da expressao de HO-1(Gozzelino, Jeney & Soares, 2010).

A transcricao de Hmox1 é regulada negativamente pelo repressor transcricional
Bach1. O estresse oxidativo suprime a atividade de Bach1, o qual se mantem ligado a
varios elementos de resposta a estresse (StRE-stress-responsive elements) na regiao
promotora de Hmox1 (Ogawa et al. 2001; Zenke-Kawasaki et al., 2007). Bach1 tem
sitios de ligagdo ao heme, o qual induz modificagbes conformacionais em Bach1. Isto
inibe a ligagdo de Bachi com  StRE, induzindo o transporte extranuclear,
poliubiquitinicio pela proteina ubiquitina E3 responsiva de heme ligase (heme-
responsive E3 ubiquitin protein ligase-1: HOIL-1) e subseqiiente degradacgao, pela via
do proteassoma 26S, de Bach1 (Zenke-Kawasaki et al., 2007). Espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem também inibir a ligacdo de Bach1 com StREs, atingindo os
grupamentos sulfidrila de Bach1 promovendo seu transporte extra nuclear e posterior
degradacéao (Ishikawa, Numazawa & Yoshida, 2005). A liberagdo de Bach1 de StREs
na regido promotora de Hmox1 permite o acesso do fator transcricional associado a
resposta ao estresse Nrf2 (fator nuclear relacionado-2) a esses StREs e induzir a
transcricao de Hmox1 (Alam et al., 1999; Sun et al., 2002).
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1.2 HO-1 na inflamacao

Devido sua ampla distribuicdo em varias células e tecidos, muitos estudos tém
descrito os inumeros efeitos bioldégicos benéficos da HO-1. Tais efeitos séao
demonstrados através: (1) da delecao génica ou transgenia de Hmox1 em animais de
laboratério e em culturas celulares; (2) da associacao entre o polimorfismo genético de
Hmox1 e incidéncia ou severidade de muitas doengas humanas; (3) da inducao
farmacologica de HO-1 ou do emprego de metabdlitos do catabolismo do heme em
varios modelos experimentais de inflamacao ou infeccéo.

Acho que aqui continua confuso, frases isoladas, soltas. Vc pode ser mais direto,
talvez nao citar tantos modelos, mas “costurar” mais as idéias

A deficiéncia genética de HO-1 (Hmox71-/-) em camundongos esta relacionada
com uma maior susceptibilidade ao choque endotéxico induzido pelo LPS (Poss &
Tonegawa, 1997). Camundongos Hmox1-/- sdo mais susceptiveis ao modelo de
isquemia/reperfusdo pulmonar (Fujita et al. 2001). Camundongos transgénicos
expressando HO-1 aumentada, especificamente no tecido cardiaco, apresentam uma
melhor resposta na contratiidade em modelo de isquemia/reperfusdo, como também
protecdo contra isquemia (Yet et al., 2001) A ocorréncia de aumento severo no
ventriculo direito ap6s hipoxia crénica foi observada em camundongos Hmox71 -/- em
comparacdo com camundongos selvagens (Yet et al.,, 1999). Em humanos, foi
reportado o0 caso de uma criangca com deficiéncia de HO-1 que apresentava extenso
dano endotelial. Danos similares ao endotélio, bem como citotoxicidades hepéatica e
renal, tém sido observados em camundongos Hmox1 -/-. Tanto em pacientes humanos
como em camundongos, altas concentragcdes de heme circulante estavam presentes
(Jeney et al., 2002).

O polimorfismo genético de Hmox1 pode indicar o papel importante da HO-1 na
patologia de doencas cardiovasculares e pulmonares. Yamada et al. (2000)
examinando a repeticdo de dinucleotideos (GT)n na regidao flanqueada 5 de
Hmox1humano, correlacionou um aumento do tamanho de (GT)n repetidas no promotor
de HMOX1 com a susceptibilidade a morbidade de enfisema pulmonar por causa da

reducdo da indugdo de HO-1 por espécies reativas de oxigénio geradas pelo fumo do
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cigarro. Outros estudos também correlacionam polimorfismo genético Hmox1 com
aumento de risco de desenvolvimento de doencgas coronarianas arteriais, aterosclerose
e maior susceptibilidade a eventos de isquemia (Chen et al, 2002; Tiroch et al, 2007).

A inducao farmacoldgica de HO-1 ou a administracdo de seus produtos de
degradacdo podem modular a resposta imune e exercer efeitos terapéuticos numa
variedade de doencas inflamatorias. A expressao de HO-1 é aumentada em diversos
eventos inflamatérios tais como aterosclerose e isquemia/reperfusdo (Wagener et al,
20083).

A ativacdo endotelial por LDL oxidado e TNF é considerada um evento
importante no desenvolvimento de lesdes na aterosclerose. A disfungéo endotelial esta
envolvida na formacdo de lesGes por promover tanto inicial como tardiamente os
mecanismos da aterosclerose, como aumento de secregdo de quimicionas, migracao
de leucdcitos, oxidacao de LDL e ativagao plaquetaria (Hadi et al., 2005). A expressao
acentuada de HO-1 endotelial atenua de modo significativo a producao de mediadores
inflamatdrios e reverte o decréscimo em eNOS por TNF e LDL oxidada (Kawamura et
al., 2005).

A inducdo de HO-1 diminui a intensidade de infarto e a incidéncia de arritmias
por reperfusdo em modelo de isquemia/reperfusdo cardiaca. O dano ao tecido cardiaco
€ exacerbado por inibidores de HO-1 (Clark et al, 2000; Masini et al, 2003). A inducao
de HO-1 promove papel protetor na fungao renal em modelos animais de rabdomidlise,
nefrotoxicidade induzida por cisplatina ou induzida por nefrite (Nath, 2007). A injuria
renal por isquemia € exacerbada em camundongos Hmox1 -/- com aumento de IL-6 e
de disfuncéao renal (Tracz et al, 2007).

Os efeitos biologicos da biliverdina/bilirrubina podem ser especialmente
relevantes na prevencao de morte celular por estresse oxidativo (Kushida et al., 2002).
A Dilirrubina, em baixas concentragbes, atua como antioxidante reduzindo dano
celular/tissular por estresse oxidativo (Stocker et al., 1987) e inibindo NADPH oxidase
(Kwak et al., 1991) e a atividade de PKC (Sano et al., 1985). Em modelo de choque
endotoxico em ratos, a administragdo de biliverdina diminui a injuria pulmonar e reduz
significativamente a resposta inflamatéria nesse érgao (Saraday-Andrews et al., 2005).

A administragdo de biliverdina também protege o figado de animais expostos a injuria
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por isquemia/reperfusdo (Fondevila et al., 2004). A biliverdina e a bilirrubina preservam
a integridade de células endoteliais, previnem a morte das células endoteliais,
aumentam a reatividade vascular e previnem restenosis (Sedlak & Snyder, 2004). A
bilirrubina estd também envolvida na reducdo de estresse oxidativo em diabetes
experimental, em parte, por aumentar a biodisponibilidade de NO necessario para
integridade das células do endotélio.

Em modelo experimental de sepse (CLP- ligacdo de ceco por sutura), o
tratamento com biliverdina previne a supressdao da contratilidade do musculo
gastrointestinal induzida pela sepse in vivo e in vitro. A biliverdina reduz a infiltragéo de
neutréfilos na musculatura do jejuno com reducéo de expressdo dos mRNAs de IL-6 e
CCL2 no mesmo modelo (Overhaus et al. 2006). O tratamento com biliverdina também
protege ratos contra a injuria induzida por LPS no pulmé&o, inibindo a infiltragdo de
neutréfilos. O grupo tratado com biliverdina possui menor producédo de IL-6 € maior
producédo de IL-10 quando comparado aos animais apenas desafiados com LPS. A
bilirrubina também inibe a infiltragcao celular no pulméao (Sarady-Andrews et al., 2005).

Recentemente foi descrito que diversas moléculas, como a citocina IL-10, tem
efeitos biolégicos dependentes da HO-1. Mesmo na auséncia de IL-10, a expresséo de
HO-1 ou administracdo de CO ou biliverdina possuem o mesmo efeito da IL-10 em
monadcitos/macréfagos, como a diminuicdo de TNF secretado. Dados recentes
demonstram também que a protegcdo mediada por IL-10 contra choque endotoxémico
letal é dependente de HO-1, uma vez que nao ocorre tal protecdo com a administracao
concomitante de IL-10 com o inibidor enzimatico da HO-1, a ZnPPIX (Lee et al., 2007).

Outros exemplos de moléculas que dependem da HO-1 para seu funcionamento
sao a rapamicina no efeito anti-proliferativo em células musculares lisas, os efeitos do
alcool na supressdo de TNF em macréfagos, os efeitos das proteinas de choque
térmico e os efeitos da molécula de VEGF, aspirina, probucol e sinvastatina. Além
disso, um ou mais produtos da HO-1 conseguem reproduzir o efeito das moléculas
acima citadas. A partir destes dados, Bach (2005) postulou que a HO-1 poderia ser
considerada um funil terapéutico e dela dependeria a agao de diversas substancias que

convergiriam na dependéncia do sistema anti-inflamatério da HO-1.
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1.3 Efeitos imunomoduladores da HO-1

Os efeitos imunomoduladores da HO-1 s&o vistos em camundongos Hmox1-/-. A
deficiéncia genética leva ao desenvolvimento espontaneo de uma patologia inflamatéria
crdnica, caracterizada por leucocitose sanguinea, aumento de IgM sérico, de fagécitos
tanto polimorfo como mononucleares no bagco, como também em 6rgao nao linfoides
(Poss & Tonegawa, 1997a, 1997b; Otterbein et al, 2003).

Em experimentos com a linhagem murina macrofagica RAW 264.7, o CO
exégeno ou 0 aumento da expressdao de HO-1 inibe a secrecdo das citocinas pro-
inflamatérias TNF, IL-18 e MIP-1 induzidas pelo LPS e aumenta a produgéo de IL-10
(Otterbein et al., 2000). Tal efeito € dependente de p38 e nao de cGMP. Em neutrofilos,
a inducdo farmacolégica de HO-1 inibe a atividade da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfatase (NADPH) oxidase, reduzindo a producdao de ROS, limitando a
injuria tissular por dano oxidativo em modelo de injuria intestinal por etanol (Taille et al.
2004; Li et al, 2008). Em células dendriticas, a inducao farmacol6gica de HO-1 inibe a
ativagcdo e a apresentagdo antigénica tanto em células murinas, humanas como de
ratos (Chaveau et al., 2005; Remy et al., 2009; Chora et al., 2007). Tal efeito &
mimetizado pelos produtos de degradagéao da HO-1 como CO (Remy et al., 2009).

Em células da imunidade adaptativa, varios estudos sugerem os efeitos
moduladores da HO-1 inibindo a ativacdo e proliferacado de células T efetoras. A
indugéo farmacologica de HO-1 inibe a ativagéo de células T CD4 auxiliares e T CD8
citotéxicas humanas (Pae et al., 2004). CO inibe a ativacao de células T CD4 auxiliares
(Pae et al., 2004) e induz a apoptose em células T Jurkat (Song et al., 2004). A HO-1
pode exercer seus efeitos imunoreguladores através das células T regulatérias (Treg).
Células Treg murinas e humanas expressam constitutivamente HO-1 (Pae et al., 2003;
Zelenay et al., 2007) e a inibicdo de HO-1 suprime a funcdo das células Treg in vitro
(Choi et al., 2005).

1.4 O papel da HO-1 em infeccoes
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Embora a inducdo de HO-1 tenha sido associada a efeitos anti-inflamatérios, ela
tem sido descrita como fundamental em diversas doencas infecciosas. No caso da
infeccdo pelo parasita causador da malaria, grandes quantidades de heme livre sdo
geradas. Por sua vez, o heme livre parece induzir uma resposta inflamatéria que causa
danos ao endotélio cerebral do hospedeiro, levando ao desenvolvimento da malaria
cerebral (Pamplona et al., 2007). A indugao da HO-1 previne o desenvolvimento da
malaria cerebral em camundongos, assim como o tratamento com CO. O tratamento
com CO também inibiu a express@o no cérebro de citocinas pré-inflamatérias (TNF, LT-
a e IFN-y) e moléculas de adesao ICAM e VCAM e preveniu o sequestro de células T
CD8+ pelo cérebro (Pamplona et al, 2007).

A indugdo de HO-1 diminui a carga viral in vitro e in vivo em infecgdes virais
como HIV (Devadas & Dhawan, 2006), hepatite B (Protzer et al., 2007) e C (Shan et al.,
2007). Em modelo murino de infeccdo por hepatite B humana, a HO-1 (usando
expressao adenoviral) protege do dano hepatico mediado pelo HBV através de
atividade antiviral (Protzer et al, 2007). Os figados de pacientes infectados pelo HCV
apresentam uma expressao diminuida de HO-1 restrita a hepatécitos (Abdalla et al.,
2005). Hou et al. (2009) relatam que o excesso de ferro resultado do aumento de
estresse oxidativo regula positivamente Hmox1 via Nrf2, e diminui a expressao de
proteinas virais do HCV em cultura de células Huh-7. Estes efeitos sao revertidos pela
deferoxamina (DFO), um agente quelante de ferro. Em outro estudo, utilizando
biliverdina, hd também um decréscimo da carga viral em cultura de células infectadas
com aumento de respostas antivirais via IFN-a (Lehmann et al., 2010).

Em infecgbes bacterianas, a inibicdo de HO-1 em camundongos infectados por
Salmonela typhimurium resulta em aumento da apoptose das células infectadas (Zaki et
al., 2009). Chung et al., (2008) demonstram que a indug¢do de HO-1, e de seu produto
de catabolismo CO, sdo essenciais no aumento da inflamagdo e da atividade
microbicida em modelo de CLP (ligagcdo do ceco por sutura), modelo de sepse
polimicrobiana. A administracao de baixas concentragdes de CO aumenta a fagocitose
de Escherichia coli em células RAW 264.7, fato que se deve em parte ao aumento e a
redistribuicao de receptores do tipo toll 4 (TLR4). (Otterbein et al, 2000)
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Recentemente, o requerimento de HO-1 para ativar IRF-3 é demonstrada em
macrofagos Hmox1-/- estimulados com poly 1:.C, Listeria monocytogenes e
paramyxovirus (Tzima et al., 2009). Em todos esses casos, a HO-1 é necessaria para
producao de IFN-.

