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RESUMO

Na infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi, citocinas de perfil inflamatério
exercem importante papel na imunopatogénese, enquanto outras apresentam suas agdes
ainda incertas, como € o caso da interleucina (IL)-33. O objetivo deste estudo é avaliar o
perfil de resposta inflamatdria induzido por células de cultura estimuladas com a IL-33 e
com o T. cruzi (parasito vivo e antigenos — Ags). Na etapa I, Ags obtidos de parasitos da
cepa Y do T. cruzi em diferentes concentragdes (0; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL) foram
utilizados para estimular células da linhagem J774, apds 24h, sendo o sobrenadante
coletado para a dosagem do TNF (fator de necrose tumoral) por imunoensaio enzimatico
(ELISA). Assim, a dose selecionada foi a de 100ug para estimular as células. Na etapa Il,
realizou-se o cultivo de células J774 adicionando 5x10° células/poco para o estimulo com
antigeno. Na etapa Il foram plaqueadas cerca de 1,25x10° células/poco utilizando1x10°
formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi como estimulo. Os estimulos seguiram o
seguinte padrdo: (i) cultura sem IL-33 e sem antigeno/T. cruzi; (ii) cultura com IL-33 (10
ng/ml) e sem antigeno/T. cruzi; (iii) cultura sem IL-33 com antigeno (100ug/mL) e T.
cruzi; (iv) cultura com IL-33 (10ng/ml) e com antigeno (100pg/mL) e T. cruzi. As culturas
foram avaliadas em diferentes tempos apos os estimulos, sendo eles Oh, 24h e 48h e os
sobrenadantes coletados para dosagem dos mediadores inflamatérios: TNF, IL-17
(interleucina 17), CCL2 (ligante 2 da quimiocina do grupo CC), IL-10 (interleucina 10),
dosagem de nitrito pelo método de Griess e contagem de amastigotas. Observou-se
diferencas na producdo do TNF, IL-17, CCL2 para os grupos estimulados pelo antigeno
ou pelo T. cruzi nos tempos de 24h e 48h. Para a citocina IL-10, essas diferencas foram
observadas apenas nos grupos estimulados com o T. cruzi. Em relacdo ao nitrito,
observou-se diferencas nos grupos estimulados com Ag ou T. cruzi paras os tempos Oh,
24h e 48h. O numero de formas amastigotas foi maior nas células estimuladas com a
citocina IL-33. De forma geral, tanto o antigeno quanto o T. cruzi vivo, induziu a
producdo de mediadores inflamatérios nas células J774 com 24h ou de 48h. A IL-33
mostrou-se importante nos eventos iniciais da infecgdo tanto em células estimuladas com
0 Ag quanto com o parasito vivo, bem como no controle da citocina IL-10 nos grupos
infectados. Dessa forma, concluimos que a citocina IL-33 durante a infeccdo in vitro pelo
T. cruzi, em cultura de células J774, participa na producdo de mediadores inflamatorios e

regulatérios.

Palavras Chave: IL-33; mediadores inflamatérios; Trypanosoma cruzi; células J774



ABSTRACT

In the Trypanosoma cruzi infection, the inflammatory cytokines play an important role in
the immunopathogenesis, while other cytokines have their actions still uncertain, such as
the IL-33. The aim of this study is to evaluate the inflammatory response profile induced
by the cultured cells stimulated with IL-33 and T. cruzi (live parasites and total antigen -
AQ). In step I, Ags obtained from T. cruzi, Y strain, in different concentrations (0; 12.5;
25; 50; 100 and 200 pg) was used to stimulated J774 cells after 24h. The culture
supernatant was collected for the measurement of TNF (tumor necrosis factor) by enzyme
immunoassay (ELISA) which was 100 pg of Ag. In step Il, was plated 5x10° J774
cells/well (stimulated with Ag). In step 111 was plated as well as 1.25x10° J774 cells/well
(stimulated with 1x10° metacyclic trypomastigote forms of the T. cruzi). The stimulus
followed the following pattern: (i) culture without 1L-33 and without Ag/ T. cruzi; (ii)
culture with 1L-33 (10 ng/ml) and without Ag/T. cruzi; (iii) culture without IL-33 with
Ag (100 pg/mL) and T. cruzi; (iv) culture with IL-33 (10ng/ml) and with Ag (100ug/mL)
and T. cruzi. The cultures were evaluated at different times after the stimulus in Oh, 24h
and 48h and the supernatants collected for the measurement of the inflammatory
mediators: TNF, IL-17 (interleukin 17), CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2), I1L-10
(interleukin 10) by ELISA; nitrite by the Griess method and amastigote count.
Differences were observed in the production of TNF, IL-17, CCL2 for groups stimulated
by the Ag or T. cruzi at 24h and 48h. For the IL-10, these differences were observed only
in the groups stimulated with alive forms of T. cruzi. Regarding nitrite, differences were
observed in the groups stimulated with Ag or T. cruzi at Oh, 24h and 48h. The number of
amastigote forms was higher in those J774 cells stimulated with IL-33. In general, both
Ag and the alive T. cruzi induced the production of inflammatory mediators in J774 cells
at 24h and/or 48h. 1L-33 was shown to be important in the initial events of infection in
cells stimulated with Ag and with the alive parasite, as well as in the production of 1L-10
by infected animals. We concluded that IL-33, during the in vitro J774 cells infection by

T. cruzi, drives the production of inflammatory and regulatory mediators.

Key words: IL-33; inflammatory mediators; Trypanosoma cruzi; J774 cells
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1. INTRODUCAO

1.1Sistema imunoldgico

O sistema imunologico é formado por células e seus componentes que atuam em
conjunto para proporcionar a defesa do organismo contra diversos tipos de injurias
(patogénicas e ndo patogénicas), o balanco entre componentes pro- e anti-inflamatorios e
o reparo de tecidos comprometidos, restabelecendo a homeostase e o funcionamento
adequado dos 6rgdos afetados (Cruvinel et al., 2010). Esse sistema pode gerar dois tipos
de resposta, a resposta imune inata, responsavel por ser a primeira linha de defesa contra
patdégenos de amplo espectro, constituida por células como os leucocitos, as barreiras
quimicas e fisicas, proteinas sollveis, moléculas bioativas (por exemplo, proteinas
pertencentes ao sistema complemento) e a resposta imune adaptativa, uma resposta tardia
porém mais especifica e direcionada aos estimulos fisicos/quimicos ou biolégicos como
é 0 caso dos patdgenos previamente citados, onde células como os linfocitos T e B
(producdo de anticorpos) atuam (Chaplin, 2010). Em ambas as respostas temos a
participacdo de citocinas e quimiocinas, componentes que se diferem em funcéo e local
de producédo e que contribuem também em outros processos do sistema imune citados
anteriormente. (Berger, 2000; Cruvinel et al., 2010; Parsadaniantz & Rosténe, 2008;
Sinvagala & Sumanlatha, 2015).

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas por células do sistema imunologico
que desempenham func@es de proliferacdo, estimulo ou regulacdo (Quadro 1). Quando
produzidas, podem atuar de maneira paracrina, autdcrina ou enddcrina e, ao se ligar em
seus receptores localizados na superficie das células, iniciam uma cascata de sinalizacdo
que culmina na producdo de outras citocinas, na ativacdo ou morte celular ou mesmo na
alteracdo do padrdo de resposta celular. Além disso, as citocinas exibem o fenbmeno de
pleiotopria, no qual um gene é responsével por condicionar multiplas caracteristicas, ou
seja, uma citocina é capaz de atuar em diversos tipos celulares, da mesma forma que
diversas células sdo capazes de produzir a mesma citocina (Lin et al., 2000; Foster, 2001;
Zhang & Jianxiong, 2007; Dinarello, 2007).

E uma extensa familia composta por aproximadamente 200 membros (Gualati et
al.,2016) ou mais, podendo ter agdo pré-inflamatoria (contribui para o processo da
inflamacéo), como os interferons (IFN), o fator de necrose tumoral (TNF) e algumas
interleucinas (Ex:IL-1, IL-12) ou anti-inflamat6ria (impede o desenvolvimento da

inflamacgéo) como por exemplo a IL-10 (Quadro 1). Entretanto, nem todas as citocinas
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tém a sua acao definida, podendo em algumas situacdes exercer as duas a¢des dependendo
da natureza dos estimulos ou dos fatores condicionantes (Monastero & Pentyala, 2017).

J& as quimiocinas, sdo proteinas de baixo peso molecular que promovem a
migracao de células (leucocitos) ao local inflamado, em resposta da producéo de citocinas
pré-inflamatorias, desde que possuam o ligante para a quimiocina produzida. Sao
constituidas por uma estrutura de folha B central, hélice o terminal ¢ uma extremidade N-
terminal, sendo classificadas pelo nimero e presenca de residuos de cisteina proximo a
extremidade N-terminal (Rollins, 1997). Atualmente dividida em 4 subfamilias CC, CXC,
CX3C e XC, totalizando 50 componentes (Quadro 1) (Moser & Willimann, 2004; Ruffini
et al., 2007; Hughes & Nibbs, 2018).
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Quadro 1- Mediadores inflamatérios

MEDIADORES INFLAMATORIOS

CITOCINAS

TIPO

CELULAS PRODUTORAS

FUNCAO

REFERENCIAS

IFN tipo I (-a; -f)

Dendriticas e fagdcitos mononucleares.

Atividade antiviral; aumenta o reconhecimento das células pelo
antigeno; intensifica a citotoxicidade das células, aprimorando o seu
papel efetor, e promove a diferenciacio em células Thl(linfécitos T
auxiliares).

Roitt ef al., 1999; Ferreira ef
al 2018,

IFN tipo II (-y)

Linfocitos T e B, células Natuwral Killer (NK) e células
apresentadoras de antigenos (APC’s).

Aprimora a fungao efetora, levando ao desenvolvimento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), dxido nitrico (ON) e intermedidrios
reativos de nitrogénio (RINIs); aumenta a apresentacio de antigenos;
estimula a diferenciagio de linfocitos em células T efetoras (Thl ou
Th2); atua como estimulo para a elimiacio de células cancerigenas,
induz a produgio de TNF por outros tipos celulares; auxilia na
atrvagio de macrofagos.

Young.1996; Rothfuchs et
al.. 2004: Schroder et
al 2004,

IFN tipo II (-A1, -22. -A3)

Células dendriticas plasmocitarias.

Atrvidade antiviral.

Coccia ef al.. 2004; McNab
etal., 2015.

como os mondcitos e macrofagos; maturacio de células de
Langerhans; diferenciacdo de macrofagos do tipo MI1; auxiliam na
proliferacio de células B: induz respostas Thl.

TNF (w:f) Macrofagicas’ monociticas ativadas; células T, células | Desencadeia respostas de morte celular (apoptose/necrose), atraves | Tracey & — Cerami,1994;
NK., células endoteliais e fibroblastos. de seus receptores especificos (TNFR1, TNFR2, Faz, CD40); induz a | Bradley, 2008; Wu &
producdo e liberacido de outras citocinas como : IL-1_ IL-6 1L-12, IL- | Hymowitz, 2010; Esposito &
18.GM-CSF (fator estimulador de coloma de granulocitos e | Cuzzocrea, 2011; Brotas er
macrofagos). quimiccmas: CXCL1, IL-8, CCL2 (proteina | al, 2012; Chu 2013; Kumar
quimicatraente de monocito), CXCL10; moléculas de adesio: E- | ef al., 2013; Lo et al., 2014;
selectina, ICAM-1 (molécula de adesdio intercelular). VCAM- | Monaco e @/ ,2013; Sedger
l{molécula de celular wvascular); promove a diferenciacio de | & McDermott, 2014,
monocitos, a proliferacio de células T, a produgio de anticorpos por
celulas B e a ativagio de celulas NK.
IL-1p (IL-1) Monocito, macrofago, neutrofilos, células dendriticas. Induz a liberagio de outras citocinas (IINF, IL-6); ativam células | Netea ef al.. 2010; Bent ef

al.. 2018: Dinarello, 2018:
Moorlag ef al., 2018.
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MEDIADORES INFLAMATORIOS

CITOCINAS
IL-2 Células T CD4" ativas; células dendriticas; € expressa | Proliferacio de células T; estimula a producio de | Nelson er al., 2004; Zelante et al . 2012; Abbas et
em CD8* imaturas e células do timo. células T efetoras e de memoria; expansio de | al. 2018
celulas NK; expansio e diferenciagio de células
LC2; limita as respostas da celula T.
IL-6 Macréfagos, mondcitos, estromais, hematopoiéticas, | Diferenciacio de células B, em células produtoras | Tanaka ef @l , 2014; Nassem et al_, 2016 Garbers
epiteliais e musculares. de anticorpos; induz a produgio de proteinas na | eral, 2018; Vamer ef al 2018,
fase inicial da infecgio; diferenciagio e
proliferacio de células ndo imunes; diferenciacéo
de linfacitos T CD4™ imaturo; liberacio durante
lesdo tecidual (nio patogénica) como forma de
aviso.
IL-15 Produzida por monodcitos; expressa em macrofagos, | Homeostase de linfocito; ativagio e proliferacio | Sased & Revell, 2001. Bannwart ef al.2007;
celulas dendriticas, células nio linfoides: da placenta, | de células T CD8 e células NK; aumenta a | Waldmann, 2013; Robimnson & Schluns, 2017;
musculo esquelético e fibroblasto. fagocitose de neutrdfilos e macrdfagos; induz a
produgdo de GM-CSF em eosinofilos; atua como
fator de crescimento em mastocitos; auxilia na
proliferaciio e sintese de imunoglobulinas.
IL-17 Linfocitos Thl7. Ativagio de neutrdofilos, promove a expressio de | Gaffen, 2008; Cua & Tato, 2010; Normanton &
genes antimicrobicidas. Mart1. 2013; Monin & Gaffen, 2018.
IL-22 Macrofagos, neutrofilos, fibroblastos, celulas | Regeneragio de tecidos epiteliais; proliferacio e | Dudakov et al | 2015; Zenewics, 2018,

mieloides, células T af, células T 8, células NKT e
celulas linfoides.

inibicdo da apoptose de celulas epiteliais; defesa
contra infecgdes no intestino, mucosa, pele e
pulméo.
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MEDIADORES INFLAMATORIOS

CITOCINAS

IL-4

Mastocitos, eosinofilos. basofilos. células T NK e

ILC2.

Regulador da fungio de linfocitos e protegdo
contra apoptose; induz troca de classe da
imunoglobulina para IgE; estunula diferenciacio
de células para o perfil Th2; inibe a diferenciacio
de células Thi; regula a proliferacdo,
diferenciagdo e apoptose de mastocitos, celulas
mieloides, dendriticas, endoteliais, musculares e
Nneuronais.

Zamorono ef al. 2003; Luzmna et al.. 2012:

Gadani ef al., 2012; Juntilla, 2018.

Células T CD4™, células Th2.

Proliferacdo, diferenciagio e maturacio de
eosinofilos; sinergiza com fatores gquimiotaticos
como a CCLI1I1; diferenciacio de células B
ativadas, em produtoras de anticorpos

Kouro & Takatsu, 2009; Takatsu, 2011; Roufosse,

2018.

IL-13

Mastocitos, eosinofilos. basofilos. células T NK e

ILC2.

Induz a produgio de TGF-p. eotaxina-3. mucina;
induz a expressio de integrinas e periostinas pelos
fibroblastos; estimula a atividade contratil de
celulas bronquiais do musculo liso; auxilia na
ativacio de macrofagos alternativos; producio de
muco no epitélio de vias areas.

Sevfizadeh ef al .2015; Juntilla, 2018,
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MEDIADORES INFLAMATORIOS

QUIMIOCINAS

cCcL? Monocitos, macrofagos, células endoteliais, Atua na migragio de monocitos, linfocitos e Deshmane et al..2009: Yoshimura. 2018,

fibroblastos, epiteliais, dentre outras. células NK para o sitio inflamatdrio.

CcCL3 Macrofagos. Quimiotaxia de monocitos e linfocitos, regula a Baba & Mukaida, 2014; Bhasvar et al. 2014;
proliferacio de células Staversky ef al., 2018.
hematopoiéticas/progenitoras.

CCL4 Linfocitos T. neutrofilos, monocitos. c€lulas B: Quimiotaxia de leucocitos, células dendriticas, Wallace et al., 2013; Cheng ef al..2015; Chang &

linfécitos Thl; células epitelias, endoteliais e células NK : mobilizacio de cdlcio nestas células Chen, 2016.
fibroblastos. e nas celulas do musculo liso e B progenitoras.
CCL> Expressa em linfocitos T, macrofagos. plaguetas, Atua no recrutamento de leucocitos; juntamente Lv et @l..2013; Aldinucci & Colombatt, 2014.
epitélio e fibroblatos. com a IL-2 e o [FN-y estimula a ativagio e
proliferacio de células NK.
CXCL1 Neutréfilos, mastocitos. Migracio de neutrofilos. Palomino & Mart1, 2015.
CXCL9 Monocitos. células endoteliais e fibroblastos. Quimiotaxia de células Thl ativadas e células | Gorbachev ef @l . 2007; Tokunaga et al..2018.

NK: inibe proliferacio de células endoteliais.
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Quadro 2- Moléculas de adesao

MOLECULAS DE ADESAO
TIPO EXPRESSA EM CELULAS FUNCAO REFERENCIAS
ICAM-1 Leucocitos, células endotelias e epiteliats ete. Migracio de leucocitos e adesio firme ao Ramos ef al . 2014; Vestweber, 2015.
endotélio; migragio transendotelial.
VCAM-1 Células endoteliais. Migracio de leucdcitos e adesio firme ao Kong et al 2018,
endotelio.
P-selectina Células endoteliais e plaquetas. Adesfo de leucocitos; participa no rolamento | McEwver, 2015.
de leucocitos.
E-selectina Células endoteliais. Adesio de leucocitos; participa no rolamento | McEwver, 2015.
de leucéeitos.
LFA-1 Leucocitos. Adesdo de células T. Walling & Kim, 2018,
Mac-1 Leucécitos. Ades3o de leucdceitos, migragio, fagocitose, | Podolnikova er al | 2016.
explosio respiratoria, desgranulacio.
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Os patogenos (bactérias, fungos, virus, protozoarios) podem atuar como potentes
estimulos para a ativagdo da resposta imune. Entretanto, existem outros, como por
exemplo os sinais enddgenos liberados pelas células danificadas apos leséo tecidual,
culminando em uma resposta inflamatoria. Resposta essa que tem a sintomatologia clinica
de vermelhid&o, calor, edema, perda da funcdo da &rea afetada e dor. Este mecanismo
envolve uma cascata de sinalizacdo, dependente de mediadores inflamatérios (citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, proteinas soluveis, lipidios entre outros) que tem por
objetivo a eliminacdo dos referidos patdgenos e restauracdo tecidual (Freire & Dyke,
2013; Chen et al., 2017; Abdulkhaleq et al., 2018).

Ressalta-se a importancia das moléculas presentes na superficie destes patdgenos
durante seu reconhecimento pelo sistema imune, denominadas Pamp’s (padroes
moleculares associados a patdgenos). Os Pamp’s sao reconhecidos por receptores
presentes na superficie das células imunes, dentre 0s quais destacam-se os do tipo toll
(TLRs) e os do tipo NOD (NRL) que reconhecem patdgenos, células hospedeiras, fontes
ambientais (amianto, silica, alumen) e células danificadas (Kim et al., 2016). Os do tipo
RIG-1 (RLR) que fazem o reconhecimento de virus de RNA e aqueles de lectina do tipo
C reconhecimento (CLR), que reconhecem glicanos e glicoproteinas presente na
superficie de virus, bactérias, fungos e parasitos. Os receptores se diferem em localizacao
e em sinalizacdo, mas apresentam as mesmas fun¢des de reconhecimento, de induzir a
producdo de mediadores inflamatérios e de fagocitose (TLRs e CLR). Além disso 0s
receptores também reconhecem os Damp’s (padroes moleculares associados ao dano
tecidual), que também promovem uma resposta inflamatdria, porém ndo de origem
infecto-parasitaria (Kawai & Akira, 2010; Chen et al.,2017; Amarante-Mendes et
al.,2018).

Por intermédio destes receptores, células do sistema imune como 0s macrofagos
realizam esse reconhecimento e produzem citocinas como por exemplo o TNF, o IFN ou
IL-12 (Quadro 1) que sinalizam para ocorrer 0 recrutamento de leucocitos, o qual é
estimulado por quimiocinas produzidas no local da infec¢do (Cruvinel et al., 2010). Neste
recrutamento, os capilares se tornam permeaveis, 0 que permite a ocorréncia da
transmigracdo leucocitaria. Durante uma resposta inflamatoria, as células endoteliais séo
estimuladas a expressar moléculas de adesdo como as selectinas P ou E, aumentando

assim, a afinidade dos leucdcitos circulantes pelo endotélio.
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Os leucdcitos se ligam a receptores especificos por meio de uma ligacédo fraca que
pode ser rompida pelo fluxo sanguineo, assim as células se movem até chegar ao local da
infeccdo (Cruvinel et al., 2010; Muller, 2013; Schnoor et al, 2015; Gulati et al, 2016).

Proximo a regido da infeccdo, as integrinas presentes nos leucocitos exibem alta
afinidade e se ligam ao seu receptor presente no endotélio (ICAM-1 ou VCAM-1)
(Quadro 2). Neste momento, a célula se adere firmemente e realiza a diapedese (migracao
entre as células endoteliais). Ao chegar no local da infeccéo, os leucécitos sdo estimulados
a eliminacdo do patdgeno, que varia dependendo do tipo celular e do patdégeno em
questdo, podendo ser pela fagocitose, pela ativacdo do sistema complemento ou pela
ativacéo de receptores de morte (Cruvinel et al., 2010; Muller, 2013; Schnoor et al., 2015;
Gulati et al., 2016).

Os macrofagos presentes no local inflamado emitem pseudopodes (através do
remodelamento da actina) que envolvem o organismo invasor formando o fagossomo.
Com a posterior fusdo ao lisossomo (responsavel pela lise de particulas), tem-se o
fagolissosomo, uma estrutura acida composta por diversos tipos de enzimas hidroliticas.
Neste contexto ocorre a producédo de espécies reativas de oxigénio, de oxido nitrico e de
outros componentes (catepsinas, proteases, lisozimas e lipases) para que haja eliminagéo
do organismo invasor.

Ainda, para que a inflamacéo néo se torne persistente, ha a inibicdo da producéo
de mediadores pro-inflamatérios e o estimulo para a producdo de mediadores anti-
inflamatérios (Cruvinel et al., 2010; Rosales & Uribe Querol, 2017). Além disto, as
células ndo fagociticas retornam aos vaso sanguineos ou linfaticos, as células fagociticas
apoptoticas sdo eliminadas pela eferocitose induzida por macréfagos alternativamente
ativados, os quais produzem moléculas que estimulam a resolucdo do processo
inflamatério como lipoxinas, resolvinas, maresinas, protectinas etc. A resolucdo da
inflamacdo € finalizada com a cicatrizacdo (Headland & Norling, 2015).

Como consequéncia da eliminacdo do patdgeno, parte dos tecidos saudaveis séo
comprometidos e, portanto, tornam-se passiveis ao reparo tecidual. Os neutréfilos iniciam
a formacdo de um tecido de granulacdo (rico em fibroblastos e vasos sanguineos,
depositados em uma matriz) que, ao longo dos dias, torna-se resistente devido a deposi¢édo
de colageno pelos fibroblastos. A partir deste momento, os macrdéfagos realizam a
eliminacéo de detritos e sintetizam citocinas (TNF, IL-1) e fatores de crescimento (TGF-

B, PDGF, colagenases, metaloproteinases da matriz), além de estimular fibroblastos,
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queratindcitos e a angiogénese (contribui para formacdo de novos vasos). Como resultado
final, temos a restauracéo tecidual (Emin et al., 2009; Krafts, 2010).

Finalmente, dependendo do tipo de patdgeno que penetra a circulacéo, a resposta
mediada pelas células envolvidas pode, didaticamente, ser compreendida como “com
perfil Th1”, aquela voltada a patégenos intracelulares ou “com perfil Th2”, voltada a
alérgenos e helmintos. Em ambas as resposta havera a producéo de citocinas especificas
e alguns dos fatores mencionados anteriormente. A resposta do tipo Thl é caracterizada
pela producdo de citocinas como IFN, TNF, IL-1, IL-6, IL-12, dentre outras, ja na
resposta do tipo Th2 destacam-se a IL-4, IL-13 ou, mais recentemente a IL-33, dentre
outras (Berger, 2000; Zhang & An, 2007).