2. A doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi inicialmente descrita por Carlos Ribeiro das Chagas em
1909, tendo como agente causador o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cujo
ciclo de vida envolve varios hospedeiros vertebrados e invertebrados. Formas
evolutivas distintas encontram-se implicadas no ciclo natural do parasita: duas
replicativas (amastigota intracelular no hospedeiro vertebrado e epimastigota no
hospedeiro invertebrado) e uma terceira ndo replicativa e infectiva, a forma
tripomastigota sanguinea, também no vertebrado (Araujo-Jorge e Castro, 2000).

A infeccdo chagasica apresenta alta prevaléncia e alto grau de morbi-
mortalidade tendo areas endémicas em paises latino-americanos . Estima-se que cerca
de 17 milhdes de pessoas estejam infectadas por T. cruzi na América. Anualmente 2 a
3 milhdes de pessoas sdao acometidas por complicagdes decorrentes da fase crénica da
doenca e cerca de 21 mil pessoas morrem de complicagdes decorrentes dessa doenca
(WHO, 2006).

A doenca de Chagas manifesta-se nas formas aguda e crénica, cuja evolugéo é
dependente tanto de fatores relacionados ao parasita (tropismo, viruléncia, cepas etc.),
como de fatores relacionados ao hospedeiro, como estado nutricional, idade
constituigao genética e etnia (Tafuri, 1987).

A fase aguda se inicia com a entrada do parasito ao invadir varios tipos
celulares, como macroéfagos, fibroblastos, midcitos, células endoteliais e adipécitos.
Caracteriza-se por febre, linfoadenopatias, hepato-esplenomegalia e miocardite aguda.
Ja a fase cronica inicia-se com quadro assintomatico (que pode durar décadas) e 20%
a 30% desses pacientes desenvolvem a fase cronica sintomatica (Brener & Gazzinelli

2000; Moncayo, 2003). Essa fase caracteriza-se por lesbes no miocardio (em cerca de
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27%) dos pacientes, no sistema digestério (em 6%) e lesées no sistema nervoso (em
3% dos pacientes) (WHO, 2004).

2.1 Fase aguda

O papel da imunidade inata da infecgdo intracelular por T. cruzi pode ser
detectado em pelo menos 3 formas no controle da infec¢do: (1) a deteccao e a direta
destruicdo de parasitas por células da imunidade inata, em particular macréfagos e
células dendriticas; (2) a ativacdo de DC e macrofagos tornando-se potentes células
apresentadoras de antigenos (APC) e ativando a resposta imune adaptativa e (3) o
reconhecimento da infecgao intracelular por células ndo hematopoiéticas que sao o alvo
primario da invasao pelo T. cruzi. As formas infectantes de T. cruzi podem ser
reconhecidos através de receptores de reconhecimento associado a patdégenos (PRR),
como os receptores do tipo toll (TLR).

Macrofagos e células dendriticas deficientes das moléculas adaptadoras da via
de TLR (MyD88 e TRIF) apresentam um aumento acentuado no parasitismo (Koga et
al., 2006). Koga et al. (2006), associam a esse aumento de parasitismo a uma
diminuicdo na secrecado de citocinas inflamatérias como IL-12 e TNF. Multiplos grupos
tém investigado moléculas agonistas presentes em T. cruzi que sao reconhecidos por
macrofagos e DC. Campos et al. (2001) demonstraram o TLR2 como receptor de um
PAMP para T. cruzi que sdao moléculas da familias de ancoras GPIl. Macréfagos
estimulados com moléculas GPI secretam IL-12, NO e TNF dependentes de TLR2.
(Campos et al., 2001)

TLR9 identifica DNA rico em sequiéncia CpG do parasito e estimula a secrecao
de IL-12, NO e TNF em macréfagos primados por IFN-y. TLR9O foi também capaz de
estimular uma resposta em DC e células B ndo primadas. A combinacao de deficiéncia
génica de TLR2 e TLR9, em camundongos, virtualmente elimina toda indugdo de TNF
e IL-12 em macrofagos expostos a formas tripomastigotas vivas in vitro (Bafica et al.,
2006). Oliveira et al. (2004) identificaram que a ceramida glicoinositolfofolipidica (GIPL)
pode ativar in vivo e in vitro resposta dependente de TLR4 em camundongos. Outra
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molécula identificada é a cruzipaina, que desencadea ativacdo de DC, via ativagéao de
cininas enddgenas (Monteiro et al., 2006).

Recentemente, Silva et al. (2009) demonstraram que o dominio de
oligomerizagao ligador de nucleotidios (Nod) pode desempenhar papel como PRR no
reconhecimento e ativacdo numa resposta contra T. cruzi.. Camundongos deficientes
geneticamente de Nod1 apresentam parasitemia tdo aumentada quanto a de
camundongos MyD88 -/- e NOS2 -/-. In vitro, macréfagos Nod1-/- tiveram menores
secregdes de NO, IL-12 e TNF dependentes de NF-kB, mesmo na presenca de IFN-y.

Tipicamente, macrofagos secretam citocinas IL-12 e IFN-a/B, ativando células
NK a produzirem IFN-y (Aliberti et al, 1996; Une et al., 2003). Esta citocina age
reciprocamente sobre macrofagos, ativando-os e aumentando assim sua atividade
microbicida. A citocina TNF-a produzida por macréfagos durante a infeccao por T. cruzi,
participa dessa interagdo aumentando a atividade microbicida de forma sinérgica tanto
com IL-12 como com IFN-y (Oswald et al, 1992). O papel protetor do IFN-y no inicio da
infeccdo é bem evidenciado em estudos utilizando camundongos deficientes do
receptor de IFN-y que s&o muito susceptiveis a infeccao (Rottenberg et al., 1996).

O papel de TNF na resposta inata € complexo, levando tanto a efeitos deletérios
como protetores. Macrofagos de animais susceptiveis secretam niveis mais altos de
TNF comparados a macrofagos de animais resistentes (Russo et al., 1989). A injecao
de TNF exacerba a mortalidade de animais infectados apesar de induzir um aumento
na atividade microbicida in vitro (Black et al., 1989). O papel protetor de TNF é
mostrado em animais geneticamente deficientes do receptor de TNF que apresentam
uma maior parasitemia e mortalidade quando infectados com T. cruzi (Santos Lima, et
al, 1997). Em associacdo ao TNF, IFN do tipo | e IFN-y, produzido por células NK,
ativam a expressdo de iINOS (éxido nitrico sintetase induzida) em macréfagos e a
producdo de NO com atividade téxica sobre T. cruzi (Mufoz et al., 1992; Costa et al,
2006).

No entanto, ha varias evidéncias de que a resposta imune inata ao T. cruzi se
auto-regula, reduzindo a ativagdo de macréfagos e a produgédo de NO local. A citocinas
IL-10 e TGF-B inibem in vitro a producédo de NO e atividade tripanocida de macréfagos
infectados e ativados por IFN-y.(Silva, Twardzik & Reed, 1991; Silva et al. 1992)
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Diferentes estudos demonstram a associagdo entre a maior susceptibilidade de
linhagens murinas a infeccdo e uma maior producédo de IL-10. Camundongos IL-10-/-
sdo capazes de controlar melhor a infeccdo por T. cruzi (Hunter et al., 1997), no
entanto, a necessidade de produzir IL-10 pode estar relacionada com a protecao do
hospedeiro contra sua propria resposta imune. Hunter et al. (1997) utilizando a cepa
Tulahen de T. cruzi, confirmaram que animais controlam melhor a parasitemia e carga
parasitaria no tecido cardiaco, mas nesse modelo, os animais deficientes de IL-10-/-
tem morte precoce pelo excesso de producao IL-12, TNF e IFN-y. Um modelo diferente
utilizando a cepa Brazil de T. cruzi, no entanto, observou uma maior produgéo de IL-10
em animais resistentes, quando comparados aos susceptiveis (Zhang & Tarleton,
1996). Além de IL-10, TGF-B poderia também regular a replicagdo do parasita em
células infectadas (Silva et al., 1991). Um estudo in vitro com linhagens de células
epiteliais e musculares sugere que a via de sinalizacao celular de TGF-B e seus
receptores é necessaria para que ocorra a invasao da célula pelo T. cruzi (Ming et al.,
1995).

Além da ativacdo de macrofagos e células NK, a infeccao pelo T. cruzi também
mobiliza precocemente outros elementos celulares da imunidade inata. Subpopulagdes
de linfocitos sdo intensamente estimuladas durante o curso da infeccdo como as células
B CD5+ e células Tyd+ (Hunter et al, 1997; Minoprio et al., 1989). Embora essas
subpopulacbes rearranjem somaticamente os genes de seu receptores antigénicos
(TCR e BCR), apresentam repertério de especificidade restrita, reconhecendo padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Camundongos Xid, (deficientes
geneticamente em células B CD5+) apresentam resisténcia aumentada ao T.cruzi,
tendo menor ativacao policlonal de linfocitos B e T e grau de lesao inflamatéria no
tecido muscular (Minoprio et al, 1993). Linfécitos T yd+ podem ser ativados por
antigenos contendo prenil-pirofosfato (componente de membrana de microorganismos
envolvidos na ligacdo de carboidratos) e dispensam processamento antigénico ou de
associacao com produtos MHC. Esses tipos de linfécito secretam IFN-y e TNF e
induzem diferenciacdo de células Th1. Seu numero aumenta muito durante o curso da
infecgdo por T. cruzi (Minoprio et al., 1989) e podem modular a parasitemia e a

inflamacéo caracteristica da miocardite aguda (Santos-Lima & Minoprio, 1996).
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Outros componentes da imunidade inata, como o sistema complemento, também
sao ativados, entretanto, as formas tripomastigotas sao resistentes a lise direta induzida
por proteinas do sistema complemento, o que ndo ocorre com as formas epimastigotas.
Esse fenbmeno parece estar relacionado a presenca de proteinas na superficie de
tripomastigotas capazes de desestabilizar a estrutura C3 convertase depositada na
membrana do parasito (Tambourgi et al., 1993).

A resposta imune inata tem um papel inicial importante na defesa contra T. cruzi,
controlando parcialmente a infeccdo. Animais geneticamente deficientes de RAG,
enzima responsavel pelo rearranjo génico em linfécitos (RAG -/-), controlam tado bem
como 0s animais normais a infecgdo durante a primeira semana, perdendo a seguir o
controle da parasitemia, enquanto animais normais conseguem resolvé-la
(Abrahamshon & Coffman, 1996; Tarleton 1990; Tarleton et al., 1992; Rottemberg et al.,
1993). A necessidade de células T CD4 na defesa poderia estar relacionada com
ativagao imunolégica de macrofagos infectados por células do tipo Th1, produtoras de
IFN-y e com consequente destruicdo intracelular de parasitas e no caso de células Th2,
com a inducédo da producgéo de anticorpos liticos protetores (Zhang; Tarleton, 1996). A
necessidade de células T CD8 na defesa esta associada com a capacidade citotdxica,
uma vez que o parasita é capaz de infectar qualquer tipo celular do hospedeiro (Martin;
Talerton, 2004).

2.2 Fase cronica

A fase cronica da doengca de Chagas caracteriza-se frequentemente por
insuficiéncia cardiaca e disturbios digestivos decorrentes principalmente de megacélon
e megaeso6fago. Diferentemente da fase aguda, ndo ha um grande parasitismo tissular,
€ 0S poucos parasitas encontrados ndo guardam relagdo direta com os danos teciduais
observados em extensdo e localizagcdo. Entretanto nos Ultimos anos tem-se
demonstrado que a persisténcia parasitaria apresenta importancia na determinacao da
lesdo cardiaca crénica. Higushi et al. (2003) demonstraram uma correlagdo positiva
entre a presencga de antigenos de T. cruzi e 0 aumento de células T CD8 no coragao de
pacientes chagasicos crénicos.
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Na fase crénica humana, o perfil de citocinas continua sendo predominante do
tipo th1 e com supressédo de Th2, e com niveis plasmaticos altos de TNF-a (Ribeirao et
al., 2000; Abel et al., 2001). Células T CD4 sanguineas de pacientes chagasicos
cardiomiopatas produzem mais IFN-y e menos IL-10 que pacientes assintomaticos
(Abel et al., 2001; Gomes et al, 2003), o que suporta a ideia de que pacientes
chagasicos cardiomiopatas desenvolvem uma resposta imune do tipo Th1 exarcebada.
O TNF plasmatico estd aumentado em pacientes chagasicos que desenvolvem uma
cardiomiopatia mais severa (Cunha-Neto et al., 2006; Ferreira et al., 2003).
Polimorfismo genético do TNF associado com aumento de secregao dessa citocina tem
sido correlacionado com pacientes chagasicos com cardiomiopatias mais severas
(Drigo et al, 2008). Polimorfismo entre outros genes de citocinas inflamatérias
(linfotoxina-a e CCL2) tém sido também identificados como agravadores no
desenvolvimento de cardiomiopatia associada a doenca de Chagas (Ramasawmy et
al.,2008).

O infiltrado inflamatério no coracdo de um paciente na fase crbnica inclui
macrofagos, linfécitos T CD8 expressando granzimas, e linfécitos T CD4 (Cunha-Neto
et al.,, 2006). Ha também aumento local da expressdo de moléculas de adeséo,
quimiocinas (como CCL2), IL-10, receptores de quimiocinas (como CCR2 e CXCR3) e
as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6. Sinalizagdo aumentada por IFN-y € observada no
miocardio de pacientes chagasicos cardiomiopatas, e IFN-y e CCL2 aumentam a
expressdo do fator natriurético atrial, o qual €& considerado um marcador do
hipertrofiamento de cardiomiécitos em cardiomiécitos murinos neonatos (Cunha-Neto et
al., 2005).