1.2 Interleucina 33

A interleucina 33 (IL-33) é uma citocina classificada como um membro da familia
da IL-1 por possuir uma estrutura de hélice-volta-hélice ou trevo de trés folhas. Seu sitio
génico esta localizado no braco do cromossomo 9 em humanos e é constituido por 270
aminoéacidos (Cayrol & Girard,2017; Shen et al.,2018). Foi identificada inicialmente
como DVS27, um gene regulador de vasoespasmo cerebral em cdes em 1999 (Onda et
al.,1999) e, em 2003, como o "fator nuclear das vénulas endoteliais altas” (NF-HEV) em
humanos (Baekkevold et al.,2003). A IL-33 foi designada como um membro da familia
da IL-1 em 2005 (Schmitz et al., 2005).

Esta citocina é produzida em situacfes de necrose, inflamacéo e lesdo tecidual,
onde desempenha o papel de citocina e de regulador transcricional (papel pouco elucidado
atualmente) (Cayrol & Girard,2017). Pelo fato de ndo possuir uma via de sinalizacdo para
sua liberacdo, ela permanece no ndcleo das células produtoras e € liberada ao meio
extracelular em resposta ao dano. A 1L-33 € secretada de forma ativa, sem que haja a
clivagem pela caspase 1, etapa fundamental para outras citocinas da familia IL-1. A IL-
33 pode ser processada por proteases como catepsina G ou elastase que a tornam mais
ativa e soltvel em circulacdo. A 1L-33 se liga ao receptor ST2, membro da familia de
receptores do tipo Toll e ao receptor de IL-1 (IL-1RAcP) formando um complexo. A IL-
33 também pode se ligar a forma soltvel do ST2 (sST2). O complexo 1L-33/ST2/IL-
1RACP recruta Myd88, as quinases IRAK-1 e IRAK-4 e 0 TRAF®6 e, dessa forma, ativa
as vias de sinalizagdo NFkB e MAPK, culminando na produgdo de mediadores
inflamatdrios. Além disso, a clivagem da 1L-33 pelas caspases 3 e 7 inibe a sua atividade
pro-inflamatoria e ativa vias apoptdticas (Schmitz et al., 2005; Chackerian et al.,2007;
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Miller & Liew, 2011; Palmer et al.,2008; Cayrol & Girard,2017; Li et al.,2018; Shen et
al.,2018).

Existem varios mecanismos de regulacdo de atividade da IL-33, como a sua
ligacdo ao sST2, o qual inibe a sua atividade (Hayakawa et al., 2007). Destaca-se também
a sua regulacdo nuclear, pois uma vez que a citocina é produzida no ndcleo, ela tende a
ficar armazenada através da ligacdo do dominio N-terminal que contém um motivo de
ligacdo a cromatina, impedindo a sua liberacdo e o desencadeamento de um processo
inflamatdrio intenso (Carriere et al., 2007; Moussion et al.,2008; Bessa et al.,2014;
Cayrol & Girard, 2017). A acdo da IL-33 também pode ser inibida por proteases, como
mencionado anteriormente, através da clivagem pelas caspases 3 e 7, bem como pela
caspase 1 (Cayrol & Girard,2009; Kim et al.,2015; Madouri et al., 2015). Por fim, apds a
IL-33 ser liberada para o meio extracelular, ela pode ser oxidada em seus residuos de
cisteina e, em seguida, se ligar por pontes dissulfeto, o que leva a uma alteracdo
conformacional, bloqueando, assim, a regido de ligacdo ao receptor ST2 (Cohen et al.,
2015).

A 1L-33 é produzida por células endoteliais (principais produtoras), epiteliais,
neutréfilos, mondcitos, fibroblastos, miofibroblastos e expressa em células de pele
(endoteliais e epiteliais) e células do trato gastroinstestinal (Cayrol & Girard,2017; Chan
et al., 2019). O seu receptor ST2 e assim como esta citocina, também € expressa em
macrofagos, células dendriticas, mastdcitos e células Th2 (Chen et al.,2017). Geralmente,
¢ uma citocina envolvida na resposta do tipo Th2, de modo que ativa mastocitos,
basofilos, células dendriticas, células NK, macréfagos alternativos (M2), células
auxiliares naturais (ILC2s), células T e B (Miller, 2011; Moussion et al., 2008; Kuchler
et al., 2008; Cayrol & Girard,2017).

1.2.1 Acéo da interleucina-33 em resposta a infec¢coes

Em determinadas situagdes, a IL-33 atua em uma resposta do tipo Thl
aumentando a producéo de citocinas (IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13) (Smithgall et
al., 2008; Blom & Poulsen, 2012; Komai-Koma et al., 2016), o fator estimulador de
col6nia de granuldcito e macrofago (GMSF- MSF) (Smithgall et al., 2008) e, combinada
com a citocina IL-12, proporciona a diferenciacdo de celulas Thl in vitro e in vivo
(Komai-Koma et al., 2016) e desencadeia a funcéo efetora das células TCD8" (Yang et
al., 2011).
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Podemos destacar o0 aumento sérico da IL-33 e da expressdo de seu receptor ST2,
em quadros de hipersensibilidade ou alergias (asma, rinite, dermatites) (Sakashita et al.,
2008; Liu et al., 2009; Kim et al., 2012; Kojima et al.,2012; Lee et al., 2014; Lei et al.,
2015; Li et al.,2015; Mitchell et al.,2018; Peng et al., 2018), onde a superexpressao dessa
citocina, como por exemplo na dermatite atépica, agravaria o quadro clinico em questéo
(Shimizu et al., 2005; Li et al., 2017). Estudos mostram que diante do bloqueio da IL-33
com anticorpos (Kim et al., 2012; Lei et al., 2015; Peng et al., 2018) ou com o0 ST2 soltvel
(Lee et al., 2014) observa-se um efeito protetor local e reducdo do processo inflamatorio.

Em outras situacdes, a IL-33 exibe fungdo protetora, quando utilizada como
tratamento em doencas cardiovasculares (Seki et al., 2009) e na aterosclerose (Miller et
al.,2008) em modelo animal. Para doencas cardiacas autoimunes, sugere-se a utilizacdo
do seu receptor solivel sST2 como o tratamento mais adequado (Abston et al.,2012). Ja
em infeccbes helminticas pelo Trichuris muris (Humphreys et al., 2008), Strongyloides
venezuelensis e Nippostrongylus brasiliensis, (Hung et al., 2012; Yasuda et al., 2012;
Scalfone et al., 2013) a citocina apresenta papel na eliminacao destes nematddeos.

Em modelos de infeccao por protozoarios, pouco abordado na literatura, a resposta
a 1L-33 se difere. Em infecces por Toxoplama gondii na auséncia do receptor ST2 a
resposta Thl é exacerbada, desencadeando um quadro de encefalite (Jones et al., 2010).
Ja em infec¢bes por Plasmodium berghei utilizando a IL-33 como tratamento, ela foi
capaz de inibir o desenvolvimento da malaria cerebral, além de reduzir os niveis de
mediadores inflamatérios na circulacdo (Besnard et al., 2015). Sendo assim, a sua fungéo
é dependente do modelo a ser empregado.

Em infeccdes causadas por protozoarios, de uma forma geral, hd um aumento na
producdo de mediadores inflamatérios e a busca por um equilibrio entre ambas as
respostas (com perfis Thl e Th2), sendo este equilibrio associado a menor inflamacao e
menor dano ao hospedeiro. Neste contexto, parte das doengas associadas a infecgdes por
protozoarios surgem em decorréncia deste desequilibrio da resposta inflamatoria. Um
exemplo cléssico desta situagdo ocorre com as manifestaces clinicas decorrentes da
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi em seres humanos, com o desenvolvimento da
cardiomiopatia chagasica, do megacolon ou mesmo do megaes6fago. Este parasito é o
causador da doenca de Chagas, doenca diretamente associada ao padrdo de resposta

inflamatdria gerada no hospedeiro mamifero.
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1.3 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, foi
descoberta por Carlos Chagas em 1909 na cidade de Lassance no interior de Minas Gerais
(Kropf et al., 2000; Dias, 2001; Junior et al.,2017). E uma doenca predominante na
América Latina, afetando cerca de 8 milhdes de pessoas (OMS, 2017), e presente em
outras areas devido a processos de imigracdo, transfusdo de sangue, doacdo de 6rgaos e
via congénita, de modo que as trés ultimas, juntamente com via oral e acidentes
laboratoriais, sdo formas de infeccdo independentes do vetor (Dias & Schofield, 1999;
Schmunis, 2007; Gontijo & Santos, 2009).

Como anteriormente mencionado, a doenca tem como agente etiolégico o
Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado, com ciclo de vida heteroxénico,
intracelular obrigatorio, pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae (Chagas, 1909). Atualmente existem 7 grupos de T. cruzi classificados
com base na sua DTU (discrete typing unit): Tc - I a-VI e Tcbat (Tibayrenc, 1998 apud
Zingales et al., 2011; Santos et al., 2017).

O processo de infeccdo se inicia através da picada do inseto vetor, o triatomineo
da familia Reduviidae (Brener et al., 1987), tanto no ciclo doméstico quanto no ciclo
silvestre. Essa é a segunda forma mais importante de infeccdo atualmente, sendo a
transmissdo oral de maior destaque (72% dos casos), que surge através do consumo de
acai e caldo de cana contendo o inseto moido ou suas fezes que abrigam a forma
tripomastigota metaciclica (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Durante 0 processo de repasto sanguineo do inseto vetor, as formas
tripomastigotas metaciclicas localizadas em sua ampola retal sdo excretadas juntamente
com as fezes e penetram na circulacdo pela ferida ou escoriacdo. Nesse momento, 0
parasito se comunica com as células do sistema fagocitico mononuclear através da
interacdo entre proteinas presentes na sua superficie como a GPIl-mucinas
(Glicosilfosfatidilinositol- GPI) e os receptores presentes na superficie das células, por
exemplo o receptor do tipo Toll. Essa ligacdo antigeno-receptor resulta na internalizacéo
do T. cruzi (formacéo do vacuolo parasitoforo) (Rottenberg & Orn, 1998; Teixeira et al.,
2002; Brener et al.,2000; Rassi et al.,2010; De Pablos & Osuna, 2012), e devido a
presenca de enzimas, como por exemplo, as Fe-SODs (superoxido dismutases contendo
ferro), TcMPX (tryparedoxin peroxidase mitocondrial), TcAPX (hemoperoxidase

dependete de ascorbato) o parasito se protege de especies reativas de oxigénio e
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nitrogénio (Piacenza et al., 2008). Dessa forma, ele é capaz de evadir o0 sistema imune,
migrar para o citoplasma e iniciar o seu processo de replicacéo dentro da célula.

Ap0s a fagocitose pelas células mononucleares, o parasito inicia 0 seu processo
de diferenciacdo na forma amastigota culminando na replicacdo no citoplasma da célula
por divisdo binaria. Apds sucessivas divisdes, a forma amastigota externaliza seu flagelo,
diferenciando-se em tripomastigota sanguineo e a célula hospedeira se rompe liberando
as formas tripomastigotas na corrente sanguinea para infectar outras células. O ciclo
silvestre deste parasito se reinicia quando um triatomineo faz um novo repasto sanguineo
(Rottenberg & Orn, 1998; Brener et al.,2000; Rassi et al.,2010).

O momento inicial da infecgdo ou fase aguda tem a duracdo de 4 a 8 semanas e é
caracterizado pela presenca das formas tripomastigotas sanguineas (parasitemia patente)
no exame de sangue a fresco (Chagas, 1909), além de auséncia de processos de fibrose
tecidual nos sitios de acometimento deste parasito (Rassi et al.,2010). Essa fase
geralmente é assintomatica, entretanto alguns individuos podem apresentar
sintomas/sinais inespecificos que surgem na 12 ou 2% semana p6s infeccdo como febre,
mal-estar, hepato/esplenomegalia e linfadenomegalia. Estes sintomas/sinais clinicos
podem ser confundidos com outras condigdes clinicas, o que acaba impedindo o
diagnostico precoce. Em alguns casos, ha o desenvolvimento de meningoencefalite e
miocardite podendo levar ao ébito (Rassi et al.,2010; Teixeira et al.,2006; Shyamapada,
2014). Além desses sintomas, também pode ser observado o chagoma de inoculagdo, uma
lesdo cutanea saliente e arredondada que surge no local em que onde o0 parasito penetrou
(Mazza & Freire, 1940; Coura & Pereira, 2010; Teixeira et al.,2006) e o sinal de Romaiia,
edema palpebral unilateral (Romarfia, 1935), ambos sinais caracteristicos de porta de
entrada do parasito.