Experimentalmente, camundongos infectados com T. cruzi produzem anticorpos
reativos a varios antigenos enddgenos encontrados no coragado, nos nervos e outros
tecidos (Cunha-Neto et al., 2004). A autoimunidade celular contra antigenos cardiacos
€ observada em modelos animais. A transferéncia passiva de células T CD4 ou células
T de camundongos infectados na fase crénica para camundongos nao infectados
singenéicos causa inflamag¢ao no tecido cardiaco (Ribeiro-dos-Santos et al., 2001). A
imunizacao de camundongos com a proteina cruzipaina de T. cruzi induz a geragao de

anticorpos reativos a miosina de musculo esquelético e cardiaco e contra o receptor
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muscarinico cardiaco, levando ao dano tissular muscular e as alteragdes na fisiologia
cardiaca (Giordanengo et al., 2000).

Para atingirem essa condigdo de persisténcia no hospedeiro, as formas
infectantes do T. cruzi podem produzir moléculas que modulam a resposta imune em
diferentes niveis e momentos da infeccdo como na ativagao policlonal linfocitaria e na
imunossupressao na doenca de Chagas, impedindo a eliminacdo completa do parasita.
Lauria-Pires & Teixeira (1996) mostraram a existéncia de nitida variabilidade na
capacidade de induzir parasitemia e lesdes cardiacas em camundongos, entre clones
de T. cruzi, isolados de pacientes chagasicos. Extratos parasitarios ou antigenos
recombinantes de T. cruzi induzem uma intensa resposta proliferativa de linfocitos T
humanos (van Voorhis, 1992). Um fator supressor produzido pelo T. cruzi (cepa
Tulauhen) e denominado de TIF (trypomastigote immunosuppressive factor) provoca
multiplos efeitos inibitérios sobre a ativacao de linfécitos T como inibicao da sintese de
citocinas, como IL-2 e IFN-y e do receptor de IL-2 (Beltz et al., 1988).

O envolvimento do estresse oxidativo na geracdo de lesbes cardiacas em
pacientes chagasicos € relatado por diversos estudos. Andlises de microscopia
eletrdnica de bidpsia de coragbes de paciente chagésicos e de animais experimentais
mostram que, com o desenvolvimento da doencga, ocorrem mudancas degenerativas
mitocondriais no tecido cardiaco (Carrasco-Guerra et al., 1987; Palacios-Pru et al.,
1989; Parada et al, 1997). Uyemura et al. (1996) mostram que a disfungdo mitocondrial
em coragao de camundongos infectados estd associada com o declinio das atividades
respiratorias dos complexos da NADH-ubiquinona redutase, e ubiquinol-citocromo ¢
redutase e da ATP sintase. O miocardio contem grande quantidade de compostos
antioxidantes (como GSH) e enzimas antioxidantes que protegem cardiomidcitos da
injuria de estresse oxidativo (Dhala et al., 2000; Marczin et al., 2003). Porém niveis de
GSH e MnSOD estéo significativamente diminuidos em camundongos chagasicos (Wen
& Garg, 2004). Um relativo declinio nos niveis plasmaticos de GSH e do decréscimo de
MnSOD também é encontrado em pacientes chagasicos (Wen et al., 2006; Oliveira,
Pedrosa & Filho, 2007).

A persistente ativacdo de estresse oxidativo com consequente injuria pode ter

relevancia no dano tissular cardiaco observado na doenga de Chagas. Isso pode estar
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associado ao fato de que cerca de 10% de pacientes chagasicos crdnicos exibem sinais
de isquemia (Oliveira, 1985; Marin-Neto et al., 1995). A isquemia ocasiona hipdxia ao
tecido. A hipdxia, devido a baixa disponibilidade de oxigénio, leva a disfuncdo da
respiracdo mitocondrial com a producao aumentada de ROS em fungao da reperfusao
(Lesnefsky et al., 2001).

3. Hipotese

A indugéo de HO-1 diminui a carga viral in vitro e in vivo em infec¢gdes como HIV
(Devadas & Dhawan, 2006), hepatite B (Protzer et al., 2007) e C (Shan et al., 2007).
Essa tendéncia geral a reducao da carga de infecgdes decorrente da inducao de HO-1
foi apontada por Chung et al. (2009), mas nenhum mecanismo pode ser atribuido as
propriedades anti-virais da inducao da HO-1. A inibicao de HO-1 em camundongos
resultou ainda em crescimento aumentado de Salmonella typhimurium (Zaki et al.,
2009), apontando para um efeito protetor geral da HO-1 contra patégenos
intracelulares. Recentemente, o requerimento de HO-1 para ativar IRF3 foi
demonstrado em macréfagos estimulados com poly I:C, Listeria e paramyxovirus (Tzima
e tal., 2009) Em todos os casos, HO-1 foi necesséria para a producdo de IFNB. Ainda, a
auséncia de HO-1 e da producéao de IFNB aumentaram a severidade da encefalomielite
alérgica experimental (EAE), aumentando o numero de células Th17. Esses resultados
inesperados oferecem um novo paradigma para entender a protecao induzida por HO-1
durante infec¢des intracelulares e nos estimularam a investigar os efeitos da indugéao de
HO-1 na infecc@o por Trypanosoma cruzi.

Hipotetizamos que a HO-1 aumenta a resisténcia em modelo murino de infeccao
por T. cruzi por suas propriedades imunoreguladoras e por diminuir o estresse oxidativo

visto na infecgéo por T. cruzi.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da heme-oxigenase-1 em modelo murino de infeccdo aguda por

Trypanosoma cruzi

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento de CoPP (indutor de HO-1 e SnPP(inibidor
enzimatico) na parasitemia, no parasitismo tissular de camundongos C57BL/6
infectados por T. cruzi.

Avaliar os efeitos do tratamento de CoPP e SnPP na carga parasitaria de
fagocitos mononucleares (murinos ou humanos) infectados por T. cruzi in vitro e
ex Vivo.

Avaliar o efeito téxico direto da CoPP e SnPP em formas tripomastigotas de T.
cruzi in vitro.

Estudar o envolvimento de mediadores inflamatérios (TNF, NO e IFN do tipo I) no
tratamento de CoPP in vitro e in vivo.

Verificar o envolvimento do estresse oxidativo no tratamento de CoPP e SnPP na
infeccao por T. cruzi in vitro.

Verificar o efeito do tratamento de CoPP e SnPP na apoptose de linfécitos T no
bago de animais infectados por T. cruzi.

Avaliar o efeito do tratamento de CoPP na modulacéo da resposta imune através
da quantificagdo de citocinas de esplendcitos (IL-4, IFN-y, IL-17 e IL-10) ex vivo
de camundongos infectados, e da participacao de linfécitos T CD8 in vivo.
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MATERIAL E METODOS

1. Reagentes

O heme (ferro protoporfirina IX), estanho protoporfirina IX (SnPP) e cobalto
protoporfirina IX (CoPP), bilverdina (Bvd) e bilirrubina (Brb) foram obtidos
comercialmente da Frontier Science. N-acetilcisteina (NAC) foi obtida comercialmente
da Sigma. Paraquat (Sigma) foi cedido gentilmente pelo Prof. Marcus Oliveira, Instituto
de Bioquimica Médica, UFRJ. O meio RPMI 1640 e DMEM foram provenientes da LGC
Biotecnologia. O soro fetal bovino foi obtido comercialmente da Invitrogen. O sulfato
ferroso foi proveniente da Merck. A droga 2-aminopurina (2-AP) foi gentilmente cedido
pelo Prof. Ulisses Lopes, Instituto de Biofisica, UFRJ. LPS 0111:B4 de Escheria coli foi

obtido da InvivoGen.
2. Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos das linhagens C57BI/6
e sv129 com idade de 6 a 8 semanas. Todos 0s animais selvagens foram provenientes
do biotério central da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) ou do biotério do
departamento de Imunologia do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées (IMPPG)
da UFRJ. Camundongos geneticamente deficientes de CD8 (CD8 -/-), perforina (PKO -/-
) e IFN-y (IFN-y -/-) de histérico genético em C57BI/6, foram obtidos do biotério central
da FIOCRUZ através de colaboragcdo com a Dra. Joseli Lannes, Laboratério Biologia
das Interacoes, FIOCRUZ. Camundongos geneticamente deficientes do receptor para
IFN I (IFNAR -/-), de histérico genético em sv129, foram gentilmente cedidos pela Prof.
Isis Abrahamnson, Universidade de S&o Paulo (USP). Camundongos gp91 phox -/-,
histérico genético em C57BI/6, foram gentilmente cedidos pela Prof. Leda Vieira, da
Universiade Federal de Minas Gerais. Todos o0s animais foram mantidos em
temperatura constante (25 °C) e com ciclos de 12 h de luz/escuriddo. O cuidado e o

manuseio dos animais estavam de acordo com as normas do Comité de Etica da UFRJ.
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3. Preparacao de reagentes

O tioglicolato foi diluido em PBS e apds a autoclavagdo armazenado ao abrigo
da luz. O NAC foi diluido em meio RPMI 1640 e seu pH ajustado com NaOH 5M para
7,4 e esterilizado por filtragdo antes do uso. A solugcdo estoque de apocinina foi
preparada em DMSO (dimetil-sulféxido) a uma concentracdo de 10 mM. O paraquat e a
deferoxamina foram diluidas em agua apirogénica, esterilizadas por filtracao e usadas
imediatamente.

Nos experimentos in vitro, as solugées-estoque das porfirinas (CoPP- 3,3 mg,
Heme — 3.3 mg SnPP — 3,8 mg, Bvd — 3,1 mg e Brb — 2,8 mg) foram preparadas em
200 L NaOH 0,1 N e agitadas vigorosamente por 20 min e posteriormente diluidas em
RPMI 1640 a uma concentracao final de 5 mM. Essas solugdes-estoque foram diluidas
em RPMI com 10% de soro fetal bovino a 100 yM (CoPP, Bvd e SnPP) ou 20 uM (Brb)
e previamente filtradas (poro 0,22 uM) imediatamente antes do uso.

Em experimentos in vivo, as solugdes-estoque das metaloporfirinas (CoPP — 3,3
mg e SnPP - 3,8 mg) foram preparadas em 200 pL NaOH 0,1 M, agitadas
vigorosamente por 20 min e diluidas em PBS a uma concentracdo final de 1 mg/mL

(pH ajustado para 7.4) e mantidas em aliquotas a -80 °C.
4. Infeccao experimental

Para experimentos in vivo, os animais foram inoculados pela via intraperitoneal
(i.p) com 10* formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, gentilmente
cedida pela pesquisadora Dra. Nazareth Soeiro da FIOCRUZ. Os animais foram
tratados com CoPP (5 mg/Kg), SnPP (5 mg/Kg), ou veiculo (-) via i.p. 24h antes da
infeccdo e a partir dai, diariamente. A contagem de parasitas no sangue foi feita ao
longo de 15 dias poés-infeccdo pelo método Pizzi-Brenner. (Araujo-Jorge & Castro,
2000). A letalidade dos camundongos infectados foi acompanhada por até 25 dias apos
inoculacao.

As doses do tratamento de CoPP e SnPP tanto in vivo quanto in vitro foram

padronizadas previamente. In vivo, camundongos C57BL/6 nao infectados foram
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injetados durante 30 dias consecutivos sem aparente sinais de toxicidade (pélos
ericados e perda de peso) e letalidade ao longo do tratamento. Para experimentos in
vitro, macréfagos nao infectados foram incubados por até 48 h com as porfirinas (CoPP,
SnPP, Bvd e Brb) e nao apresentaram perda de viabilidade significativa nas
concentracdes utilizadas na presente tese.

Para experimentos in vitro, formas tripomastigotas da cepa Y de T.cruzi foram

obtidas a partir da cultura de células infectadas da linhagem LLCMK2.

5. Analise histolégica de tecidos de camundongos infectados

Os tecidos do figado, quadriceps femural, coracao foram coletados apés 14
dias da inoculacao de T. cruzi em camundongos C57BI/6. Os tecidos retirados para
andlise histolégica foram preservados em formol tamponado a 10% para posterior
andlise histologica. A técnica histoldgica para coloracao foi de hematoxilina e eosina

para contagem de ninhos de amastigotas nos tecidos infectados.

6. Isolamento de macréfagos peritoneais e diferenciacao de cultura de células
THP-1

Os camundongos selvagens e geneticamente deficientes foram injetados
intraperitonealmente com 2 mL de uma solucao de Tioglicolato a 3% em PBS. Apés 3-5
dias, as células do exsudato peritoneal foram obtidas por lavagem da cavidade
peritoneal com 5 mL de RPMI-1640 gelado. As células foram contadas em camara de
neubauer e plagueadas em quantidades variadas em placas de culturas confome
necessidade dos experimentos que foram conduzidos (quantificagdo de TNF, NO e
carga parasitaria). As células da linhagem THP-1 foram induzidas a uma diferenciagéo
tornando-se aderentes com PMA (20 ng/mL) em DMEM, contendo 10% de soro fetal
bovino por um periodo de 48 h. Apds esse tempo, os pogos foram lavados 2x com
DMEM para retirada de células nao aderentes. As células THP-1 aderentes foram entéao
cultivadas com DMEM contendo 10 % de soro fetal bovino e mantidas por 16-24 h para
posterior infeccdo com formas tripomastigotas de T. cruzi.
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7. Transfeccao de células THP-1

A transfecgao de células THP-1 foi feita utlizando o reagente lipofectamina 2000,
de acordo com o protocolo do fabricante (Invitrogen), com adaptacdes.
Resumidamente, para cada pogo, preparou-se um tubo com 1 pg de DNA plasmidial
pcDNAT™3.1(+) (contendo ou ndo o gene Hmox1) em volume final de 50 uL de meio
DMEM (LGC), e um tubo contendo 0,5 pL de lipofectamina em volume final de 50 pL.
As duas preparacoes ficaram a 25° C por 5 minutos. Depois, juntou-se os tubos e
homogeneizou, deixando em temperatura ambiente por 20 min. Decorrido isso, Retirou-
se 0 meio de cultura das células com cuidado para ndo remové-las e adicionou-se 0s
100 pL com cuidado. A cultura foi mantida a 37°C, 5% CO; por 4 horas. Depois,
adicionou-se 400 pyL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino as
células transfectadas e cultivadas por aproximadamente 24 h, para posterior infeccao
com formas tripomastigotas de T. cruzi.

8. Dosagem de TNF e NO in vitro

Para experimentos in vitro, aproximadamente 2x10° células peritoneais
elicitadas com tioglicolato foram plaqueadas por po¢co em placas de cultura com 96
pocos e mantidas durante 2 horas em estufa a 37°C e 5% de CO.. em RPMI-1640
contendo 10% de soro fetal bovino. Apds esse tempo, as células foram lavadas duas
vezes com 0,2 mL de RPMI-1640 a 37°C para remover as células ndo aderentes. Os
macréfagos foram entédo cultivados em 0,2 mL de meio RPMI 1640 contendo 10% de
soro fetal bovino termo-inativado e cultivados por 16-24 h. No dia seguinte as células
foram infectadas com a cepa Y de T. cruzi (proporcao 3:1, parasita: macréfago) por 12h
e posteriormente tratadas ou ndo com determinadas drogas (os tratamentos estdo
descritos nas legendas das figuras na sec¢ao resultados), por 24 h (para dosagem de
TNF) e 48 h (para dosagem de NO) e o sobrenadante foi coletado para quantificagéo de
TNF-a, por ELISA sanduiche e NO pelo método de Griess.
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9. Quantificacao da carga parasitaria in vitro e ex vivo

Para avaliar a carga parasitaria in vitro, 3x10° células peritoneais elicitadas com
tioglicolato foram plaqueadas em laminulas circulares em placa de 24 pocgos infectados
em RPMI-1640. Ap6s 1 h, os pocos foram lavados duas vezes com RPMI-1640 para
remocao de células ndo aderentes. As células aderentes (macréfagos em sua grande
maioria) foram mantidas em meio RPMI-1640, contendo 10% de soro fetal bovino por
16h-24h. No dia seguinte, os macréfagos foram infectados com a cepa Y de T. cruzi
(proporcao 3:1, parasita: macrofago) por 12 h. Apds incubacdo com os parasitas, as
culturas foram lavadas com RPMI-1640 para remocdo de tripomasitgotas nao
internalizados e estimuladas com as determinadas drogas (as concentracdées das
drogas estédo descritas nas legendas das figuras na secao resultados). Em células THP-
1 aderentes (transfectadas ou nao), foram plaqueadas cerca de 3x10° células/pogco em
placas de 24 pocos e infectadas com a cepa Y de T. cruzi (proporcdo 3:1, parasita:
célula) por 12 h. As culturas entdo foram lavadas com DMEM para remocdo de
tripomasitgotas ndo internalizados e estimuladas com as determinadas drogas (as
concentracoes das drogas estdo descritas nas legendas das figuras na secao
resultados). As preparacbes foram fixadas em metanol e coradas com o corante
Giemsa. Para determinagcdo do parasitismo, 200-300 células foram contadas para
quantificacao de amastigotas intracelulares por célula infectada.

Em experimentos ex vivo, , as células peritoneais de camundongos C57B/6
infectados com 10* tripomastigotas sanguineos de T. cruzi tratados ou ndo com SnPP e
CoPP foram obtidas 9 dias pds-infeccao para quantificagdo da carga parasitaria. 4x10°
células peritoneais foram plagueadas em laminulas circulares em placas de 24 pocos
em RPMI-1640 por 1h. Apos esse periodo as células ndo aderentes foram lavadas 2x
com RPMI-1640 e deixadas por 48h em RPMI-1640. As preparagdes foram fixadas em
metanol e coradas com o corante Giemsa. Para determinagéo do parasitismo, 200-300
células foram contadas para percentagem de células infectadas e para quantificacao de
amastigotas intracelulares por célula infectada.
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10. Quantificacao da expressao génica de ifnb

Macréfagos peritoneais elicitados com tioglicolato (3x10° células/poco em placa
de 6 pocgos) foram infectados por 12h com formas tripomastigotas de T. cruzi
(proporcao 3:1, parasita: macréfago). Apds incubagdo com os parasitas, as culturas
foram lavadas com RPMI-1640 para remog¢ao de tripomasitgotas nao internalizados e
estimuladas com as determinadas drogas (as concentracbes das drogas estdo
descritas nas legendas das figuras na se¢ao resultados) nos tempos de 0 h, 6h, 10h, 12
h e 36 h pés-infeccdo. As células foram lisadas com Trizol (Invitrogen) para obtencao
de RNA total, a extracdo do RNA foi feita conforme recomendagao do fabricante do
Trizol. Apés extracdo de RNA, 1 ug de RNA total foi usado para gerar 10 uL de cDNA
usando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e random primers
(Invitrogen).

A reacdao de PCR em tempo real foi feita conforme protocolo do fabricante
(SYBR Green da Applied Biosystems). Resumidamente,10 yL do master mix foram
misturados aos primers forward e reverse na concentracdo de 300nM e a 2 pL de
cDNA diluido 10X. O volume foi corrigido para 20 puL de volume final com agua MiliQ
autoclavada. Cada amostra foi analisada em triplicata no PCR em tempo real. A
reacdes foram realizadas em aparelho ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System
(SDS) do Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ. O produto de amplificagcéo foi feito com
ciclos 95°C por 15 s e 60°C por 60 s. O método 224 foi usado para determinar a
expressao relativa de ifnb (Livak & Shmittgen, 2001). A critério de comparacao, cada
amostra foi normalizada a partir da expressao do seu respectivo hprt e expressas como
expressao relativa, em relagdo ao controle de células ndo infectadas, que foi

arbitrariamente considerado igual a 1. Os primers forward e reverse seguem descritos

abaixo:

IFN-B murino F TCCAAGAAAGGACGAACATTCG
IFN- 8 murino R TGAGGACATCTCCCACGTCAA
HPRT murino F GCTGGTGAAAAGGACCTCT
HPRT murino R CACAGGACTAGAACACCTGC
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11. Viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi

Para avaliar a toxicidade das metaloporfirinas, CoPP e SnPP foram incubadas a
uma concentracao de 50 uM em RPMI-1640 contendo 10 % de soro fetal bovino em
formas tripomastigotas de T. cruzi (obtidas in vitro de garrafas de cultura infectadas de
LLCKM2) por até 48h. A viabilidade foi quantificada através da motilidade das formas
tripomastigotas.

12. Analise da expressao de HO-1 e IRF3 por Western blot

Para avaliar a expressao de HO-1 e de IRF3 fosforilado 2.5-5x10° macréfagos
peritoneais elicitados com tioglicolato foram plagueados em placa de 6 pocos. Os
macrofagos foram infectados com a cepa Y de T. cruzi (propor¢ao 3:1, parasita:
macrofago) por 12h e posteriormente tratadas ou ndo com determinadas drogas (os
tratamentos estao descritos nas legendas das figuras na secao resultados), por 24 h
(para analise de HO-1) ou por 9 h e 10 h (para analise de IRF3 fosforilado). Depois do
periodo de incubagéo os sobrenadantes foram descartados e as células entéo lisadas
em tampéo RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, Deoxicolato de sodio
0.25% e EDTA 1 mM) contendo PMSF (1 mM), ortovanadato de sédio (1 mM) e NaF (1
mM). Os extratos celulares foram centrifugados, a concentragdo protéica de cada
amostra foi mensurada usando kit de dosagem de proteina (Bio-Rad), os
sobrenadantes fervidos e 20ug das proteinas foram separadas em SDS-PAGE 10% em
condi¢des redutoras. Depois de finalizada a separacao eletroforética, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose a 4°C durante 2 horas com uma
corrente de 200 mA. As membranas foram bloqueadas por 1 h com solug¢édo de Tris com
0.05 % de Tween 20 (TBS-T), pH 7,4 € 5 % de PBS-BSA 1%. As membranas foram
incubadas por 16 h com anti-HO-1(Santa Cruz Biotechnology) ou anti-IRF3 fosforilado
(Cell signalling) diluido 1/1000 em tampao de bloqueio. Posteriormente as membranas
foram lavadas e incubadas com o conjugado anti-rabbit-HRP (Santa Cruz
Biotechnology) (1/10000) e revelado com ECL (Santa Cruz Biotechnology). O controle

de carregamento foi feito incubando por 16 h a membrana com anti B-actin (Santa Cruz
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Biotechnology) (1/1000) ap6s o tratamento das membranas com tampao 100 mM de B-
Mercaptoetanol, 2 % de SDS e 62.5 mM de Tris-HCI, pH 6.7 durante 30 minutos a 50°C,

para retirar os anticorpos anteriormente ligados.
13. Reestimulo ex vivo de células peritoneais e esplendcitos

9 dias poés-infeccdo, as células peritoneais e esplenécitos de camundongos
C57B/6 infectados com 10* tripomastigotas sanguineos de T. cruzi tratados ou ndo com
SnPP e CoPP foram obtidas para reestimulagdo ex vivo. 2x10° células peritoneais
foram plagueadas em placa de 96 pocos e reestimuladas ou ndao com LPS (100 ng/mL)
por 24h (para quantificacdo de TNF) e 48h para quantificacdo de NO. Os esplendcitos
foram plagueados em placas de 96 orificios de fundo redondo numa concentragéo de 5
x 10° esplendcitos/ mL e reestimulados ou ndo com anticorpo anti-CD3 (aCD3) por 48h
para quantificacdo de IL-17, IFN-y e IL-10 e IL-4.

14. Quantificacao de 6xido nitrico

A dosagem de NO foi mensurada indiretamente através da quantificacdo da
concentracao de nitrito em sobrenadante de cultura de macréfagos pela metodologia de
Griess. Resumidamente, solugbes A (sulfanilamida 1%) e B (naftiletildiamina
dihidrocloridrico 0,1%), ambas diluidas em acido fosférico 2,5%, foram adicionadas em
igual quantidade (50 pL) em pocos de placa 96, juntamenteo com 100 pL do
sobrenadante da cultura de macrofagos analisadas. A Incubou-se a reacdo a
temperatura ambiente por 10 min para posterior quantificacdo colorimétrica em
espectrofotdmetro a 570 nm. , A curva padrao foi feita usando nitrito de sddio com

pontos variando serialmente de 0 a 100 yM em 8 pontos.
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15. Quantificacao de citocinas por ELISA

As citocinas foram quantificadas no sobrenadante de culturas in vitro de
macrofagos elicitados com tioglicolato infectados, de culturas ex vivo de células
peritoneais aderentes (reestimuladas ou ndao com LPS) e de esplendcitos
(reestimulados ou ndo com aCD3) de animais infectados 9 dpi pela técnica de ELISA
sanduiche. IL-17 e IFN-y foram quantificadas pelo kit duoset do fabricante R&D e TNF-a
e IL-10 pelo kit duoset do fabricante Peprotech. Resumidamente, placas de 96 pocos
foram cobertas com anticorpo especifico para cada citocina que foi quantificada. No dia
seguinte, incubou-se 0s pogos com PBS 1% BSA por 1 hora com o intuito de bloquear
as superficies da placa que nao foram cobertas com o anticorpo (anticorpo primario) e
assim minimizar as interagdes nao especificas (placa e proteina). Apds esta etapa,
aplicou-se as amostras a serem avaliadas na placa e 7 concentracdes conhecidas da
citocina recombinante que foi incubada por 2 horas. Entdo incubou-se 0s pogos
utilizados com um outro anticorpo especifico (anticorpo secundario) para a determinada
amostra, este anticorpo esta conjugado a uma molécula de biotina. Apdés 1 hora
adicionou-se a enzima peroxidase conjugada a avidina que ird interagir com a biotina
no anticorpo secundario, esta incubacao se deu por 30 minutos. A revelacado do ELISA
deu-se incubando o substrato da peroxidase nas amostras e a reagao de coloragéo e
parado com acido cloridrico 1 M. A leitura das absorbancias foi feita em

espectrofotdmetro em 490 nm.
16. Perfil de apoptose e de linfocitos T em camundongos infectados

Esplendcitos (10° células), obtidos de camundongos infectados 9 dpi tratados ou
nao com CoPP ou SnPP foram ressuspensos em tampao de FACS (PBS-BSA 1%,
0,01% azida sodica). Os receptores celulares Fc foram bloqueados com incubacéo a 4°
C com anticorpos anti-CD16/CD32 (Pharmigen-BD Bioscience) por 15 min. Apés isso,
para identificacdo de linfécitos T, os esplenécitos foram incubados com anticorpo anti-
CD4-PE (Pharmigen-BD Bioscience) ou anti-CD8-Cy5 (Pharmigen-BD Bioscience) e

anti-CD69-PE (Pharmigen-BD Bioscience) a 4° C por 30 min. Apéds isso, foram lavados
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e centrifugados duas vezes com tampdo de FACS. Para avaliar apoptose, os
esplendcitos foram incubados com anexina V-FITC por 10 min a temperatura ambiente
(25° C). Os esplendcitos foram lavados e centrifugados 2 vezes com tampao de anexina
V e foi adicionado iodeto de propidio (20 ug/mL). Todas as amostras foram analisadas
por citbmetro de fluxo FACSCalibur (departamento de Imunologia, IMPPG, UFRJ,
através do software Cell Quest.)

17. Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi feita no programa GraphPad Prism 5,
utilizando o teste t de Student. Os dados foram representados como média+ EPM. A
andlise estatistica para avaliar a curva de sobrevivéncia de animais infectados foi feita
também no programa programa GraphPad Prism 5, utilizando o teste Gehan-Breslow-
Wilcoxon.
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RESULTADOS

1. A CoPP aumenta a expressao de HO-1 em macréfagos infectados

Para padronizar nosso modelo de estudo, inicialmente, fomos confirmar o efeito
das metaloporfirinas CoPP e SnPP na expressao da HO-1 em macroéfagos. Macréfagos,
obtidos de camundongos C57BL/6, foram infectados ou ndo, na presenca ou auséncia
de CoPP ou SnPP. Apés 24h de tratamento, a expressdao de HO-1 foi analisada por
immunoblot. Como pode ser observado na fig 2, o tratamento com CoPP aumentou a
expressao de HO-1 tanto em macréfagos nao infectados como em infectados, em
relagdo a macréfagos sem tratamento (Fig. 2). A SnPP, um inibidor da agdo enzimatica
da HO-1, produziu um aumento menos expressivo da expressao de HO-1 em
macréfagos infectados. Comentar esse aumento de HO1 por SnPP
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Figura 2 — CoPP aumenta a expressdo de HO-1 em macréfagos infectados. Macréfagos
peritoneais de camundongos C57BI/6 infectados ou ndo foram tratados com CoPP (50 uM) e
SnPP (50 uM) por 24 h. A expressao de HO-1 foi avaliada por immunoblot, usando anticorpo anti-

HO-1.
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2. A CoPP reduz a parasitemia e o parasitismo tissular em camundongos C57BL/6

A heme-oxigenase-1 é expressa em condi¢des de estresse oxidativo e também
em infeccdes por patdgenos intracelulares. Inicialmente, avaliamos o efeito da
modulacao da HO-1 com emprego de metaloporfirinas, (indutor da expressao — CoPP;
inibidor da atividade enzimatica - SnPP) na parasitemia e na carga parasitaria em
tecidos selecionados de camundongos C57BL/6 infectados pelo Trypanosoma cruzi
(cepa'y).