O controle do parasitismo exercido pelo sistema imune € essencial neste momento
para definir o curso da doenca. Inicialmente, os macrofagos e as células dendriticas,
ativadas apoés a invasdo do T. cruzi, apresentam seus antigenos as células T, culminando
na producéo da citocina IL-12. Esta citocina é capaz de estimular as células NK a produzir
IFN-y que potencializa a produgdo de TNF e IL-12 (Boscardin et al., 2010; Talvani &
Teixeira, 2011; Cardillo et al., 2015). Dessa forma, ocorre um aumento na producdo de
espeécies reativas de oxigénio e 0xido nitrico, responsaveis pela eliminacéo do parasito
(Mufioz-Fernandez et al.,1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995; Talvani & Teixeira,
2011).
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As células T (CD4" e CD8") participam do processo inflamatério através da
producdo de citocinas. As células T CD4" produzem IFN, TNF, IL-21, IL-17, IL-2, IL-
10, etc, enquanto as T CD8" produzem o IFN, TNF e a IL-2, (Acevedo et al.,2018). Além
disso, as células T CD8* auxiliam na erradicacdo do parasito pela producéo de granzima,
perforina B ou granulisina (Boscardin et al., 2010; Acevedo et al.,2018). E a0 mesmo
tempo em que uma resposta pro-inflamatdria se desenvolve, citocinas anti-inflamatorias,
como a IL-10, o TGF-B, a IL-22, séo produzidas pelo hospedeiro na tentativa de atenuar
0 processo inflamatorio e os danos teciduais (Boscardin et al., 2010; Talvani & Teixeira,
2011).

Contudo, mesmo que haja um controle inicial da infeccdo, a maioria dos
individuos infectados evolui para a fase crénica da doenca. A fase cronica é caracterizada
pela parasitemia sub-patente e se apresenta, principalmente, sob a forma indeterminada
(assintomaética) que corresponde a maior parte da populacdo afetada (50% a 60% dos
casos). Entretanto, por motivos ainda ndo elucidados, alguns individuos desenvolvem a
forma sintomatica (Pereira & Navarro, 2013).

Esta forma é caracterizada por manifestacdes clinicas variadas no coracédo (94,5%
dos casos), como por exemplo, a cardiomiopatia chagasica cronica, em que ocorrem
alteracOes no sistema de conducdo do impulso elétrico (arritmias), insuficiéncia cardiaca,
aumento e rigidez do miocardio. Essas manifestacdes ocorrem devido ao processo
inflamatério, morte celular e remodelamento cardiaco (fibrose). O sistema
gastrointestinal também pode ser acometido em apenas 4,5% da populacdo infectada.
Neste caso, ocorre o desenvolvimento dos “megas”: megacolon (fezes endurecidas,
constipacdo, dilatacdo e espessamento da parede do colon) e megaesdfago (regurgitacao,
salivacdo, azia, disfagia) (Prata, 1999; Prata, 2001; Texeira et al.,2006; Texeira et al.,
2006; Marin-Neto et al.,2007).

Na fase cronica da doenca de Chagas, a populacdo celular dominante sédo o0s
linfocitos T CD8" e, a medida que a doenca avanca, a populacdo de células T CD8" de
memoria central se torna mais frequente (Bustamante et al.,2008). Geralmente 0s
antigenos de T. cruzi sdo os alvos destes tipos celulares e sdo especificos para
determinados epitopos, dentre eles as transialidades (Martin et al., 2006). Ainda, o
numero dessas células pode ser elevar durante a infec¢ao devido a estimulacéo antigénica
constante, porém a sua atividade efetora € prejudicada (Leavey & Tarleton, 2003).

Diante do exposto, os estudos envolvendo a resposta imune em diferentes modelos

da infeccdo pelo T. cruzi tém crescido a cada década e propiciado a estruturacao de redes
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de conexd@o entre a infec¢do, a resposta imune e os quadros clinicos associados. No
presente estudo, trouxemos a tona a participagdo da IL-33 no contexto da infeccéo pelo
T. cruzi, mas poucos estudos até 0 momento abordaram o papel real desta citocina nesta
infeccdo. Sabe-se, no entanto, que individuos com a forma indeterminada e cardiaca da
doenca de Chagas expressam a IL-33 em diferentes tipos de células (neutrofilos,
monacitos classicos, monacitos inflamatorios e mondcitos), porem sem diferencas entre
elas (Medeiros et al., 2019). Por essa razdo, e fato que a IL-33 atua no processo da
resposta inflamatoria contra o parasito, mas pouca informacao sobre seu papel é descrito
até momento.
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2. JUSTIFICATIVA

O papel da interleucina-33 na linha de defesa contra patdégenos in vivo ainda é controverso
e pouco conhecido. Os relatos até o presente momento indicam a sua eficiente funcdo em
uma resposta voltada a alérgenos e infec¢fes helminticas, além da sua atuagdo em outros
tipos de doencas como as cardiovasculares envolvidas com aterosclerose e até mesmo na
doenca cardiaca imune. A sua agdo como uma citocina Th2 efetora em helmintoses é
bem definida pela literatura, entretanto o mesmo nédo é observado para protozoarios.
Devido a presenca do parasito e a sua disseminacdo no organismo, o sistema imune é
ativado, mas a exacerbacdo do processo inflamatério culmina em lesdo tecidual. A IL-33
atua como citocina protetora em infecgdes pelo Toxoplasma gondii (Jones et al., 2010),
pelo Plasmodium berghei (Besnard et al., 2015) e ja foi descrito estar expressa em células
circulantes de pacientes com as formas cronicas indeterminada e cardiaca da infeccédo
pelo T. cruzi. Por isso, a IL-33 parece exercer um papel neste contexto da resposta imune

contra o T. cruzi, porém ainda ndo descrito em modelos in vitro e in vivo.
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3.OBJETIVO

Identificar a acdo da IL-33 em células da linhagem J774 (in vitro) apos estimulos

com T. cruzi na producdo de mediadores inflamatorios soluveis.

3.1 Objetivos especificos

Em culturas de células J774, estimuladas com a IL-33 em presenca de antigenos
dacepa Y do T. cruzi e com o parasito vivo, avaliar:
e A producdo de mediadores inflamatorios com perfil Thl e Th2 (TNF, IL-17, IL-
10, CCL2);
e A producdo de 6xido nitrico (nitrito);

e A porcentagem de células infectadas pelo parasito.
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4 MATERIAIS E METODOS

As células da linhagem J774 (macrofago derivado de sarcoma do reticulo de
camundongo da linhagem BALB/c) foram mantidas no banco de nitrogénio do
Laboratdrio de Imunobiologia da Inflamacéao (Labiin) localizado na Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP). Todos os materiais utilizados durante os procedimentos foram
previamente autoclavados e o experimento realizado em um ambiente estéril em cabine

de seguranca biologica tipo 1.

4.1 1L-33 murina recombinante

A IL-33 foi adquirida pela Peprotech-Brasil-Funpec (proteina de 17,5 kDa contendo
158 residuos de aminoacidos, n° do catadlogo 210-33, com 98% de pureza). Para cada
poco estimulado foi adicionado 10 ng/mL da proteina (Rank et al.,2009; Yang et
al.,2011).

4.2 Cultivo celular

As células da linhagem J774 foram mantidas em garrafas de 25 mL e 75 mL
(Kasvi) utilizando 0 meio DMEM, suplementado com 10% soro bovino fetal, garamicina,
glutamina. As passagens celulares (repiques) foram realizadas conforme a confluéncia
das células (1 passagem por garrafa). As garrafas foram mantidas a 37°C em estufa de
5% de COa.

4.3 Plaqueamento

Apbs o cultivo celular, as células foram centrifugadas (Eppendorf) utilizando uma
rotacdo de 1100 g a 4°C durante 10 min. Apds, o meio de cultura foi descartado e o pellet
ressuspendido. Desse contetdo, foi retirada uma aliquota de 10 pL para realizar a
contagem das células em camara de Neubauer (Bright-Line, New-Optics).

A contagem foi realizada contando os 4 quadrantes da seguinte forma.

N de células = n total de células x 1 x 10.000

n de quadrantes contados (4)

Fonte: BMM 5777 — Culturas celulares e suas aplica¢cdes em Microbiologia
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Dessa forma, dependendo da quantidade de células encontradas, foi adicionada
uma maior ou menor quantidade de meio DMEM 10% para diluicdo. Apds a contagem,
foi feito o plaqueamento (5x10° células/poco) utilizando placa de 24 pogos (Kasvi), em

triplicata sendo as placas mantidas a 37°C em estufa de 5% de CO..

4.4 Estimulo e processamento das células

Os estimulos das células J774, em cultura, seguiram o seguinte padrdo: (i) cultura
sem IL-33 e sem antigeno; (ii) cultura com 1L-33 (10 ng/mL) e sem antigeno; (iii) cultura
sem IL-33 e com antigeno (100 pg/mL); (iiii) cultura com IL-33 (10 ng/mL) e com
antigeno (100 pg/mL) (Figura 3). As culturas foram avaliadas em diferentes tempos apds
os estimulos, sendo eles Oh, 24h e 48h. Os sobrenadantes das culturas celulares foram

coletados e armazenados em freezer -80°C apds cada um dos tempos.

4.5 Manutenc¢do da cepa Y do T. cruzi

As formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi (DTU II) (Neto, Campos & Higaki,
1974; Zingales et al,2009) foram mantidas em tubos falcon (15 mL e 50 mL) utilizando
0 meio LIT (Castellani et al., 1967), dentro de uma estufa incubadora (BOD) a 25°C,
durante todo o processo de cultivo. A manutencao foi realizada semanalmente e o repique
feito de acordo com as condi¢Bes do parasito para obtencdo de um maior volume

(expansao).

4.6 Producao de antigenos do T. cruzi

Para a producdo dos antigenos foi realizada a expansdo da cultura de formas
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi. Os repiques do parasito foram realizados em garrafas
de cultivo estéreis e, apds a obtencdo de uma cultura rica consideravel, o contetdo foi
acondicionado em tubos falcon e centrifugado nas seguintes rotagfes: a 3500 g, 4°C
durante 30 min (pellet ressuspenso em 10 mL de PBS1x estéril); a 3500 g, 4°C durante
15 min; a 3500 g (pellet ressuspenso em 10 mL de PBS1x estéril) e a 3500 g 4°C durante
15 min (pellet ressuspenso em 1 mL de PBS1x estéril). O contetdo final foi transferido
para tubos conicos da marca eppendorff e, novamente, centrifugados a 10000 rpm, 4°C
durante 10 min (protocolo utilizado no Laboratorio de doenca de Chagas da UFOP). A

massa foi mensurada de acordo com o método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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4.7 Curva de antigenos do T. cruzi

Para a determinacéo da melhor dosagem de antigeno foi realizada uma curva com
uma variacdo de: 0; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg (Tadokoro & Abrahamsohn,2011).

Para esse procedimento, utilizou-se uma placa de 24 pocgos (Kasvi) onde foram
plagueadas 5x10° células da linhagem J774 (Stempin et al.,2002). Logo apds 24h de
plagueamento, houve a troca do meio de cultivo e adicionou-se o0 antigeno nas respectivas
concentracOes. Novamente, apos 24h, foi efetuada a coleta do sobrenadante e armazenado

em freezer a -80°C.

Cultivo de formas epimastigotas do
T. cruzi.

Producio de antigeno.

Plaqueamento de 5x10° células
J774.

Cultivo de células da linhagem J774.

Experimento da curva do antigeno
em diferentes concentragdes (0 ng:
12,5 png: 25 ng: 50 ug ; 100 pg e
200 pg ).

Dosagem ideal selecionada (100 pg).

Figura 1- Delineamento experimental da curva de antigeno.

4.8 Obtencdo das formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi

Ap0s o processo de expansao da forma epimastigota da cepa Y, foi obtida a forma
tripomastigota metaciclica utilizando um meio de diferenciagdo para o parasito. Em uma
garrafa de cultivo celular 75 mL (Kasvi), foram adicionados 5 mL de meio Grace (Grace,

1962) (Sigma-Aldrich) e 5 mL de cultura do parasito. O processo de diferenciagdo ocorreu

35



em 10 al2 dias. Posteriormente, as formas recém-diferenciadas foram utilizadas no ensaio

de infeccdo com as células J774.