O tratamento com CoPP reduziu a parasitemia (7 e 8 dias pos-infec¢cdo) em
relacdo ao grupo infectado néo tratado (Fig. 3A). A SnPP, diferentemente, aumentou a
parasitemia nos mesmos intervalos de tempo em relagdo ao grupo infectado nao
tratado com metaloporfirinas.

Como a infecgéo por T. cruzi é sistémica, afetando diversos tecidos, avaliamos a
carga parasitaria nos tecidos cardiaco, muscular estriado (quadriceps femural) e
hepatico, no 14° dia pds-infecgdo (14 dpi). Ocorreu uma diminuigdo significativa na
carga parasitaria em tecido cardiaco e muscular esquelético nos animais tratados com
CoPP em relagcédo aos animais infectados néo tratados (Fig. 3B). Nao houve diferenca
no parasitismo hepatico entre os grupos.

O tratamento continuo com CoPP, porém, leva a uma maior mortalidade ap6s 15
dpi (100%), diferentemente do ocorrido com a suspensao do tratamento diario apés 11
dpi com auséncia de letalidade, durante 25 dias de observagao apoés a infecgdo (dados
nao mostrados). O efeito téxico do tratamento prolongado nos levou a parar o
tratamento com CoPP no 11° dpi, nos demais experimentos. O tratamento diario com
SnPP nao promoveu a morte de animais infectados, mesmo com prolongamento acima
de 11 dpi (dados nao mostrados).
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Figura 3 — Camundongos C57BL/6 foram tratados com CoPP (5mg/Kg), SnPP (5mg/Kg) ou
veiculo (-) i.p. 24h antes da infecga@o e a partir dai, diariamente. Em A, a infec¢éo foi realizada
por inoculagdo via i.p. com 10* tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T. cruzi. O grafico é
a média de 3 experimentos realizados (n=8). Em B, os 6rgéos (figado, quadriceps e coragao)
foram retirados 14 dias pés-infeccdo para preparagdo de laminas para histopatologia e
quantificado o nimero de ninhos de amastigotas por seccdo de 100 mm? de laminas de
histopatologia. As setas mostram a presenga de ninhos de amastigotas nos tecidos.*, p<0,05,
comparado ao grupo infectado ndo tratado(-). Os graficos sdo representativos de 2
experimentos independentes.
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3 - A CoPP diminui a carga parasitaria em macrofagos infectados in vivo e ex vivo
e em linhagem de células THP-1 expressando HO-1.

A cepa Y de T. cruzi apresenta um tropismo diferenciado para fagdcitos
mononucleares, parasitando essas células no inicio da infeccdo. O efeito das
metaloporfirinas sobre a infeccao desse tipo celular foi avaliado utilizando diferentes
abrodagens. Dai diz cada uma e da o resultado separadamente. Eu colocaria toda a
descricao do exp com mac in vitro, incluindo a brb e bvd. Dai vai pro ex vivo e entao
THP1. Explicar mais objetivamente! Analisamos a carga parasitaria de células
peritoneais aderentes de camundongos infectados (ex vivo) e de macréfagos infectados
in vitro com T. cruzi. Com este fim utilizamos macréfagos peritoneais (elicitados com
tioglicolato) de camundongos C57BL/6 e células THP-1 (linhagem monocitica humana
imortilizada).

Ex vivo, células aderentes de peritbneo de animais C57BL/6 infectados e
tratados com CoPP mostraram reducéo significativa no parasitismo na percentagem de
células infectadas em relacdo aos macrofagos de animais infectados e néo tratados
(Fig. 4A-B). O tratamento com SnPP aumentou o parasitismo e a percentagem de
células peritoneais aderentes de C57BL/6 infectados (p<0,05)

In vitro, o tratamento com CoPP, diminuiu tanto a quantidade de amastigotas
intracelulares em macréfagos (Fig. 4C) quanto a percentagem de células infectadas
(Fig. 4D). A SnPP, inversamente ao constatado para CoPP, aumentou ambos o0s
parametros de parasitismo (quantidade de amastigotas intracelulares e percentagem de
células infectadas) em macrofagos. O tratamento conjunto com SnPP e CoPP reverteu
o efeito de diminuicdo da carga parasitaria e da percentagem de macréfagos infectados
observados com o tratamento com CoPP para valores semelhantes aos de macréfagos
nao tratados. A biliverdina e a bilirrubina (produtos de degradacao da HO-1)
promoveram uma diminui¢cdo significativa na carga parasitaria de macréfagos quando
comparadas ao grupo nédo tratado (Fig. 4E)

Em um experimento preliminar, a transfeccao de células THP-1 com o plasmideo
contendo o gene da HO-1 (pHO-1) diminuiu significativamente a carga parasitaria
quando comparado ao controle transfectado com o plasmideo vazio (mock) (Fig. 4E).

De fato, a transfeccao com HO-1 teve um efeito semelhante na carga parasitaria ao
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observado com o tratamento com a CoPP. A transfeccdo de com plasmideo contendo
Hmox1 diminuiu significativamente (p<0,05) em relacado ao controle (mock) de maneira
semelhante ao observado para células THP-1 tratadas com CoPP.

Esse conjunto de dados sugerem que a CoPP e a SnPP atuam modulando a
atividade biolégica de macrofagos restringido ou aumento a replicacdo de amastigotas
em células infectadas, possivelmente via HO-1.
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Figura 4 — A modulagdo da atividade enzimatica de HO-1 afeta o parasitismo em fagdcitos
mononucleares murinos. Em A e B, respectivamente, carga parasitaria e percentagem de células
peritoneais aderentes (cultivo de 48h ex vivo) de camundongos 9 dpi tratados ou ndo com CoPP
e SnPP. Em C e D, respectivamente, carga parasitaria e percentagem de macréfagos infectados
tratados ou ndo concomitantemente com CoPP (50 uM) e SnPP (50 uM), in vitro,. Em E, carga
parasitaria de macréfagos infectados tratados ou ndo com Biliverdina (Bvd- 10 uM) ou Bilirrubina
(Brb-10 uM). Em F, carga parasitaria de células THP-1 aderentes transfectadas com plasmideo
contendo o gene Hmox1 (pHO-1) ou nao (mock) *, p<0,05, comparado ao grupo infectado nao
tratado (-), ***, p<0,05, quando comparado ao grupo mock. Os gréaficos acima sdo a média de 3
experimentos independentes.
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4 - As metaloporfirinas nao apresentaram efeito tripanocida direto

Em seguida avaliamos se a diminuicdo do parasitismo em macrofagos poderia
dever-se ao efeito toxico direto da CoPP no T. cruzi. Para tal, incubamos as formas
tripomastigotas de T. cruzi por até 48 h em 50 uM das metaloporfirinas (SnPP e CoPP).
Durante os tempos analisados, ndo houve perda significativa da viabilidade em relacéao
ao grupo nao tratado (Fig. 5)

47



=2} -]
o o

10%/poco

20

w A
® 9

364 & SnPP

tripomastigotasx10® / mL
w
&

2.8 T
0 24 48
intervalo (h)

Figura 5 — As metaloporfirinas ndo apresentaram efeito tripanocida direto. Formas tripomastigotas
de T. cruzi foram incubadas por até 48h na presenga ou nao de 50 uM das metaloporfirinas
(SnPP e CoPP) e formas viaveis foram quantificadas através da motilidade. O inserto mostra o
numero de tripomastigotas mortos por pogo. O grafico acima é a média de 3 experimentos.
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5- O efeito microbicida da inducao de HO-1 independe da geracao de éxido nitrico
(NO)

O 6xido nitrico tem sido descrito como 0 mais importante mecanismo microbicida
no controle da infeccado por T. cruzi (Vespa, Cunha & Silva, 1994). Avaliamos se a
geracdao de NO poderia ser um mecanismo microbicida ativado pelo aumento de
expressdo de HO-1 em células infectadas por T. cruzi, apesar de, em macréfagos
normais, a inducao de HO-1 reduzir a expressao de iNOS e a producao de NO (Ashino
et al., 2008). Utilizamos camundongos C57BL/6 em experimentos ex vivo e in vitro e
camundongos geneticamente deficientes de iINOS -/- (6xido nitrico sintetase induzida) in
vivo e in vitro.

As células peritoneais provenientes de camundongos C57BL/6 infectados (9 dpi),
tratados in vivo com SnPP ou CoPP, apresentaram uma diminuigdo significativa na
secrecao de NO na presenca ou auséncia do estimulo com LPS em comparacao ao
grupo nao tratado (Fig 6A). In vitro, macrofagos infectados de C57BL/6 estimulados
com LPS e tratados com CoPP apresentaram uma diminuigdo na secrecdo de NO,
quando comparados aos grupos nao tratado ou tratado com SnPP (p<0,001) (Fig 6B).
Estes dados sugerem que a producédo de NO nao é responsavel pelo efeito da CoPP na
reducao do parasitismo de macréfagos in vivo e in vitro.

Macrofagos peritoneais de animais iINOS-/- infectados in vitro com T. cruzi
apresentaram carga parasitaria superior ao de controles iINOS+/+ C57BL/6,
confirmando o papel importante desempenhado pelo NO no controle da infecgao (Fig
6C). Macrofagos de camundongos iINOS-/- infectados in vitro e tratados com CoPP
apresentaram uma diminuicdo significativa na quantidade amastigotas, enquanto que o
tratamento com SnPP aumentou a carga parasitaria nas células infectadas, quando
comparados ao grupo nao tratado (Fig 6C). Esses resultados indicam que os efeitos da
CoPP e da SnPP sobre a carga parasitdria de macrofagos sdo independentes da
expressdo de iNOS. In vivo, a parasitemia de camundongos iNOS -/- tratados com
CoPP foi menor em relacdo ao grupo néo tratado em todos os tempos avaliados (Fig
6D). Os animais tratados com SnPP apresentaram uma parasitemia inicial aumentada

em relagdo ao grupo nado tratado no oitavo dia poés-infeccdo e sucumbiram
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precocemente a infeccao. Estes resultados indicam que tanto in vitro quanto in vivo o
efeito da CoPP é independente de NO.
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Figura 6 — O efeito tripanocida da CoPP nédo depende da secregao de NO. Em A, secregao de NO
por células peritoneais de animais C57BL/6 infectados e tratados ou ndo com CoPP ou SnPP 9
dpi reestimulados ou ndo com LPS (100 ng/mL). *. p<0,01, comparados ao grupo infectado (-); #,
p<0,01 comparado ao grupo infectado (-) reestimulado com LPS. Em B, secregdo de NO por
macréfagos peritoneais de C57BL/6 tratados ou ndo com CoPP, SnPP (50 uM). #, p<0,01,
comparado ao grupo infectado estimulado com LPS (-). Em C, parasitismo de macréfagos
peritoneais de camundongos iNOS -/- e +/+ (lado esquerdo — foto ilustrativa; lado direito — grafico
de parasistimo) infectados tratados ou ndo com CoPP e SnPP (50 uM). ***, p<0,001, quando
comparado ao grupo. iNOS -/- ndo tratado (-); #, p<0,05, comparado ao grupo iNOS +/+; *,
p<0,01, quando comparado ao grupo iINOS +/+ n&o tratado (-). Em D, parasitemia de
camundongos (n=5) INOS -/-(lado direito) e +/+ (lado esquerdo). Os graficos acima sdo a média
de 2 experimentos.
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6- O efeito microbicida da inducao de HO-1 independe da secrecao do fator de
necrose tumoral (TNF).

O TNF é um mediador inflamatério importante na fase aguda da infecgéo por T.
cruzi por aumentar a atividade tripanocida de macrofagos infectados (Santos Lima et
al., 1997). Avaliamos se a secrecdao de TNF poderia estar envolvida na ativacao de
mecanismos tripanocidas mediados pela inducao de HO-1. Utilizamos camundongos
C57BL/6 em experimentos in vitro e ex vivo e camundongos deficientes em uma das
subunidades do receptor de TNF (TNF R1-/-).

Em experimentos ex vivo, células de peritbneo de camundongos C57BI/6 (9 dpi)
infectados e tratados com CoPP nado apresentaram diferenca na secrecdao de TNF
reestimuladas ou ndo com LPS, em relacdo as células de peritbneo de animais
infectados nao tratados (Fig. 7A). O tratamento com SnPP diminuiu a secrecao de TNF
em relagao ao grupo nao tratado. In vitro, macréfagos de C57BL/6 tratados ou ndo com
as metaloporfirinas nao apresentaram diferengas na secregdao de TNF (Fig. 7B)

Macro6fagos peritoneais de camundongos TNFR1-/- infectados in vitro com T.
cruzi apresentaram carga parasitaria maior do que o dos controles TNFR1+/+ C57BL/6,
confirmando que TNF/TNFR1 participam do controle da carga parasitaria. O tratamento
de macréfagos TNFR1-/- com CoPP reduziu a carga parasitaria em relagdo ao grupo
nao tratado (Fig. 7C). Ja macréfagos TNFR1-/- tratados com SnPP nao tiveram
diferenca na carga parasitaria quando comparados a macrofagos TNFR1 -/- néo
tratados.

In vivo, a CoPP reduziu a parasitemia de camundongos TNFR1-/- (8 dpi) e
TNFR1 +/+ de maneira semelhante (Fig. 7D). Em conjunto, estes resultados indicam
que a ativagdo do TNFR1 nao participa do efeito da CoPP.
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Figura 7 — O efeito tripanocida da CoPP ndo depende de TNF. Em A, secrecdo de TNF por
células peritoneais de animais C57BL/6 infectados (9 dpi) e tratados ou ndo com CoPP ou SnPP
reestimulados ex vivo ou ndo com LPS. Em B, secre¢cdo de TNF por macréfagos peritoneais de
C57BL/6 infectados tratados ou ndo com CoPP (50 uM) ou SnPP (50 uM). Em C, parasitismo de
macréfagos peritoneais de camundongos TNF R1 -/- (elicitados de tioglicolato) (lado esquerdo —
foto ilustrativa; lado direito — grafico de parasistimo) infectados tratados ou nao com CoPP (50
uM), SnPP (50 uM) por 48h. ***, p<0,001, quando comparado ao grupo TNF R1 -/- ndo tratado (-).
Em D, parasitemia de camundongos TNF R1 +/+ e -/-. O graficos acima sdo a média de 2
experimentos.
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7 - O efeito tripanocida da CoPP é parcialmente dependente de atividade
antioxidante

O estresse oxidativo tem sido relacionado com o desenvolvimento da doenca de
Chagas e de outras tripanossomiases (Saleh et al, 2009; Igbokwe et al, 1994; Gupta
2009). Uma vez que os produtos de degradacao da HO-1 (biliverdina, bilirrubina e CO)
apresentam atividade antioxidante (Stocker et al., 1987), investigamos se essa
atividade poderia estar relacionada aos efeitos protetores induzidos pelo aumento da
HO-1 por CoPP. Para isso, avaliamos se o uso de drogas moduladoras do estresse
oxidativo celular juntamente com CoPP e SnPP alteraria a carga parasitaria de
macrofagos infectados in vitro.

A NAC (prercusora da GSH) promoveu a diminuicdo na carga parasitaria de
macrofagos infectados (p<0,001) e tratados com SnPP (p<0,001). Porém, a NAC nao
apresentou efeito somatério quando adicionado a CoPP (Fig. 8A). Macréfagos de
camundongos deficientes de gp91phox-/- (uma das subunidades do complexo da
NADPH oxidase) também apresentaram uma diminuicdo na carga parasitaria quando
comparados a macrofagos infectados de camundongos selvagens (Fig. 8B). O
tratamento de macréfagos de gp91phox-/- com CoPP ndo diminuiu a carga parasitaria
quando comparado aos macréfagos de gp91phox-/- ndo tratados. A SnPP foi incapaz
de aumentar a carga parasitaria de macréfagos gp91phox-/- infectados. Comparados
aos grupos gp91phox+/+ C57BL/6 tratados com CoPP ou SnPP, os macr6fagos de
gp91phox -/- mantiveram carga parasitaria sempre menor (p<0,001).

O paraquat, droga indutora de estresse oxidativo,(por inibidor o complexo |
mitocondrial) induziu a morte celular dos macroéfagos infectados no tempo de avaliacao
da carga parasitaria. Entretanto, quando incubado simultaneamente com CoPP, os
macréfagos sobreviveram, confirmando os efeitos citoprotetores da CoPP. A presenga
do paraquat aumentou significativamente a carga parasitaria in vitro em macréfagos
infectados tratados com CoPP comparados aos tratados apenas com CoPP (p<0.01)
(Fig. 8C) sugerindo que a CoPP atua através da redugao do stress oxidativo produzido

pela infecgdo na redugéo da carga parasitéria.
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A degradagdo ou modificacdo de hemeproteinas por oxidagdo pode levar a
liberacao de ferro e, este catalisado pela reacdo de Fenton, resultar em formacao de
ROS (Rush e Koppenol, 1986). Analisamos, portanto o papel do ferro como indutor de
estresse oxidativo na infec¢do in vitro de macréfagos infectados, uma vez que a
deplecao de ferro diminui a carga parasitaria em macroéfagos infectados (Loo; Lalonde.
1984). Heme (ferro protoporfirina IX), metaloporfirina que contém um &atomo ferro,
diminuiu a carga parasitaria (p<0,01) em relacéo ao grupo nao tratado, porém, reverteu
a reducao de carga promovida pela CoPP (Fig. 8C) (p<0,0001). A adicdo de sulfato
ferroso, cujo atomo de ferro esta no estado redox 2+, em cultura de macréfagos
infectados, também reverteu a redugédo promovida pela CoPP (p<0,05). Esse conjunto
de resultados sugere que a CoPP diminui a carga parasitaria de macrofagos infectados,
através da diminuicao do estresse oxidativo promovido pela infeccao por T. cruzi.
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Figura 8 — Antioxidantes reduzem o parasitismo em macréfagos in vitro. (A) Parasitismo de
macréfagos peritoneais de C57BL/6 tratados com CoPP (50 uM), SnPP (50 uM) e NAC (10
mM).*, p<0,001 comparado ao grupo infectado nao tratado. (B)parasitismo de macréfagos
peritoneais de C57BL/6 (gp91 phox +/+) e de gp91 phox -/- tratados com FeSO, (50 yM), SnPP
(50 pM) e CoPP (50 uM). *, p<0,01 quando comparado ao grupo nao tratado (-); **, p<0,001
quando comparado ao grupo gp91 phox +/+ nao tratado; #, p<0,001, quando comparado ao
grupo gp91 phox +/+ tratado com Fe 2+;. (D) Parasitismo de macréfagos peritoneais de C57BI/6
tratados com: CoPP (50 uM), paraquat (100 uM), FeSO, (50 uM), Heme (50 pM). *, p<0,01
comparado ao grupo infectado ndo tratado; $, p<0,0001, quando comparado ao grupo tratado
com CoPP. Os graficos acima s&o a média de 3 experimentos..
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8- O efeito tripanocida da CoPP depende parcialmente do IFNAR1 em macroéfagos,
mas nao de PKR.

A secrecao de IFN | é importante mecanismo de defesa na fase aguda da
infeccao por T. cruzi (Costa et al., 2006; Koga et al., 2006). Como a expressao de HO-1
em células mieléides é indispensavel a expressdo de IFN-B induzida por alguns
estimulos conhecidos (Tziman et al, 2009), avaliamos in vitro a carga parasitaria de
macrofagos infectados tratados com CoPP ou com produtos de degradacdo da HO-1
(Biliverdina e Bilirrubina) utilizando macréfagos de camundongos svi129 selvagens e
deficientes do receptor de IFN | (IFNAR-/-). In vivo, avaliamos a parasitemia de
camundongos selvagens e IFNAR-/- tratados com CoPP.

Como era esperado, a CoPP, biliverdina e bilirrubina causaram reducao da carga
parasitaria de macréfagos IFNAR1+/+ (p<0.0001). Entretanto tais porfirinas reduziram
apenas parcialmente a carga parasitaria em macréfagos IFNAR-/- em relacdo ao grupo
nao tratado (p<0.01) (Fig. 9A). tratamento com SnPP diminuiu a carga parasitaria em
macrofagos IFNAR -/- em relacdo a macrofagos IFNAR +/+ recebendo o mesmo
tratamento (p<0,001) De maneira semelhante, o0 aumento da carga parasitaria, mediado
por SnPP, ndo foi observado nos animais IFNAR-/-. Esses dados sugerem que o efeito
da CoPP pode ser mediado via aumento da expressao de IFN do tipo | ou de moléculas
efetoras da sua via de sinalizagao.

Uma vez que a PKR é uma das moléculas efetoras da via de sinalizacao de IFN-
a/B (Marcus & Sekellic, 1988), nés avaliamos seu papel na modulagédo da infecgéo por
CoPP. Para isso, macréfagos obtidos de camundongos C57BL/6 foram infectados in
vitro e tratados com CoPP, na presenca ou auséncia de 2-aminopurina (2-AP), um
inibidor de PKR. Nao houve diferenca na carga parasitaria de macréfagos tratados com
2-AP em relacéo ao grupo nao tratado (Fig 9B)

Na cinética de ifnb avaliada por RT-PCR, o tratamento de macréfagos com CoPP
diminuiu a expressao de ifnb em todos tempos avaliados (Fig 9C). Nao houve alteragao
na cinética de ifnb em macroéfagos tratados com SnPP e biliverdina em comparacao a
cinética de macrofagos somente infectados. Na expressao protéica da fosforilacdo de
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IRF3 ndo houve diferengca na expressdo de IRF-3-P entre macréfagos infectados
tratados ou ndo com CoPP nos tempos de 9 h e 10 h (Fig. 9D).

In vivo, o tratamento com CoPP diminuiu de maneira semelhante a parasitemia
de camundongos IFNAR+/+ e IFNAR-/- (Fig. 9E), indicando que embora exista uma
participacdo de IFN do tipo | na atividade microbicida de macréfagos estimulada pela
CoPP, biliverdina e bilirrubina, ndo ha participacao relevante desse mecanismo na
reducao da carga parasitaria pela CoPP in vivo.
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Figura 9 — O efeito tripanocida da CoPP e dos produtos de degradag¢do do heme in vitro depende
parcialmente de IFN I. Em A, parasitismo de macréfagos elicitados de sv129 IFNAR +/+ e IFNAR
-/- infectados tratados ou nao com SnPP (50 uM), CoPP (50 uM), Biliverdina (50 uM) e Bilirrubina
(10 uM). ¥, p<0,001 comparado ao grupo WT recebendo o mesmo tratamento; * p<0,0001,
comparado ao grupo IFNAR +/+ nao tratado (-); # p<0,001. comparado aos macréfagos IFNAR -/-
infectados nao tratados. Em B, parasitismo de macréfagos de C57BL/6 tratados ou ndo com
CoPP e 2-AP. *, p<0,001 comparado com o grupo controle. Em C, cinética da expressao génica
de ifnb em macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi tratados ou nao com
as porfirinas. Em D, expressao de IRF-3 fosforilado por immunoblot nos tempos de 9 h e 10 h em
macroéfagos infectados com T. cruzi. Em E, parasitemia de camundongos sv129 IFNAR +/+ (lado
esquerdo) e IFNAR -/- (lado direito). O graficos acima sdo a média de 2 experimentos.
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9- O tratamento com CoPP diminui a celularidade no baco na infeccao por T.
cruzi, mas nao interfere na apoptose de células T.

A inducao de HO-1 produz tanto uma diminui¢do no estado de ativagao celular
como previne a apoptose de diversos tipos celulares (Gozzelino, Jeney & Soares,
2010). A infeccao aguda por T. cruzi tem como caracteristica promover o aumento do
baco (esplenomegalia), indicando a ativacdo policlonal de esplendcitos, processo que
precede a apoptose de linfocitos T (Minoprio et al., 1986). Avaliamos se o tratamento
com a CoPP poderia alterar a esplenomegalia e a apoptose de linfécitos T de
camundongos C57BL/6 infectados.

O tratamento com CoPP preveniu significativamente o aumento do niumero de
esplendcitos e o tamanho do bago (dados ndo mostrados) de animais infectados (9 dpi)
quando comparado ao grupo nao tratado (Fig 10A). O tratamento diario com SnPP nao
alterou a quantidade de células por bago quando comparado ao grupo nao tratado.

A CoPP nédo alterou a percentagem de linfocitos T CD4, porém diminui
parcialmente de T CD8 em apoptose (células anexina +) quando comparados a
linfécitos de animais infectados (Fig. 10B). A SnPP aumentou a percentagem de
apoptose de ambas subpopulacdes de linfécitos avaliadas (Fig.10B). Estes resultados
sugerem que, embora o tratamento de CoPP néo tenha reduzido significativametne a
percentagem de apoptose na infecgado, a inibicao da atividade enzimatica da HO-1 (pela
SnPP) parece ter papel importante na regulacdo da apoptose em populagdes de
linfécitos T durante a infec¢ao por T. cruzi.
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Figura 10 — O tratamento com CoPP previne a esplenomegalia mas nao a apoptose em linféctios
T do bago. Em A, quantificacdo de esplendcitos de camundongos C57BI/6 9 dpi tratados ou nao
com CoPP e SnPP. Em B, ensaio de anexina-Pl de subpopulagoes de linfécitos T CD4 e CD8 de
camundongos C57BI/6 infectados 9 dpi tratados ou ndo com CoPP e SnPP. Os graficos acima
sdo a média de 3 experimentos.
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10-O tratamento com CoPP nao altera a resposta imune mediada por
linfécitos T na infeccéao por T. cruzi.

HO-1 apresenta efeito imunoregulador sobre a resposta imune inata e adaptativa
(Poss & Tonegawa, 1997a, 1997b; Otterbein et al., 2003). Como a resposta imune
celular é importante no controle da infeccdo por T. cruzi (Martin & Tarleton, 2004),
decidimos avaliar se a HO-1 poderia estar afetando a resposta imune celular na
infeccdo por T. cruzi. Para tal, avaliamos a produgcdo de citocinas ex vivo por
esplendcitos reestimulados por mitdégenos, O reestimulo ex vivo com o anticorpo anti-
CD3 (aCD3) nao alterou o perfil de citocinas (IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y) de esplendcitos
de animais tratados com CoPP em comparagcdo com os demais grupos avaliados (Fig
11). O tratamento com SnPP aumentou a produgcdo de IL-10 pelos esplendcitos
reestimulados quando comparada a producao de esplendcitos de animais infectados
sem tratamento (Fig. 11D).

Também avaliamos a participacao de linfécitos T CD8 através da percentagem
de esplendcitos CD8 ativados de camundongos infectados 9 dpi e da parasitemia e
letalidade de camundongos geneticamente deficientes de linfocitos T CD8 (CD8 -/-), de
perforina (PKO -/-) e de IFN-y (IFN-y -/-).

Nao houve alteracdo na percentagem de linfocitos T CD8+ e com perfil ativado
(CD8+CD69"9") no bago de camundongos infectados tratados ou ndo com CoPP ou
SnPP (Fig. 12).