4.9 Ensaio de infecgéo celular

As células J774 foram contadas utilizando a cAmara de Neubauer (Bright-Line, New-
Optics) e adicionadas 1,25x10° células/pogo em uma placa de 24 pogos da Kasvi (Stempin
et al.,2002). Em cada poco foi adicionado uma laminula de vidro para adesdo celular,
sendo possivel posteriormente a contagem de formas amastigotas apos a coloragdo com
Giemsa. Apos 24 h, o meio DMEM (suplementado com 10% soro bovino fetal) de toda
a placa foi trocado e adicionado um novo.

Para o plagueamento dos parasitos, realizou-se a contagem em camara de Neubauer
(Bright-Line, New-Optics), sendo os parasitos contabilizados no quadrante central da

lamina, como mostrado na figura 2.

Figura 2- llustracdo dos quadrantes de uma cAmara de Neubauer (Adaptado da SPLABOR)

4.10 Estimulo e processamento das células

Posteriormente a contagem, 1x10° de formas tripomastigotas metaciclicas da cepa
Y foram plaqueadas (Stempin et al.,2002), seguindo a subdivisdo dos grupos: (i) cultura
sem IL-33 e sem T. cruzi; (ii) cultura com IL-33(10 ng/mL) e sem T. cruzi; (iii) cultura
sem IL-33 com T. cruzi; (iiii) cultura com 1L-33(10 ng/mL) e com T. cruzi (Figura 3). O
plagueamento foi realizado em triplicata e as placas mantidas a 37°C em estufa de 5% de

COa.. As culturas foram avaliadas em diferentes tempos ap6s os estimulos, sendo eles Oh,
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24h e 48h. Os sobrenadantes das culturas foram coletados e armazenados em freezer -

80°C ap6s cada um desses tempos.
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Plaqueamento de celulas J774.

Com o antigeno (100 pg/mL) e
IL-33 (10 ng/mL).

48h.

Durante os tempos de Oh, 24h e

Coleta de sobrenadante

Estimulos

10; TNF e

ELISA (IL-17; IL- | | Dosagem de

CCL2). Nitrito  (Meétodo

de Griess).

Com a forma tripomastigota
metaciclica do T cruzi
(1x10°) e IL-33 (10 ng/mL.).

Durante os tempos de Oh, 24h e
48h.

Coleta de sobrenadante

Contagem de ELISA (IL-17; IL-
amastigota. 10; TNF e CCL2).

Dosagem de
Nitrito (Método
de Griess).

Figura 3- Delineamento experimental do processamento e estimulos das células com o antigeno e com a forma tripomastigota metaciclica do T. cruzi.
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4.11 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

As citocinas foram mensuradas em todos 0s grupos mencionados anteriormente
utilizando o ensaio imunoenzimatico (ELISA). As dosagens foram realizadas nos
sobrenadantes das culturas e os seguintes mediadores inflamatérios avaliados: TNF,
CCL2, IL-17, IL-10. Os ensaios foram realizados em triplicata em microplacas de 96
pocos, de alta sensibilidade (Kasvi). Inicialmente, adicionou-se 100uL de anticorpo de
captura por poco, o qual foi anteriormente diluido em uma solucéo de PBS 1x (0.1% de
albumina de soro bovino BSA- SIGMA). As placas foram incubadas durante 12h a
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com uma solugdo contendo
0.05% Tween-20 em PBS 1x para desprezar os anticorpos ndo aderidos. Posteriormente,
adicionou-se 300uL da solucgdo de bloqueio (1% BSA em PBS 1x) por poco e as placas
foram incubadas por 1h a temperatura ambiente. Enquanto isso, as proteinas de interesse
foram diluidas em diferentes concentracGes para a obtencéo das curvas-padrdo, de acordo
com o protocolo do fabricante (PEPROTECH). Logo apds o tempo de incubacéo, as
placas foram lavadas novamente e 100ulL de sobrenadante de célula ou padrdo foi
adicionado nos respectivos pocos da placa que ficou incubada no tempo de 2h em
temperatura ambiente. Logo ap6s o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e
adicionado 100uL/poco do anticorpo de deteccgdo diluido em 0.05% Tween-20, 0.1% BSA
em PBS, e mantidas por 2h a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas
e adicionou-se 100uL/poco de estreptavidina previamente diluida em 0.05% Tween-20,
0.1% BSA em PBS. Apds 30 min de incubacdo, lavou-se as placas e adicionou-se
100uL/poco do substrato ABTS (2,2’-azino-di-(3-etilbenzotialozolina acido sulfénico).
As placas foram incubadas na auséncia de luz e foi monitorado o desenvolvimento de cor
nos pocos em intervalos de 5 min. A leitura das placas foi realizada em dois comprimentos
de onda (405nm e 630nm) utilizando um leitor de ELISA (BioTek).

4.12 Dosagem de Nitrito (dosagem indireta de NO)

A dosagem de 6xido nitrico foi feita utilizando o método de Griess (Green et al.,
1982) e realizada em triplicata. A solugédo de Griess foi constituida pela sulfanilamida 1%
em H3PO4 2,5% adicionada ao dicloreto de N (1-naftil) etilenodiamina 0,1% em H3sPO4
2,5%. Utilizou-se microplacas de 96 pogos (Kasvi), onde foram utilizados 7 pogos para o
padrdo (nitrito) e 2 para o branco (DMEM). Para os pogos padréo, foram adicionados

50uL do meio DMEM e no primeiro ponto 50uL da solucdo de nitrito de sédio, no qual
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foi realizado uma diluigéo seriada. Para os dois pogos brancos, adicionou-se 50uL de
DMEM. Nos pogos restantes, foram adicionados 50uL de sobrenadante de célula e 100puL
da solucdo de Griess. A placa foi incubada em auséncia de luz durante 10 min. Apos este
tempo, foi feita a leitura em 542nm no espectrofotémetro (BioTek) utilizando o programa

Softmax.

4.13 Contagem de células infectadas/amastigotas

Para a contagem de celulas, a laminula dentro do seu respectivo poco foi fixada com
metanol (1 mL) durante 5 min. Apos a fixacao, seguiu-se a etapa de coloracéo realizada
com o Giemsa, o qual foi diluido em agua destilada na proporcéao de 1:3. Ap6s 10 min de
coloracdo, as laminulas foram lavadas em &gua destilada para remover o excesso do
corante e postas para secagem. Em seguida, a laminula foi colada com Entellan em uma
lamina para microscopia e apds a secagem seguiu-se a contagem. Utilizando um
microscopio dptico (Nikon), contou-se 100 células e destas 100 células a quantidade de

células infectadas e quantidade de amastigotas que havia dentro destas células.

4.14 Analise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism versédo 6.01.
Os dados foram analisados pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Para a
comparacdo entre os grupos, quando necessario, foram feitas analises paramétricas
utilizando o teste One-Way Anova e para andalises ndo paramétricas foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis. Para a comparacéo entre dois grupos utilizou o teste T Student para
amostras pareadas. E para as analises de correlacdo foi utilizado o teste de Pearson para
dados paramétricos e Spearman para dados ndo paramétricos. As diferencas
significativas foram estabelecidas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dosagem de TNF para determinacdo da curva de antigeno
Reconhecendo o TNF como uma das mais importantes citocinas produzidas
mediante estimulacdo com antigenos de superficie do T. cruzi, optou-se pela sua dosagem
para o estabelecimento da curva do antigeno oriundo das formas epimastigotas do T. cruzi
(Boscardin et al., 2010; Talvani & Teixeira, 2011; Cardillo et al., 2015). Assim,
observou-se diferenca no padréo desta citocina no grupo que continha o antigeno de 100
pug/mL e 200 pg/mL em relacdo ao grupo controle (Figura 4). Com isso, estabeleceu-se

que a dose ideal para estimulacdo das células da linhagem J774 seria de 100 pg/mL.

6000 -
* 3 3774
Bl 774 + Ag (ug/mL)

. 5000+ -
—
E
(@]
o 40004
LL
2
= 3000+ T

2000 T

J774 12,5 25 50 100 200

Concentragdo do antigeno em pg/mL

Figura 4- Curva de antigeno do T. cruzi (AgTc), cepa Y, em diferentes concentracdes,
administrado em cultura de células da linhagem J774. Dosagem de TNF (ng/mL) em
sobrenadante celular, avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + T. cruzi AgTc (12,5
ug/mL); J774 + T. cruzi AgTc (25 pug/mL); J774 + T. cruzi AgTc (50 pg/mL); J774 + T. cruzi
AgTc (100 pg/mL); J774 + T. cruzi AgTc (200 pg/mL). * p<0,05 em comparacdo ao grupo
controle.

5.2 Producdo de mediadores inflamatdrios com estimulagdo antigénica
Ao avaliar a producdo de mediadores inflamatorios em sobrenadante de cultura
celular nos diferentes tempos (0, 24 e 48h), observou-se diferencas para as citocinas
inflamatdrias TNF (Figura 5), IL-17 (Figura 6) e para a quimiocina CCL2 (Figura 7).
Enquanto para a citocina regulatdria IL-10, ndo houve diferencas estatisticas entre 0s

grupos e entre os diferentes tempos (Figura 8).
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Na citocina TNF (Figura 5) as diferencas estdo presentes nos grupos: J774+T.
cruzi (AgTc) e no J774+ T. cruzi(AgTc)+IL-33, onde houve um aumento desta citocina
em relacdo ao grupo J774 (*) e ao grupo J774+IL-33 (&), em um tempo de 24h. J& no
tempo de 48h esse aumento também é observado nos grupos: J774+IL-33, em relacéo ao
grupo J774 (*), nos grupos J774+T. cruzi(AgTc) e no J774+T. cruzi(AgTc)+IL-33 em
relagcdo ao grupo J774 (*) e ao grupo J774+1L-33 (&).

Além disto foram identificada diferengas nos grupos J774 + IL-33; J774 + T. cruzi
(AgTc) em relacdo aos diferentes tempos, onde observou-se aumento desta citocina no
tempo de 24h (#) em relacdo ao tempo Oh e em todos os grupos em 48h em relacdo ao
tempo O (#). Ainda para os grupos J774+1L-33 e J774+T. cruzi(AgTc) este aumento é
mais expressivo no tempo de 48h em relagdo aos mesmos grupos no tempo de 24h (+).

#

+

& &
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4000 A La

*
3000 4
2000 ¢ |-T-| -_i ‘ \ ‘ \ ‘ \
1000 T T T T T T T T

0 24 48

Tempo de cultura (h)

J774

J774 + 1L-33

J774 + T.cruzi (AgTc)

J774 + T.cruzi (AgTc) + IL-33
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Figura 5-Avaliacdo do mediador inflamatério TNF em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (AgTc). Dosagem de TNF (pg/mL) em sobrenadante celular,
avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagdo ao grupo controle. &
p<0,05 em comparacao ao grupo J774 + IL-33. a. p<0,05 em comparagdo ao grupo J774+T. cruzi
(AgTc). # p<0,05 para os grupos J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33 em relacdo aos diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em
relacdo ao 24h (+).

Para a citocina pro-inflamatoria IL-17 é observado uma reducdo na sua producao
no grupo J774+ T. cruzi (AgTc) em relagdo ao grupo J774+1L-33 (&) em um tempo de
Oh (Figura 6). No tempo de 24h ndo existe diferenca estatistica entre os grupos. No tempo
de 48h houve um aumento da citocina nos grupos J774+IL-33 e J774+ T. cruzi(AgTc) em

relacdo ao grupo controle (J774) (*). As diferencas entre os tempos sdo observadas no
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grupos: J774+T. cruzi (AgTc) e J774+T. cruzi (AgTc)+IL-33 no tempo de 24h e de 48h

em relagdo ao tempo Oh (#).
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Figura 6-Avaliagdo do mediador inflamatério IL-17 em cultura de células da linhagem
J774 estimuladas com o T. cruzi (AgTc). Dosagem de IL-17 (pg/mL) em sobrenadante celular,
avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + IL-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T.
cruzi (AgTc) + IL-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagao ao grupo controle.
& p<0,05 em comparagdo ao grupo J774 + 1L-33. o p<0,05 em comparagéo ao grupo J774+T.
cruzi (AgTc). # p<0,05 para os grupos J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33 em relacdo aos diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em
relacdo ao 24h (+).