Nao houve diferenca no perfil de parasitemia de camundongos CD8 -/-, IFN-y -/-
e PKO -/- em relagdo aos seus respectivos controles de animais selvagens, cujo
tratamento com CoPP diminuiu a parasitemia (Fig 13A, 14A, 15A). Houve uma
diferenca significativa na cinética de letalidade nos camundongos CD8 -/-, IFN-y -/- e
PKO -/- tratados com CoPP em relagdo aos respectivos animais geneticamente
deficientes nao tratados (Fig. 13B, 14B, 15B). Esse conjuntos de dados sugere que os
efeitos tripanocidas do tratamento com CoPP ndo atuam na resposta imune mediada

por linfécitos T.
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Figura 11 — O tratamento com metaloporfirinas ndo altera a secre¢ao de citocinas de esplendcitos
reestimulados ex vivo. Os esplendcitos de animais infectados 9 dpi foram reestimulados com anti-
CD3 (5 ug/mL) por 48 h e o sobrenadante foi coletado e quantificado de IFN-y (A), IL-4 (B), IL-
17A (C) e IL-10 (D). Os graficos acima sao a média de 3 experimentos.
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Figura 12 — O tratamento com metaloporfirinas ndo altera o perfil de linfécitos T CD8+ no bago de
animais infectados. Esplenécitos de camundongos infectados 9 dpi tratados ou ndo com as
metaloporfirinas foram coletados e marcados com anticorpos anti-CD8 e anti-CD69 para

quantificagdo de células T CD8+ e CD69+ por citometria de fluxo. O grafico acima é a média de 3
experimentos.
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Figura 13- O tratamento com CoPP diminui a parasitemia em camundongos CD8 -/- e previne a
mortalidade em camundongos CD8 -/-. A infecgdo foi realizada por inoculagédo via i.p. com 10*
tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T. cruzi. Em A, parasitemia de camundongos(n=5) CD8
+/+ (lado esquerdo) e -/- (lado direito). Em B, curva de sobrevida de camundongos CD8 -/-
tratados ou ndo com CoPP. O grafico acima é a média de 2 experimentos.
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Figura 14 — O tratamento com CoPP diminui a parasitemia e aumenta a sobrevida de
camundongos PKO -/-. A infecgao foi realizada por inoculagdo via i.p. com 10* tripomastigotas
sanguicolas da cepa Y de T. cruzi. Em A, parasitemia de camundongos (n=5) PKO +/+ (lado
esquerdo) e -/- (lado direito). Em B, curva de sobrevida de camundongos PKO -/- tratados ou ndo
com CoPP. O gréfico acima é a média de 2 experimentos.
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Figura 15 — O tratamento com CoPP diminui a parasitemia e aumenta a sobrevida de
camundongos IFN-y -/-. A infecgao foi realizada por inoculagéo via i.p. com 10* tripomastigotas
sanguicolas da cepa Y de T. cruzi Em A, parasitemia de camundongos (n=5) IFN-y +/+ (lado
esquerdo) e -/- (lado direito). Em B, curva de sobrevida de camundongos IFN-y -/- tratados ou nao
com CoPP. O gréfico acima é a média de 2 experimentos.
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DISCUSSAO

As heme-oxigenases sdo enzimas conservadas evolutivamente, com funcao de
degradagao do heme. A HO-1 é uma dessas isoformas, sendo a uUnica induzida, e a
principal na degrada¢dao do heme em varios tecidos. Devido ao aumento de expressao
frente a diferentes estimulos fisicos e quimicos, a indugcdo de HO-1 parece ser
essencial em resposta a varios tipos de reacdo aguda e de protecdo celular apos
injuria. Essa nocdo é importante pelo fato de que a HO-1 esta envolvida no
catabolismo do heme, mas também, na geracdo de bilirrubina, biliverdina e CO,
metabdlitos com propriedades citoprotetoras e imunomoduladoras (Stocker et al, 1987).
A HO-1 também tem um papel importante no controle de infec¢des intracelulares como
HIV (Devadas & Dhawan, 2006), hepatite B (Protzer et al., 2007) e C (Shan et al.,
2007), malaria (Pamplona et al., 2007) e por Salmonela (Zaki et al., 2009). Essa
protecéo induzida por HO-1 durante infecgbes intracelulares nos estimulou a investigar
os efeitos da indugao de HO-1 na infecgéo por T. cruzi.

As metaloporfirinas, CoPP e SnPP, sdo conhecidas na literatura cientifica como
drogas moduladoras da expressao e da atividade enzimdtica da HO-1. Como mostrado
na figura 2, a CoPP de fato aumenta a expressdao de HO-1 tanto em macréfagos
infectados ou ndo. A SnPP também aumentou a expressdo de de HO-1, porém seu
efeito € em inibir a atividade enzimatica da HO-1, e o aumento da expressao da enzima
em macréfagos incubados com SnPP pode representar uma forma de tentar compensar
a perda de atividade enzimatica.

Inicialmente, avaliamos a parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados com
a cepa Y de T. cruzi, com o tratamento diario de CoPP e SnPP. O tratamento com as
metaloporfirinas alterou a cinética de parasitemia nos animais infectados com efeitos
opostos (Fig. 3A). O tratamento com CoPP provocou um decréscimo na carga
parasitaria do sangue e nos tecidos musculares (Fig.3A-B) e o tratamento com SnPP
teve um efeito oposto na parasitemia dos animais infectados (Fig. 3A).

Os macréfagos representam, inicialmente, um importante sitio de replicagéo e de
controle em camundongos infectados (Ortiz-Ortiz et al., 1976) especialmente para cepa

Y que apresenta um tropismo diferenciado para fagécitos mononucleares. Como
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mostrado neste trabalho, o tratamento com CoPP restringiu a replicagcdo de
amastigotas, e diminuiu a percentagem de macréfagos infectados tanto in vitro como ex
vivo de camundongos C57BL/6, enquanto que a SnPP apresentou um efeito oposto
(Fig. 4A-B). O tratamento com CoPP também provocou a reducao da carga parasitaria
quando infectamos a linhagem monocitica humana, THP-1 (Fig 4F). Posteriormente,
iremos avaliar em macréfagos humanos se os efeitos tanto de CoPP e SnPP tem efeito
semelhante que em macréfagos murinos.

Decidimos avaliar se os efeitos da CoPP foram de fato provocados pela inducao
de HO-1. O tratamento concomitante com CoPP e SnPP (50 uM, cada) reverteu os
efeitos de restringir a replicagdo de amastigotas e de diminuir a percentagem de
macrofagos de C57BL/6 infectados tratados com CoPP (Fig 4C-D). Os produtos de
degradagcédo da HO-1 (biliverdina e bilirrubina) diminuiram significativamente a carga
parasitaria in vitro (Fig. 4E). Em experimento preliminar, a transfec¢do de células THP-1
aderentes com o plasmideo contendo o gene Hmox1 diminuiu a carga parasitaria em
células infectadas de modo semelhante ao observado com o tratamento de células
THP-1 nao transfectadas tratadas com CoPP (50 pM) (Figura 4F). Esses dados
sugerem que a indugdo de HO-1 esta associada aos efeitos tripanocidas promovidos
pela CoPP. Porém a CoPP e a SnPP nao apresentam apenas efeito de induzir ou inibir
a atividade da HO-1. Estas porfirinas afetam outras enzimas como a guanilato ciclase e
também apresentar diversos outros efeitos inespecificos (Grundemar & Ny, 1997;
Mashreghi et al., 2008). Posteriormente, utilizaremos abordagens complementares para
demonstrar se os efeitos tripanocidas da CoPP devem-se realmente a inducao
farmacologica de HO-1, através do uso de macrofagos de camundongos Hmox1 -/- e
Nrf2 -/-.

A acéo tripanocida da CoPP poderia estar associada ao seu efeito tdxico direto
no parasita. Incubando por até 48h as formas tripomastigotas de T. cruzi com as
metaloporfirinas (CoPP e SnPP), ndo observamos perda de viabilidade significativa (Fig
5). Esse conjunto de resultados sugerem que a CoPP e a SnPP atuam modulando a
atividade biolégica de macrofagos restringido ou aumento a replicacdo de amastigotas
em células infectadas.
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Esses efeito na diminuicdo da parasitemia e do parasitismo tissular em
camundongos infectados e na carga parasitaria de macrofagos infectados pelo
tratamento com CoPP pode se dever a uma diminuigdo do estresse oxidativo, a um
efeito citoprotetor ou ainda a modulacédo da resposta imune em macréfagos e tecidos
infectados.

O éxido nitrico tem sido descrito como 0 mais importante mecanismo microbicida
no controle da infecgao por T. cruzi (Vespa, Cunha & Silva, 1994; Michailowsky et al.,
2001). Tanto ex vivo como in vitro houve uma diminuigdo significativa na secregcao de
NO quando macréfagos ou camundongos infectados foram tratados com CoPP, mesmo
quando estimulados com LPS, conhecido indutor de 6xido nitrico (Fig. 6A-B). Esse
efeito de diminui¢cdo tanto in vitro quando ex vivo da secrecdao de NO promovido pelo
tratamento com CoPP pode estar relacionado com o aumento da expressao de HO-1,
uma vez que a HO-1 modula negativamente a expressdao de iINOS em macrofagos
(Ashino et al., 2008). A diminuicao da secrecao de NO ex vivo de células peritoneais de
animais tratados com SnPP pode estar relacionado a uma desativacdo de tais células
por corpos apoptéticos, uma vez que a SnPP aumenta a apoptose de células T no baco
de animais infectados (Fig. 10B) e a apoptose durante a infec¢ao por T. cruzi pode levar
a uma desativacao de macrofagos e aumento da replicagéo intracelular do parasita (de
Freitas et al., 2001)

Utilizamos também uma abordagem de delecao genética de secrecao de NO
com emprego camundongos deficientes geneticamente da 6xido nitrico sintase (iINOS -
/-). In vitro, macréfagos iINOS -/- apresentaram um comportamento semelhante no
parasitismo com tratamento com as metaloporfirinas (Fig. 6C) quando comparados a
macrofagos de C57BL/6 selvagens (Fig. 4C), com o tratamento da CoPP diminuindo e
da SnPP aumentando a carga parasitaria. In vivo, o tratamento da CoPP diminuiu a
parasitemia em camundongos iNOS -/- de maneira semelhante em relagdo a iNOS +/+
(Fig. 6D). Camundongos iNOS -/- tratados com SnPP, entretanto, apresentaram, uma
parasitemia inicial muito acentuada, sucumbindo precocemente a infeccdo. Nossos
resultados, em um primeiro momento, confirmam achados de Cummings & Tarleton
(2004) do papel do 6xido nitrico como n&o sendo essencial no controle da parasitemia
na infecgdo por T. cruzi. Entretanto, as cepas utilizadas nesse trabalho sdo a Brazil e a
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Tulauhen, que apresentam efeitos diferentes em modelos experimentais quando se
utiliza outras cepas de T. cruzi, como a Y que foi empregada na presente tese. Esse
conjunto de resultados indicam que tanto in vitro como in vivo o efeito tripanocida da
CoPP é independente de secrecao de NO.

Apesar da importancia de NO como mecanismo microbicida na fase aguda da
infeccdo por T. cruzi, o NO também pode induzir imunossupressao nessa fase da
infeccdo (Abrahamsohn & Coffmann, 1995). Tratamentos in vitro que levam a
diminuicdo da producao de NO como tratamentos com anticorpos monoclonais anti-
TNF ou com inibidor da enzima iINOS foram capazes de restaurar parcialmente a
resposta proliferativa de esplendcitos de animais infectados quando reestimulados com
mitégenos (Martins et al., 1998). O efeito imunossupressor do NO foi demonstrado
também em outras infecgdes por protozoarios como T. brucei (Sternberg & McGuidan,
1992), Toxoplasma gondii (Candolfi et al., 1995) e Plasmodium vinkei (Rockett et al.,
1994), e por bactérias como Listeria monocytogenes (Gregory et al., 1993), como
também em modelo murino de sepse (Benjamin et al., 1994).

Embora os mecanismos que o NO exerca essa fungdo imunossupressora nao
estejam bem claros, o0 NO poderia estar alterando o funcionamento de complexos
enzimaticos importantes para o metabolismo celular (Granger & Lehinger et al., 1982;
Kilbourn et al., 1992). inibir a duplicacdo de DNA (Lepoivre et al., 1990) ou causar
danos diretos no DNA (Nguyen et al., 1992), sugerindo que o NO nao sé pode inibir a
replicacdo, mas também induzir morte celular. O tratamento com CoPP poderia estar
atuando diminuindo esses possiveis efeitos imunossupressores induzidos pelo NO,
através de sua atividade citoprotetora.

TNF é um outro mediador inflamatério importante na fase aguda da infecgao por
T. cruzi (Santos Lima et al., 1997). O tratamento com CoPP ou SnPP em camundongos
infectados nao interferiu na secrecdo de TNF de células peritoneais aderentes
reestimuladas com LPS ex vivo (Fig. 7A). In vitro também nao foi observada uma
diferenca na secrecao de TNF de macréfagos infectados tratados com CoPP e SnPP
(Fig. 7B). Utilizamos também camundongos deficientes geneticamente da subunidade
do receptor R1 de TNF (TNFR1 -/-). Em camundongos TNFR1 -/-, o tratamento com

CoPP diminuiu a parasitemia in vivo e in vitro diminuiu a carga parasitaria de
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macrofagos infectados (Fig 7C-D). O tratamento com SnPP, além de nao alterar a
secrecao de TNF, ndo exacerbou a carga parasitaria in vitro de macréfagos TNFR1 -/-,
como foi observado in vitro em macréfagos iNOS -/- (Fig, 6C).

Uma possivel explicacao para nao ter havido uma exacerbagao da infecgao pelo
tratamento com SnPP in vitro de macrofagos TNFR1 -/- seja a dependéncia de TNF nos
efeitos deletérios desencadeados pela SnPP. Embora TNF tenha papel importante no
controle da infec¢do por T. cruzi evidenciado tanto in vitro (Black et al., 1989; Murfioz et
al., 1992; Costa et al, 2006) como in vivo (Santos Lima, et al, 1997), sua acdo na
resposta inata € complexa, podendo levar também a efeitos deletérios. A injecao de
TNF exacerba a mortalidade de animais infectados apesar de induzir um aumento na
atividade microbicida in vitro (Black et al., 1989). TNF esta envolvido no estresse
oxidativo associado a anemia em camundongos infectados por T. cruzi (Malvezi et al.,
2004). A diminuicao da infeccao pelo tratamento com CoPP poderia estar associado
tanto a uma atenuagdo do estresse oxidativo quanto a reducdo da inflamagao
desencadeada pelo producédo de TNF na infec¢ao pelo T. cruzi. De fato, o tratamento
com CoPP atenua a inflamagédo pulmonar induzida por TNF (Lee et al., 2009). Esse
conjunto de resultados indica que a secre¢cdo de TNF nado participa dos efeitos
tripanocidas promovidos pelo tratamento com CoPP.

O estresse oxidativo tem sido relacionado com o desenvolvimento da doenca de
Chagas e de outras tripanossomiases (Saleh et al, 2009; Igbokwe et al, 1994; Gupta
2009). A CoPP e SnPP apresentam papel de alterar o estado redox de células e tecidos
via HO-1. Avaliamos o papel dessas metaloporfirinas utilizando drogas moduladoras do
estado redox celular (paraquat e NAC) e macréfagos de camundongos geneticamente
deficientes da subunidade gp91 phox do complexo da NADPH oxidase (gp91 phox -/-).
O tratamento com NAC diminuiu tanto a carga parasitaria de macroéfagos infectados
como também de macréfagos infectados tratados com SnPP (Fig. 8A). O tratamento de
macréfagos gp91 phox -/- infectados com CoPP néao alterou a carga parasitaria, porém
inibe quase que totalmente a carga parasitaria de macréfagos gp91 phox -/- quando
tratados com SnPP (Fig. 8B). O paraquat (droga indutora de estresse oxidativo)
reverteu a diminuicdo da carga parasitaria de macréfagos infectados tratados com
CoPP (Fig. 8C).
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Esses resultados sugerem a participacdo da CoPP e SnPP modulando o estado
redox celular. De fato, avaliamos, por citometria de fluxo, o estresse oxidativo através
da quantificacdo de ROS intracelular, e observamos que a infecgdo por T. cruzi, gera
ROS intracelular e este efeito é revertido por NAC e pelos produtos de degradacao da
HO-1 (biliverdina e bilirrubina) (dados nado mostrados). O efeito antioxidante do
tratamento com CoPP poderia estar associado com seu efeito tripanocida através da
modulacdo de moléculas e receptores de superficies de membrana, como também
alterando vias de sinalizagéo celular que culminam na ativagao celular contra T. cruzi.
Por exemplo, o estresse oxidativo resultante do estimulo com perdxido de hidrogénio na
linhagem celular Huh-7 inibe a expressdo génica antiviral bloqueando a sinalizagéo
celular induzia por IFN-a (Di Bona et al., 2006). A propria infecgéo intracelular pelo T.
cruzi, modula negativamente a expressdo de MHC de classe | através da geracao de
ROS em duas linhagens macrofagicas murinas (J774 e B10R) (Bergeron et al., 2008).

A degradagdo ou modificagdo de hemeproteinas por oxidacdo pode levar a
liberacao de ferro e, este catalisado pela reagéo de Fenton, resultando em formacao de
radicais hidroxila (Rush e Koppenol, 1986). Macrofagos tratados com heme tiveram
uma diminuicdo na carga parasitaria (Fig 8C), porém o tratamento com heme reverteu
parcialmente a reducao promovida por CoPP. O heme também € capaz de induzir HO-1
assim como CoPP, porém, também é capaz induzir estresse oxidativo e ativar
macrofagos e neutréfilos (Graca-Souza et al.,, 2002; Jaeschke, 2003; Arruda et al.,
2004; Figueiredo et al., 2007; Porto et al., 2007). Utilizando sulfato ferroso cujo estado
de oxidagao é 2+, observamos um efeito semelhante no aumento da carga parasitaria
no tratamento conjunto com CoPP (Fig 8C). Nao pode ser excluido, entretanto, o efeito
nutricional do ferro para o crescimento intracelular da forma amastigota, uma vez que a
HO-1 degrada heme, diminuindo quantidades intracelulares de heme (Ryter; Alam &
Choi, 2006). Uma dieta pobre em ferro ou o tratamento in vivo com desferrioxamina
diminui a parasitemia em camundongos infectados com T. cruzi (Lalond & Holbein,
1984; Arantes et al, 2007). Fato semelhante foi observado in vitro em macréfagos
infectados (Loo & Lalonde, 1984). Iremos posteriormente avaliar se, in vivo, o efeito
antioxidante do tratamento com CoPP é responsavel pela diminuicdo da parasitemia,

através da injecao de drogas indutoras de estresse oxidativo, uma vez que Guevara et
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al. (2000) tratando com NAC camundongos BALB/c infectados com T. cruzi observaram
uma diminui¢do na parasitemia e na esplenomegalia.

Avaliamos também o envolvimento de IFN | como um dos responsaveis pelos
efeitos tripanocidas do tratamento com CoPP, uma vez que a HO-1 (enzima induzida
pela CoPP) em células mielbides € indispensavel a expressao de IFN-B induzida por
alguns estimulos conhecidos (Tziman et al., 2009) e a secrec¢ao de IFN | € importante
mecanismo de defesa na fase aguda da infeccdo por T. cruzi (Costa et al., 1996; Koga
et al., 2006). In vitro, utilizando macrofagos de camundongos deficientes do receptor de
IFN | (IFNAR -/-), o tratamento com CoPP, biliverdina ou bilirrubina apenas reduziu
parcialmente a carga parasitaria (Fig. 9A). Por causa dessa redugéo parcial, avaliamos
o envolvimento de PKR, como uma das moléculas efetoras da via de IFN | através de
um inibidor seletivo, a 2-aminopurina (2-AP). Nao houve diferenga no tratamento com 2-
AP concomitante com CoPP (Fig. 9B). In vitro, em macréfagos de C57BL/6, avaliamos
a expressao de ifnb e IRF3 (Fig. 9C-D). Entretanto, ndo observamos aumento de IFN-p,
muito pelo contrario, houve uma diminuicdo da sua expressdo com tratamento com
CoPP em macréfagos infectados, e ndo houve uma diferenca na fosforilagcdo de IRF3.
Dados semelhantes aos nossos foram obtidos em células dendriticas que tiveram os
niveis de fosforilacdo de IRF3 e de expressao de IFN-B diminuidos quando estimulados
com CoPP ou CO (Rémy et al, 2009).

In vivo, o tratamento com CoPP diminuiu de maneira semelhante a parasitemia
de camundongos IFNAR-/- quando comparado com camundongos selvagens. Esses
dados sugerem que embora in vitro ocorra uma reversao parcial, in vivo isso nao
acontece (Figura 9E). Isso pode dever-se a diferenca de expressao entre os IFN [, pois
embora os IFN-a e IFN-B exercam atividades semelhantes, o controle de sua expressao
€ diferenciado pela presencga de elementos regulatérios em seus promotores. Enquanto
na regiao promotora de IFN-B, apos infecgbes virais, € formado um “enhanceossoma”
pela reunido dos fatores de transcricdo NF-kB, AP-1 (Proteina ativadora-1) e IRFs
(Fatores de transcricao de Interferon), o promotor de IFN-a possui apenas sitios de
ligacao para membros da familia IRF. Por exemplo, o tratamento de biliverdina aumenta
a secrecao de IFN-a e também a expressdao de moléculas efetoras da via de IFN | em

células infectadas com HCV (Lehmann et al., 2010).
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A infecgao aguda por T. cruzi tem como caracteristica promover o aumento do
baco (esplenomegalia), indicando a ativacdo policlonal de esplendcitos, processo que
precede a apoptose de linfécitos T (Minoprio et al., 1986). O tratamento com CoPP
diminuiu significativamente a quantidade de esplendcitos (Fig. 10A) e o tamanho do
baco dos animais infectados (dados nao mostrados). Isso poderia ser atribuido a uma
atividade anti-proliferativa ja que a CoPP previne a proliferacdo em diversos tipos
celulares (Gozzelino, Jeney & Soares, 2010). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa na percentagem de linfécitos T CD4 e apenas parcial redugao em linfécitos
T CD8 quando os animais infectados sao tratados com CoPP. O tratamento com SnPP
nao alterou a celularidade no bago de animais infectados, contudo, exacerbou a
percentagem de linfécitos T CD4 e CD8 em apoptose (Fig. 10B). O aumento de
apoptose promovido pelo tratamento com SnPP poderia explicar o aumento de
parasitemia observado anteriormente por essa metaloporfirina (Fig. 3A), ja que a
apoptose durante a infecgdo por T. cruzi pode levar a uma desativacao de macrofagos
e aumento da replicagao intracelular do parasita (de Freitas et al., 2001).

Quando avaliamos o efeito da CoPP na resposta mediada por linfécitos, nao
encontramos diferencas no perfil de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17) de
esplendcitos de animais C57BL/6 infectados em relagdo a camundongos néo tratados
(Fig. 11A-D). Sé o tratamento com SnPP aumentou significativamente a secrecéo de IL-
10 em esplendcitos reestimulados ex vivo com mitdégeno (anti-CD3) (Fig. 11D). A
parasitemia aumentada em camundongos C57BL/6 poderia ser explicada em parte pelo
aumento de secrecgao de IL-10, uma vez que tal citocina inibe in vitro a producédo de NO
e atividade tripanocida de macro6fagos infectados e ativados por IFN-y.(Silva, Twardzik
& Reed, 1991; Silva et al. 1992). Camundongos IL-10 -/- sdo capazes de controlar
melhor a infec¢ao por T. cruzi (Hunter et al., 1997).

Infecgbes por patdgenos intracelulares séo em geral melhor controladas por uma
resposta imune do tipo Th1 (Louis et al., 1998; Locksley et al., 1998; Denkers &
Gazzinelli; 1998; Hartmann & Plum; 1999). A importancia de linfécitos T CD8 no
controle da infecgao por T. cruzi é evidenciado através da deplegéo de linfocitos T CD8
por delecdo genética e de neutralizagdo por anticorpos anti-CD8 (Tarleton, 1990;

Tarleton et al., 1992; Rottenberg et al., 1993). Em ambos os casos, os camundongos
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tornam-se mais susceptiveis a infecgdes nao letais por T. cruzi e morrem ainda na fase
aguda. Linfécitos T CD8 podem controlar infecgcdes por uma série de mecanismos,
como secrecdo de IFN-y que induz aumento da atividade microbicida de células
infectadas, atividade de lise celular via perforina/granzimas e pela via de Fas/Fas
ligante.

O tratamento com CoPP diminuiu a parasitemia e aumentou a sobrevida de
animais deficientes geneticamente de IFN-y, perforina (PKO -/-) e de linfécitos T CD8
(CD8 -/-) (Fig.13-15). O tratamento com CoPP néo alterou a percentagem de linfocitos T
CD8 e nem de CD8 ativados (CD8CD69 high) (Fig. 12). Embora o tratamento com
CoPP tenha diminuido a parasitemia e aumentado a sobrevida de camundongos IFN-y
significativamente (Fig. 15B), os camundongos PKO -/- e CD8 -/- tiveram uma sobrevida
mais acentuada (Fig.14B, 15B). Isso se deve em parte aos diversos efeitos que o IFN-y
apresenta como aumento da atividade microbicida de macréfagos através da producao
de ROS e RNI, desenvolvimento de resposta th1 antigeno-especifica e de regulacao da
migragao leucocitaria (Schroder et al., 2004). Esses dados sugerem que os efeitos
tripanocidas do tratamento com CoPP ndo atuam na resposta imune de linfécitos T
CDs8.

Desde a descoberta da doenca de Chagas, apenas duas drogas sao usadas no
seu tratamento: nifurtimox e benzonidazole. Ambas sao drogas nitro-heterociclicas e
sao ativas na fase aguda da infecgdo, porém com efeito limitado na fase crénica da
doenca de Chagas (Rassi, 1982). As principais limitagcbes dessas drogas sado a
necessidade de tratamento longo e o desenvolvimento de inUmeros efeitos colaterais
como: dermopatia, polineuropatia, pertubagdes no trato digestdério como nauseas,
vbmito, perda de peso e aumento de dano genético espontdneo (Coura, 1996;
Cancado, 1997; Gorla et al, 1989).

Independente de qual seja 0 mecanismo tripanocida da CoPP, seu uso como
droga farmacoldgica poderia ser empregado como alternativa as drogas comumente
usadas no tratamento da doenca de Chagas, uma vez que, na presente tese, o
emprego da CoPP diminuiu a infeccao por T. cruzi tanto in vitro quanto in vivo, inclusive
em varias linhagens de camundongos geneticamente susceptiveis ou ndo (C57BL/6,
INOS -/-, TNF R1 -/-, IFNAR -/-, IFN-y -/-, CD8 -/- e PKO -/-). Estudos posteriores serao
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realizados para avaliar a eficacia do tratamento com CoPP na fase crénica em modelo
murino na infecgdo por T. cruzi e avaliar sua eficacia e efeitos adversos como farmaco

em ensaios de triagem clinica em humanos.
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CONCLUSOES

O tratamento de CoPP, em camundongos C57BL/6, diminui a infec¢ao aguda por
T. cruzi in vitro e in vivo, enquanto que o tratamento com SnPP aumenta;

Os efeitos microbicidas do tratamento de CoPP independem de TNF e NO in
vivo e in vitro;

O tratamento de CoPP diminui a celularidade, porém nao interfere na apoptose
de linfécitos T CD4 e apenas reduz parcialmente de T CD8 no baco de
camundongos infectados 9 dpi;

O tratamento de CoPP néo alterou o perfil de citocinas (IFN-y, IL-17 e IL-10) em
esplendcitos re-estimulados ex-vivo;

Os efeitos microbicidas de CoPP sao parcialmente dependentes de atividade
anti-oxidante in vitro e drogas moduladores de estresse oxidativo (NAC e
apocinina) diminuem a carga parasitaria in vitro.

Os efeitos microbicidas de CoPP sao parcialmente dependentes in vitro de
IFNAR, porém independem in vivo.

O tratamento de CoPP diminuiu a parasitemia e aumentou a sobrevida de
camundongos CD8 -/-, PKO -/- e IFN-y -/-.

As metaloporfirinas (CoPP e SnPP) ndo apresentaram efeito toxico direto em
formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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