As andlises da quimiocina de atragdo CCL2 indicam diferencas estatisticas para o
grupo J774+1L-33 em relacdo ao grupo controle (J774) (*) no tempo de 24h (Figura 7).
Entre os mesmos grupos as diferencas estatisticas em relacdo ao tempo, estdo presentes
nos grupos J774+1L33, J774+T. cruzi(AgTc)+IL-33 no tempo de 24h, em relagdo ao
tempo Oh (#) e nos grupos J774+1L33, J774+T. cruzi(AgTc), J774+T. cruzi(AgTc)+IL-
33 em relagdo ao tempo O (#). Ainda observou-se diferencas no grupo J774+T.

cruzi(AgTc) de 48h em relagdo a0 mesmo grupo no tempo de 24h (+).
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Figura 7-Avaliacdo do mediador inflamatério CCL2 em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (AgTc). Dosagem de CCL2 (pg/mL) em sobrenadante celular,
avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + IL-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T.
cruzi (AgTc) + IL-33. Nos tempos de 0h, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagao ao grupo controle.
& p<0,05 em comparacéo ao grupo J774 + IL-33. a p<0,05 em comparagdo ao grupo J774+T.
cruzi (AgTc). # p<0,05 para os grupos J774 + IL-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + 1L-33 em relacéo aos diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em relacéo

ao 24h (+).
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Para a citocina IL-10 (regulatdria) ndo foi observada diferenca entre 0s grupos e

entre os tempos (Figura 8).
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Figura 8-Avaliacao do mediador inflamatério IL-10 em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (AgTc). Dosagem de IL-10 (pg/mL) em sobrenadante celular,
avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T.
cruzi (AgTc) + I1L-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagéo ao grupo controle.
& p<0,05 em comparacdo ao grupo J774 + 1L-33. o p<0,05 em comparagdo ao grupo J774+T.
cruzi (AgTc). # p<0,05 para os grupos (J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33 em relacdo aos diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em
relacdo ao 24h (+).

5.3 Avaliacédo da producéo de nitrito com estimulacdo antigénica

Para a dosagem de nitrito pelo método de Griess, foi observado diferenca para o
grupo J774 + T. cruzi (AgTc) + IL-33 em relacdo ao grupo controle (*) e em relacdo ao
grupo J774+ IL-33 (&) (Figura 9). Da mesma forma houve diferenca para o grupo: J774
+ T. cruzi (AgTc) + IL-33 no tempo de 24h e para os grupos: J774 + 1L-33; J774 + T.
cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi (AgTc) + IL-33, em 48h, em relacdo ao tempo de Oh (#) e
para os dois ultimos grupos no tempo de 48h em relacéo ao de 24h (+).
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Figura 9-Avaliacdo das concentracGes de nitrito em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (AgTc). Dosagem de nitrito em sobrenadante celular, avaliado pelo
método de Griess, para 0s grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagdo ao grupo controle. &
p<0,05 em comparacdo ao grupo J774 + 1L-33. o, p<0,05 em comparagdo ao grupo J774+T. cruzi
(AgTc). # p<0,05 para os grupos J774 + IL-33; J774 + T. cruzi (AgTc); J774 + T. cruzi
(AgTc) + IL-33 em relacdo aos diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em
relacdo ao 24h (+).

5.4 Produc¢do de mediadores inflamatdérios com estimulacéo pelo T. cruzi

Avaliamos a producdo de mediadores inflamatérios apds estimulo com a forma
tripomastigota metaciclica do T. cruzi. Para as citocinas TNF (Figura 10), IL-17 (Figura
11) e IL-10 (Figura 13) sdo observadas diferengas, assim como para a quimiocina CCL2
(Figura 12).

A producdo do TNF € elevada nos grupos J774+T. cruzi em relacdo ao grupo
J774+1L-33 (&) e elevada em J774+T. cruzi, J774+T. cruzi+IL-33 em relagdo ao controle
(J774) (*) e em relagédo ao grupo J774+IL-33 (&), em um tempo de 24h e de 48h (Figura
10). J4 em relacéo aos diferentes tempos, é observado o aumento desta citocina no grupos
J774+IL-33, J774+T. cruzi, J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 24h e 48h em relagdo ao
tempo Oh (#), de modo que este aumento é mais expressivo nos grupos J774+T. cruzi,
J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 48h em relagédo ao de 24h (+).
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Figura 10-Avaliacédo do mediador inflamatdrio TNF em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (parasito vivo). Dosagem de TNF (pg/mL) em sobrenadante celular,
avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi + IL-
33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparacdo ao grupo controle. & p<0,05 em
comparagdo ao grupo J774 + 1L-33. a p<0,05 em comparacao ao grupo J774+T. cruzi. # p<0,05
para os grupos (J774 + 1L-33; J774 +T. cruzi; J774 + T. cruzi+ 1L-33) em relacdo aos
diferentes tempos (0Oh,24h e 48h) e para o tempo 48h em relagdo ao 24h (+).

As diferencas estatisticas da citocina inflamatéria I1L-17 sdo observadas nos
grupos: J774+T. cruzi+IL-33 em relacdo ao grupo controle (J774) (*) e em relacédo ao
grupo J774+IL-33 (&) no tempo de Oh (Figura 11). No tempo de 24h as diferencas estdo
presentes nos grupos: J774+T. cruzi e no J774+T. cruzi+lL-33 em relagdo ao grupo
controle (J774) (*). E para o tempo de 48h a diferenca esta presente no grupo J774+T.
cruzi+IL-33 em relacdo ao grupo J774+1L-33 e em relacdo ao grupo J774+T. cruzi. J& as
diferencas entre os tempos sdo observadas nos grupos: J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de
24h em relacdo ao tempo Oh (#), J774+T. cruzi e J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 48h
em relagdo ao tempo Oh (#).

E diferengas no tempo de 48h em relacéo ao tempo de 24h (+) séo apontadas para
0S grupos J774+1L-33 e J774+T. cruzi.
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Figura 11-Avaliacdo do mediador inflamatdrio IL-17 em cultura de células da linhagem
J774 estimuladas com o T. cruzi (parasito vivo). Dosagem de IL-17 (pg/mL) em sobrenadante
celular, avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi
+ IL-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparacao ao grupo controle. & p<0,05 em
comparagdo ao grupo J774 + 1L-33. a p<0,05 em comparacao ao grupo J774+T. cruzi. # p<0,05
para os grupos (J774 + IL-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi + IL-33) em relacdo aos

diferentes tempos (0Oh,24h e 48h) e para o tempo 48h em relagdo ao 24h (+).

As diferencas estatisticas encontrada para a quimiocina CCL2 sdo apontadas nos
grupo J774+T. cruzi+IL-33 em relacdo ao grupo controle (J774) (*) no tempo de 24h, e
para 0s grupos no tempo de 48h: J774+ T. cruzi, J774+T. cruzi+IL-33 em relagéo ao grupo
J774+IL-33 (&) e para 0 grupo J774+T. cruzi+IL-33 em relacdo ao controle (J774) (*)
(Figura 12).

Em relacdo aos mesmos grupos nos diferentes tempos, observa-se diferenca
estatistica para os grupos: J774+1L-33 e J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 24h em relagéo
aos mesmos grupos no tempo de Oh (#). E para os grupos J774+IL-33, J774+T. cruzi,

J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 48h em relacdo aos mesmos grupos no tempo de Oh

(#).
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Figura 12-Avaliacdo do mediador inflamatério CCL2 em cultura de células da linhagem
J774 estimuladas com o T. cruzi (parasito vivo). Dosagem de IL-17 (pg/mL) em sobrenadante
celular, avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi
+ 1L-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagdo ao grupo controle. & p<0,05 em
comparagdo ao grupo J774 + 1L-33. a p<0,05 em comparacao ao grupo J774+T. cruzi. # p<0,05
para os grupos (J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi + 1L-33) em relagdo aos
diferentes tempos (0h,24h e 48h) e para o tempo 48h em relagdo ao 24h (+).

Na avaliagdo da citocina IL-10 foi observada diferenca em relagdo aos grupos
apenas no tempo de 24 horas para 0s grupos: J774++ T. cruzi, J774+T. cruzi+IL-33 em
relacdo ao grupo controle (J774) (*) e em relacdo ao grupo J774+1L-33 (&) (Figura 13).
Em relacédo aos diferentes tempos observou-se estas diferencas nos grupos J774+T. cruzi,
J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 48h, em relagdo aos mesmos grupos no tempo de Oh
(#). Além disso, houve diferenca também nos grupos J774+ 1L-33, J774+T. cruzi+IL-33,

em relacédo ao seus respectivos grupos no tempo de 24h(+).
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Figura 13-Avaliagdo do mediador inflamatorio IL-10 em cultura de células da linhagem
J774 estimuladas com o T. cruzi (parasito vivo). Dosagem de I1L-10 (pg/mL) em sobrenadante
celular, avaliado pelo ELISA, para os grupos: J774; J774 + 1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi
+ 1L-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparagdo ao grupo controle. & p<0,05 em
comparagdo ao grupo J774 + IL-33. a p<0,05 em comparacao ao grupo J774+T. cruzi. # p<0,05
para os grupos (J774 + IL-33; J774 + T. cruzi; J774 + T. cruzi + IL-33) em relacdo aos
diferentes tempos (0Oh,24h e 48h) e para o tempo 48h em relagéo ao 24h (+).

5.5 Avalia¢do da producdo de nitrito com estimulacgéo pelo T. cruzi
Realizou-se a dosagem de nitrito pelo método de Griess onde as diferencas
estatisticas entre os grupos em um determinado tempo, sdo apontadas ao tempo de Oh nos
grupos J774+1L-33 e J774+T. cruzi em relagdo ao controle (J774) (*) e ao tempo de 24h
para o grupo J774+T. cruzi+IL-33 em relag&o ao grupo J774+IL-33 (&) (Figura 14).
Comparado os tempos observou-se diferencas para os grupos J774+T. cruzi+IL-
33 no tempo de 24h em relacdo ao seu respectivo no tempo de Oh e para 0s grupos
J774+IL-33, J774+T. cruzi+IL-33 no tempo de 48h em relacdo ao seu respectivo no

tempo de Oh.
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Figura 14-Avaliacdo das concentracfes de nitrito em cultura de células da linhagem J774
estimuladas com o T. cruzi (parasito vivo). Dosagem de nitrito em sobrenadante celular,
avaliado pelo método de Griess, para 0s grupos: J774; J774 + I1L-33; J774 + T. cruzi; J774 + T.
cruzi+ IL-33. Nos tempos de Oh, 24h, 48h. * p<0,05 em comparacéo ao grupo controle. & p<0,05
em comparacdo ao grupo J774 + 1L-33. a p<0,05 em comparacdo ao grupo J774+T. cruzi. #
p<0,05 para os grupos (J774 + 1L-33; J774 +T. cruzi; J774 + T. cruzi+ IL-33) em relagéo
aos diferentes tempos (0Oh,24h e 48h) e para 0 tempo 48h em relagéo ao 24h (+).

5.6 Avaliacdo da porcentagem de células infectadas pelo T. cruzi

Avaliou-se a quantidade de células infectadas entre os grupos J774+T. cruzi,
J774+T. cruzi+IL-33 (Figura 15). Ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos em

um mesmo tempo (24 ou 48h) e nem entre 0os mesmos grupos em diferentes tempos.
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Figura 15- Quantidade de células infectadas nos grupos J774+T. cruzi e J774+T. cruzi+IL-
33 nos tempos de 24h e de 48h. o p<0,05 em comparagdo ao grupo J774+T. cruzi. + p<0,05 em
relagéo ao tempo de 24h.

Para a contagem de amastigota realizada, foi observada diferencas estatisticas
entre 0s grupos no mesmo tempo para o grupo J774+T. cruzi+IL-33 em relagdo ao grupo
J774+T. cruzi (o) no tempo de 24h, porém isso ndo é observado no tempo de 48h (Figura
16). Entretanto observa-se diferencas entre os diferentes tempos apenas para 0 grupo
J774+T. cruzi+1L-33 no tempo de 48h em relacdo ao seu respectivo no tempo de 24h (+).
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Figura 16- Quantidade de amastigotas em células infectadas nos grupos J774+T. cruzi e
J774+T. cruzi+1L-33 nos tempos de 24h e de 48h. o p<0,05 em comparacgdo ao grupo J774+T.
cruzi. + p<0,05 em relacéo ao tempo de 24h.

5.7 Dados de correlacéo

No quadro 3, é apresentado os dados de correlagio (R? e P valor) das citocinas
TNF e IL-10 em relacdo ao numero de células infectadas e de amastigotas. Os dados de

P valor ndo foram significativos para os grupos analisados em nenhuma das correlacdes.
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Quadro 3- Dados de correlagdo de células infectadas e amastigotas com as citocinas TNF e IL-10.

NUMERO DE CELULAS INFECTADAS (TEMPO 24H)

NUMERO DE AMASTIGOTA EM CELULAS INFECTADAS (TEMPO 24H)

R= 05872 R=-0.04580
J774+T. cruzi J774+T. cruzi
- — (19417
INF P=0.2979 INF P=0.9417
=-0.822 =-0.7611
JT74+T. cruzi+IL-33 J774+ T cruzni+1L-33
P=0.0870 P=0.1351
R=-0.2353 R=0.02899
J774+T. cruzi J774+T. cruzi
IL-10 P=10.5944 IL-10 P=0.9944
R=-0.02132 R=0.03145
JT74+L cruzi+IL-33 J774+T cruzi+IL-33
P=0.9680 P=029528

NUMERO DE CELULAS INFECTADAS (TEMPO 45H)

NUMERO DE AMASTIGOTA EM CELULAS INFECTADAS (TEMPO 4SH)

R=0.2731 R=0.3298
JTT44T. cruzi J774+T, cruzi
INF P=0.6566 INF P=0.5878
R=-0.4244 R=-0.3550
JT744T cruzi+IL-33 JT74+T cruzi+IL-33
P=0.4763 P=0.5576
R=0.7584 R=0.7781
JTT4+T. cruzi J774+T. cruzi
110 P=0.0805 10 P=0.0684
R=-0.07223 R=-0.2898
JTT4+T. cruzi+IL-33 JTT4+T. cruzi+IL-33
P=0.8918 P=0.5774
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6. DISCUSSAO

Estudos desenvolvidos por Kim et al.,2012 utilizando camundongos BALB/c com
rinite alérgica, demonstram que o tratamento destes animais com o anticorpo anti-1L-33
reduziu o processo alérgico. Também houve reducdo do infiltrado, reducdo das citocinas
IL-4, IL-5 e IL-13, assim como reducdo de anticorpos do tipo IgE e o IgE especifico para
a ovoalbumina.

Em infeccbes helminticas, como por exemplo, pelo Trichuris muris (Humphreys
et al., 2008) a citocina apresenta o papel de eliminacdo do nematddeo. Ela direciona para
uma resposta do tipo Th2 no inicio da infeccdo, além de estimular a sintese de IL-4, IL-
13 e IL-9 quando uma resposta Th1l ja foi estabelecida. J& nas infec¢bes causadas por
Strongyloides venezuelensis e Nippostrongylus brasiliensis, é possivel observar que nao
ha eficiéncia na eliminagdo desses parasitas na auséncia da IL-33 (Hung et al., 2012;
Yasuda et al., 2012) ou do seu receptor ST2 (Scalfone et al., 2013).

Apesar de se saber que a IL-33 € uma citocina que pertence a familia da citocina
IL-1 e que desempenha fungdes importantes em processos alérgicos e em infecgdes por
helmitos, o conhecimento acerca do seu papel na infec¢do por protozoarios como o
Trypanosoma cruzi € relativamente novo. No trabalho desenvolvido por Medeiros et al.,
2019, os individuos que apresentaram a forma indeterminada e cardiaca cronica da doenca
de Chagas ndo diferiram em relacdo a expressdo desta citocina em diferentes tipos
celulares (neutrdfilos, monadcitos classicos, mondcitos inflamatérios e mondcitos de
patrulha). Isto indica que a IL-33 néo participa da progressdo da forma indeterminada
para a forma cardiaca crénica da doenca e que a sua participacdo provavelmente estaria
presente nas etapas iniciais da infeccdo pelo T. cruzi.

Entretanto, no modelo de doencas cardiovasculares a resposta desta citocina se
difere da mencionada anteriormente. No trabalho de Seki et al., 2009, observou-se que o
tratamento com a IL-33 inibiu a apoptose de cardiomidcitos em ratos e melhorou a fungéo
cardiaca em camundongos apés o infarto do miocéardio, além de aumentar a sua sobrevida.

Estudos envolvendo a infec¢do por outros protozoarios demonstraram que a IL-
33 parece ser importante nas primeiras etapas do processo de eliminagdo do agente
parasitario. Na infeccdo pelo Toxoplasma gondii, quando h& auséncia do ST2 (receptor
da IL-33), a resposta Thl encontra-se exacerbada devido a elevacdo do NO, TNF e IFN,

desencadeando um quadro de encefalite (Jones et al., 2010). Assim, a IL-33 atuaria como
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citocina regulatéria mantendo o equilibrio entre a resposta Thl e Th2. Na infec¢édo pelo
Plasmodium berghei, agente causador da maléria cerebral, foi demonstrado que o
tratamento de camundongos C57BL/6 infectados com a IL-33 é capaz de inibir o
desenvolvimento da doenca, além de reduzir os niveis de mediadores inflamatdrios na
circulacdo (Besnard et al., 2015). Dessa forma a IL-33 também atuaria como uma citocina
protetora.

Ao avaliarmos a acdo desta citocina na infeccdo ou estimulacéo de células J774
pelo T. cruzi, observamos um aumento da producdo da citocina TNF. O TNF é de suma
importancia em infecc¢des, participando da ativacao de células, estimulando producéo de
outras citocinas, além de desencadear respostas de morte celular (Quadro 1). As
diferengas do TNF em nosso experimento, nos grupos estimulados apenas com o antigeno
em ambos os tempos, corroboram com o trabalho desenvolvido por Gomes et al.,2014.
No mesmo observou-se um aumento na producao do TNF 18h apos o estimulo utilizando
0 antigeno (25ug/mL) da cepa CL do T. cruzi, nos grupos de células Mononucleares do
sangue periférico (PBMC) e no grupo ndo aderente, nos individuos ndo infectados, em
comparacao ao controle (ndo estimulados com o antigeno).

A producdo do TNF em nossos dados foi superior, 0 que provavelmente se deve
ao tempo de estimulo e & concentracdo de antigeno utilizado como estimulo (100pug/mL).
Este perfil é também observado nos resultados utilizando a forma tripomastigota como
estimulo, o que corrobora com os dados de Rezende-Oliveira e colaboradores (2012) onde
as células PBMC’s e as células do sangue total, estimuladas com a forma tripomastigota
da cepa Y, mostraram o aumento da producdo do TNF no grupo estimulado em relagéo
ao controle (n&o estimulados).

Nossos dados ainda mostram a libera¢do do TNF no tempo de 24h e no tempo de
48h no grupo de células estimuladas apenas com a IL-33. Este dado corrobora com 0s
experimentos desenvolvidos por Moulin e colaboradores (2007), onde mastécitos
derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6, foram estimulados com a IL-33
(10ng/ml), proporcionaram a liberagdo do TNF em um tempo de 24h.

Nossos dados ainda enfatizam que a IL-33 induz a producdo de TNF independente
da utilizag&o do antigeno ou do T. cruzi vivo, no tempo de 24h e 48h em relagéo ao tempo
0 e demonstram o aumento do TNF no tempo de 48h em relagdo ao de 24h. Entretanto
na presenca de ambos os estimulos (T. cruzi e IL-33), mesmo sem a confirmacao
estatistica, observou-se diferenca na producdo do TNF, entre os valores dos grupos

analisados, mostrando-se maior no tempo de 48h em relacdo ao grupo que sO foi
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estimulado pelo T. cruzi. Em contraste, o grupo estimulado pela citocina e pelo Ag
apresentou uma menor producdo de TNF quando comparado ao grupo estimulado apenas
pelo Ag. O efeito da IL-33 em estimular a producdo de TNF em um contexto inflamatério
foi confirmado pelo trabalho de Aoki e colaboradores (2013), utilizando o virus da herpes
simplex. Observou-se que o tratamento de mastécitos derivados da medula 6ssea com a
IL-33 induziu a liberacdo de TNF e de IL-6. A 1L-33 liberada se liga em seu receptor e
ativa a via do NF«kB, que culmina na producdo de citocinas, como o TNF em resposta ao
dano celular. De fato, em ambas infec¢des ocorreu dano celular que culminou na
producdo de TNF. Assim, acredita-se que a IL-33 tenha uma participacdo importante na
uma resposta inflamatoria contra o T. cruzi.

Em relag&o a citocina IL-17, foi observada em nosso resultado a sua produgéo nos
tempos de 24h e 48h para todos os grupos estimulados com o antigeno. Esse padrdo é
diferente no trabalho de Da Matta Guedes e colaboradores (2010) que, utilizando
antigenos da forma tripomastigota da cepa Y (10ng/pogo), observou em cultura de
esplendcitos durante 72h, que ndo houve a producgdo da citocina IL-17. Provavelmente
esta diferenca de producdo da citocina entre os trabalhos se deve a quantidade de antigeno
utilizada como estimulo, sendo que em nosso estudo foram utilizados 100ug/mL. Nos
dados deste autor, é observado a producdo da IL-17 no tempo de 48h em cultura de
esplendcitos utilizando o parasito vivo. Este dado se difere do nosso trabalho, ja que a
producdo da IL-17 se inicia 24h apds o estimulo com o parasito vivo.

Pouco se sabe sobre a interacdo entre a IL-33 e a citocina IL-17. A literatura
demonstra que a relagéo entre as duas citocinas citadas varia na dependéncia do modelo
aplicado e que a IL-33 interfere na resposta da IL-17. Exemplo disso é apontado com a
administracdo da IL-33 elevando producdo da citocina IL-17 no modelo sepse induzida
invivo (Li et al.,2016). E mesmo que este modelo seja distinto ao proposto com o T. cruzi,
mostramos que houve a produgéo da IL-17 em resposta ao estimulo com o T. cruzi e com
a IL-33 nos tempos de 24h e 48h.

Ainda cabe ressaltar que a produgéo da IL-17 no grupo combinado (T. cruzi + IL-
33) foi maior do que no grupo estimulado apenas com o T. cruzi, 0o que indica a
participacdo da IL-33 na producgéo de IL-17 durante a infe¢do por T. cruzi. Isto se difere
do observado por Lv e colaboradores (2017), onde o tratamento com a IL-33 aumentou a
sobrevida dos animais com sepse e inibiu a producgéo de citocinas inflamatorias a partir
da inibicdo da via da IL-17. Entretanto, as respostas da IL-33 variaram neste mesmo

modelo, pois a administracdo da IL-33 induziu ao aumento de neutréfilos para combater

57



a infeccéo, caracterizando um efeito protetor (Alves-Filho et al.,2010). Em outro estudo,
a auséncia do receptor da IL-33 (ST2) resultou no aumento da susceptibilidade a infeccéo
pela sepse e reducdo da populagdo de células inflamatorias (neutrofilos, eosindfilos,
mastocitos e células dendriticas), além de reducdo na populacéo de células NK produtoras
de IFN e de células IL-17 (Babic et al., 2018).

A CCL2 é uma quimiocina que promove o recrutamento de leucdcitos ao local
inflamado, desta forma a sua acdo é essencial durante infecgdes. Ja foi demonstrado o
papel da CCL2 na infeccdo humana e experimental pelo T. cruzi (Talvani et al.,2004;
Ramasawmy et al., 2006; Yamauchi et al., 2007; Paiva et al.,2009). Sendo assim
considerada uma quimiocina padréo para avaliagdo na resposta inflamatoria contra o T.
cruzi. Em nossos resultados, observou-se a producdo de CCL2 nos grupos estimulados
com o antigeno em 24h e 48h. Nos experimentos desenvolvidos por Talvani et al.,2004
utilizando cultura de PBMC’s de individuos portadores da doenga de Chagas, foi
realizado o estimulo durante 24h com antigenos do T. cruzi obtidos da forma
tripomastigota (sem especificacdo da cepa) (25png/mL). Foi observado o aumento da
producdo da quimiocina nos grupos que apresentaram a cardiomiopatia chagasica cronica
em relacdo ao grupo controle (ndo apresentou a doenca). A producdo da CCL2 nos
cardiopatas com a forma grave, em detrimento da forma mais branda, foi mais elevada.
Entretanto alguns individuos ndo infectados produziram a quimiocina, porém em
concentracdes menores comparando-se aos outros grupos. Este padrao foi observado em
nossos dados, uma vez que observamos que a producdo de CCL2 foi maior em pequenas
concentragdes, nos grupos estimulados com antigeno. Isto provavelmente ocorre durante
0 processo de reconhecimento do antigeno pela célula. Por este ser o Unico estimulo,
aplicado apenas uma vez, a célula ird reconhecer o corpo estranho do ambiente e produzir
mediadores inflamatdrios, uma vez que neste contexto, a célula estaria lidando com uma
possivel infeccdo e o que ela estaria reconhecendo seria uma pequena fracdo de um
patogeno.

A producdo da CCL2 em nosso estudo foi semelhante nos grupos estimulados com
T. cruzi. No trabalho de Nascimento,2015 utilizando formas tripomastigotas da cepa Y
em co-cultivo de PBMC’s de portadores da fase cronica da doenga de Chagas, em 24h,
observou-se 0 aumento da producdo de CCL2 em comparagdo ao grupo controle e ao
infectado tratado com benznidazol, onde a producdo da citocina aumentou no 5° dia de

infeccdo. Isto ja bem estabelecido pela literatura na infeccéo pelo T. cruzi, uma vez que a
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producdo desta quimiocina é necessaria para o recrutamento de novas células ao local da
infeccdo.

No presente estudo, em ambos as estratégias experimentais (utilizando Ag ou T.
cruzi) foi observado um aumento na producédo de CCL2 devido ao estimulo com a IL-33
nos tempos de 24h e 48h em relacdo ao tempo Oh. Além disso, a I1L-33 por si s6 (sem o
estimulo do Ag) foi capaz de estimular a producdo de CCL2 no tempo de 24h. Isso
corrobora com os dados observados por Mccauro et al.,2012 onde utilizando mastécitos
do corddo umbilical humano tratados com IL-33 (50ng/ml), durante 24h de cultivo, houve
producdo da CCL2. O fato de a CCL2 ser uma quimiocina de recrutamento leucocitario
justifica a sua producdo nestes grupos durante o cultivo celular. Provavelmente, parte
desta producdo ocorreu visando recrutar células inflamatdrias para fazerem o clearance
de células velhas, considerando que o plagueamento foi feito 1 dia antes do estimulo. Esta
resposta também foi descrita para a citocina IL-17, nos trabalhos de Silverpil et al.,2010
onde os macrofagos realizam a fagocitose de neutréfilos velhos e particulas de latex.

A 1L-10 é uma citocina regulatéria responsavel por controlar ou inibir a producédo
de mediadores inflamatorios e assim manter a homeostase tecidual. Relatos na literatura
mostram o seu papel de regulacdo da resposta imune na infeccdo pelo T. cruzi (Silva et
al., 1992; Hunter et al.,1997; Abrahamsohn, 1998; Gomes et al., 2003; Roffé et al. 2012)

Em nosso trabalho utilizando o antigeno de T. cruzi, ndo foi observada diferenca
entre os grupos em relacdo a producdo da citocina IL-10. Esse dado se difere com ao
apresentado por Gomes e colaboradores (2003) em que PBMC’s derivadas de pacientes
chagésicos foram estimulados com antigenos da forma epimastigotas ou tripomastigotas
da cepa Y do T. cruzi, sendo observado um pico de liberacdo da citocina 24h apds o
estimulo. Entretanto observamos um aumento da IL-10 nos grupos infectados com o
parasito no tempo de 24h, isto corrobora com o trabalho desenvolvido por Poncini et
al.,2008, que utilizou cultura de células dendriticas e a infeccédo foi realizada por formas
tripomastigotas da cepa RA do T. cruzi durante 24h também observou o aumento da
producdo de IL-10 no grupo estimulado com LPS+tripo. Outro trabalho mostrou que em
cultura de macrdéfagos derivados de células que contém colesterol, o tratamento com a
IL-33 (10ng/mL) elevou a producéo de IL-10 (Zhang et al., 2017). Acredita-se que IL-10
seja importante citocina para o processo inflamatorio durante a infecgéo pelo T. cruzi, ao
regular a resposta inflamatoria durante as fases aguda e a croénica da infec¢édo, sendo neste
ultimo caso associado a uma melhora clinica ou reducdo dos dados patoldgicos (Hunter
et al.,1997; Gomes et al., 2004; Roffé et al., 2012).
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Além da participacao das citocinas na resposta inflamatoria contra o T. cruzi, sabe-
se que a producdo de Oxido nitrico é essencial para o controle parasitario (Vespa et al.,
1994; Gutierrez et al.,2009; Cutrullis et al.,2017; Felizardo et al.,2018). Dessa forma, a
sua avaliacdo em estudos in vivo e in vitro é frequente. Nossos dados mostraram a sua
producdo nos grupos estimulados com o antigeno, o que se difere em relacao ao observado
por Guifiazu e colaboradores (2007). Este trabalho utilizou como antigeno a molécula
cruzipain (Cz) da forma epimastigota da cepa Talahuen do T. cruzi. Esta molécula é um
importante alvo imunogénico presente em ambas as formas do T. cruzi. As células foram
coletadas do bago de animais previamente imunizados com Cz ou ndo imunizados
(controle imunizado com ovoalbumina). Essas células (células do bago aderentes, células
do baco total, células B e T) foram novamente estimuladas por Cz em um tempo de 48h,
apos o tempo esperado a concentracdo de NO foi dosada, demonstrando que a producgéo
de NO foi baixa nos grupos ndo imunizados estimulados para o grupo de células do baco
aderentes. Entretanto nos grupos imunizados estimulados com o Cz, a producéo de nitrito
foi alta para todos os grupos avaliados, com excecdo da célula T derivada do baco.
Provavelmente a baixa producdo de éxido nitrico para as células ndo imunizadas
estimuladas se deve a cepa utilizada ou até mesmo a molécula de Cz, uma vez que para a
sua obtencdo, fez-se necessario processos de purificacdo. Enquanto em nosso trabalho,
utilizamos o antigeno bruto.

Também observamos a producdo de NO nos grupos estimulados com o T. cruzi.
Isto foi observado no trabalho de Tadokoro & Abrahamsohn (2001) utilizando
macrdfagos derivados da medula 6ssea. Estas celulas foram diferenciadas com GM-CSF
ou M-CSF e estimuladas com a forma tripomastigota da cepa Y do T. cruzi. Como
resultado, observou-se que houve producéo de NO e que no grupo GM-CSF foi maior do
que no grupo M-MO. Ainda em relacdo ao NO, observamos em nosso trabalho a sua
producdo no grupo estimulado apenas com a citocina, sendo que este padrdo também foi
observado nos trabalhos de Choi et al., 2009.

Ainda, é possivel observar que em nosso trabalho houve reducdo do NO nos
grupos estimulados com o Ag com o passar do tempo, mas 0 contrario ocorreu no
experimento com T. cruzi. Neste momento o parasito interage com o macréfago, onde
havera o processo da fagocitose para a possivel eliminacdo (producdo de espécies
reativas, nitrogénio, 0xido nitrico) e dessa forma o controle do parasitismo, entretanto
devido a presenca de enzimas no parasito, ele evade desta reposta e migra para o citosol

da célula iniciando sua replicacdo, diferenciagdo, rompimento celular e, consequente,
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infeccdo em novas células (Rottenberg & Orn, 1998; Teixeira et al., 2002; Brener et
al.,2000; Piacenza et al., 2008; Rassi et al.,2010; De Pablos & Osuna, 2012). Dessa
forma, devido a persisténcia do parasito e necessidade de sua eliminacdo, este estimulo
constante provavelmente induz o aumento do NO ao longo do tempo em cultura celular,
diferentemente do experimento utilizando apenas o Ag do parasito. Pelo fato deste Ag ser
uma proteina, a célula faz a fagocitose deste “corpo estranho” e 0 processamento.

Nos dois experimentos do presente trabalho, observamos a .producéo de NO nos
grupos no tempo 0 de infeccdo. Ambas as células foram plaqueadas 1 dia antes de realizar
os devidos estimulos para sua adesdo na placa e nas laminulas. Os dados que encontramos
foram semelhates aos reportados por Oliveira e colaboradores 1999, onde houve a
producdo de NO no segundo dia apds o plaqueamento de PBMC’s. Em ambos os
trabalhos, acredita-se que a producdo precoce de NO visa a eliminacdo de células mortas
pelo processo de fagocitose. Em um ambiente favoravel, a medida que as células se
multiplicam, ocorre uma reducdo do espaco livre e um aumenta da demanda por fatores
necessarios para a sua sobrevivéncia. Alem disso, o pH se torna mais &cido devido ao
metabolismo celular. Todos esses fatores acabam gerando um stress no meio. Dessa
forma, as células que ndo suportariam este estress morrem e 0S Seus restos seriam
fagocitados.

Apbs a dosagem dos mediadores inflamatorios, realizamos a contagem de
amastigotas nas células infectadas. Esta forma é derivada da forma tripomastigota
sanguinea ou metaciclica (no nosso caso), que realiza o processo de invasdo nas células
do hospedeiro mamifero. Este € um metddo para confirmar a eficacia de farmacos ou de
citocinas e ainda inferir se houve sucesso na infeccdo. Neste contexto, realizamos a
contagem de amastigota nos grupos infectados com T. cruzi e os infectados estimulados
com a IL-33. N&o houve diferenca em nimero de células infectadas.

Em relacdo ao tempo de 24h, houve uma reducdo no nimero de amastigotas no
grupo estimulado com a IL-33. Sugere-se que este efeito seja causado pelo estimulo a
producdo de outras citocinas inflamatdrias como forma de eliminar o parasito. Porém,
este controle da infecgdo deve ter sido parcial. O aumento da producdo da citocina
regulatoria IL-10 no tempo de 24 horas de cultivo provalemente inibiu a agdo de citocinas
pro-inflamatorias, fato que explicaria 0 aumento posterior do parasitismo evidenciado
pelo aumento do nimero de amastigotas no tempo de 48h. Este dado se aproxima do
observado por Guifiazu et al., 2007 onde as células utilizadas foram derivadas do baco,

retiradas de camundongos controle (ndo estimulados com Cz) e infectadas por 36h pela
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cepa Talahuen do T. cruzi. Como resultado, houve um aumento na contagem de
amastigotas em relacdo aos grupos estimulados com Cz. Com uma quantidade de 35
amastigotas em 100 células em 36h, nossos achados nos mostram uma quantidade maior
de amastigotas, aproximadamente 65 em 100 células no tempo de 48h. Esta elevagédo
provavelmente ¢ influenciada pelo tempo de cultivo e pela cepa. Este perfil também foi
descrito no trabalho de Kloetzel et al., 1984, no qual 3h horas apo6s a infeccdo de
macrofagos peritoneais pela cepa Y do T. cruzi ja foram observadas 32 amastigotas, sendo
que este numero aumenta apos 48h da infeccdo, chegando a 40 amastigotas.

Para determinar este efeito causado pelas citocinas, realizamos analises de
correlacdo nos grupos infectados entre a: quantidade de células infectadas e de
amastigotas em relagdo as citocinas TNF e IL-10. N&o observamos significancia nos
dados analisados. Neste sentido esperdvamos que houvesse uma correlacdo negativa de
TNF e a quantidade de células infectadas/amastigota, de modo que quanto maior as
concentrag¢fes de TNF menor seria a quantidade de células infectadas/amastigotas e uma
correlagéo positiva para 1L-10, ou seja, quanto maior as concentragdes de IL-10 maior
seria a quantidade de ceélulas infectada/amastigotas. Este perfil foi observado nos
trabalhos de Cunha-Neto e colaboradores 1998, utilizando células T de pacientes com
cardiopatia chagéasica crénica onde houve a replicacdo do T. cruzi in vitro, demonstraram
que a presenca do T. cruzi estava correlacionada a niveis aumentados de IFN, TNF e IL-
12 e que reduzia a producédo de IL-2 e IL-10, uma vez que a resposta inflamatdria neste
momento é predominante, em consequéncia haveria uma reducdo dos mediadores

regulatorios.
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7. CONCLUSAO

Os nossos resultados, sugerem que a porcentagem de células infectadas pelo T.
cruzi estd associada a producdo de mediadores inflamatérios e de NO. Os mediadores
inflamatdrios (TNF, 1L-17, CCL2), a citocina regulatéria (IL-10), assim como o NO
foram produzidos em ambos os grupos analisados na presenca do antigeno de T. cruzi ou
do parasito vivo. Este perfil também foi observado quando utilizamos a IL-33 como
estimulo em combinagdo com o parasito.

A 1L-33 mostrou-se capaz de atuar tanto durante a producdo de
citocinas/quimiocina de perfil Thil(inflamatdrias), assim como na producéo da citocina
regulatoria de perfil Th2. Isso nos indica que ela pode atuar em ambos aspectos em uma
resposta imune e que tem uma participacdo importante no inicio de uma infeccao.

Dessa forma, concluimos que a citocina IL-33 participa na producdo de
mediadores inflamatdrios e regulatorios durante a infeccdo e estimulos in vitro pelo

Trypanosoma cruzi em cultura de células J774.
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