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RESUMO

A obesidade representa um quadro preocupante na saude publica mundial com niumeros cada
vez mais crescente nos diversos setores da sociedade.No Brasil os numeros sao
preocupantes, em 2014 os indices de sobrepeso e obesidade estavam em 52% e 17%,
respectivamente. A obesidade é caracterizada como sindrome metabdlica e um processo
inflamatorio de baixo grau conhecido como metainflamagao. A ativacdo macrofagica por fatores
soluveis secretados por adipdcitos (FSA), sdo importantes na diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos caracteristicos do tecido adiposo. Além disso, uma mudanga na polarizagado de
macrofagos de perfil M2 para perfil M1, sdo caracteristicas observaveis durante a obesidade.
As disfungcdes metabdlicas estdo diretamente relacionadas com producdo de citocinas pro-
inflamatorias e apesar do impacto da obesidade em doengas metabdlicas e cardiovasculares
serem bem conhecidos, seu papel nas fungdes na ativacdo do sistema imune durante o curso
de doencas infecciosas € pouco compreendido. Varias doencas podem ser comprometidas
pela modulagdo de fatores associados a obesidade, entre elas a Doenga de Chagas. Esta
doenga € uma zoonose negligenciada por atingir setores da classe baixa e de pouco interesse
publico. Trata-se de uma doenca endémica da América latina, mas apresenta-se em paises do
hemisférico norte devido a fatores como processo migratério, transfusées entre outros. Assim,
este trabalho tem como objetivo tragar uma correlagdo entre FSA e a ativagdo de macrofagica
durante a infecgao porTrypanosoma cruzi. Além disso, entender como os FSA podem ou nao
contribuir para a progressao da Doenga de Chagas. Com foco na modulagédo do metabolismo
lipidico, producdo de citocinas e expressao de marcadores de perfil macrofagico M1 e
M2.Neste estudo diferencianciamos células NIH3T3-L1 em adipécitos e utilizamos o
sobrenadante obtido a partir delas para estimular macréfagos peritoneais infectados ou nao
com Trypanosoma cruzi.Os resultados demostraram que a infecgdo por Trypanosoma cruzi
induz uma maior biogénese de corpusculos lipidicos nos tempos de 24, 48 e 72 horas e que foi
potencializado na presenga de FSA. A infec¢ao induziu aumento na produgao da citocina IL-10
nos tempos de 24, 48 e 72 horas apenas na presenga de FSA. Para citocina TNFa, houve um
aumento nos grupos infectados, efeito que nao foi modulado pela presenga de FSA, enquanto
que a citocina KC apresentou um aumentou nos grupos infectados e foi modulado pelos FSA
somente no tempo de 24h. Além disso, verificamos que a infec¢do induziu um aumento da
producao de oxido nitrico (NO) observado pelo aumento da produgao de nitrito por macréfagos
ativados e que esse aumento foi modulado pelos FSA somente no tempo de 24 horas. A
infecgdo também induziu a expressdo de PPARy nos tempos de 24, 48 e 72 horas e foi
modulado pelos FSA no tempo de 72h.. Dessa forma nossos resultados sugerem um papel
modulador dos fatores secretados por adipocitos na ativagdo de macrofagos, atribuidos ao
aumento da biogénese de corpusculos lipidicos, expressao de PPARYy, sintese de citocinas
como TNF-a e KC e uma modulagdo negativa da produgédo de IL-10 durante a infeccdo por
Trypanosoma cruzi in vitro.

Palavras chaves: Adipdcitos, Macréfagos, Corpusculos Lipidicos, Trypanosoma cruzi, Doenga

de Chagas.



ABSTRACT

Obesity represents a worrying picture in the world public health with increasing numbers in
various sectors of society. In Brazil the numbers are worrying, in 2014 the rates of overweight
and obesity were at 52% and 17%, respectively. Obesity is characterized as metabolic
syndrome and a low-grade inflammatory process known as meta-inflammation. Macrophage
activation by adipocyte-secreted soluble factors (FSA) is important in the differentiation of
monocytes into characteristic adipose tissue macrophages. Moreover, a change in polarization
of macrophages from M2 profile to M1 profile is observable characteristics during obesity.
Metabolic dysfunctions are directly related to pro-inflammatory cytokine production and although
the impact of obesity on metabolic and cardiovascular diseases is well known, its role in
immune system activation during the course of infectious diseases is poorly understood.
Several diseases may be compromised by the modulation of factors associated with obesity,
including Chagas disease. This disease is a neglected zoonosis for reaching low-class sectors
of little public interest. It is an endemic disease in Latin America, but it is present in northern
hemispheric countries due to factors such as the migratory process, transfusions, among
others. Thus, this paper aims to draw a correlation between FSA and macrophage activation
during Trypanosoma cruzi infection. Also, understand how FSAs may or may not contribute to
the progression of Chagas disease. Focusing on lipid metabolism modulation, cytokine
production and expression of M1 and M2. macrophage profile markers In this study we
differentiated NIH3T3-L1 cells into adipocytes and used the supernatant obtained from them to
stimulate peritoneal macrophages infected or not with Trypanosoma cruzi. The results showed
that Trypanosoma cruzi infection induces higher biogenesis of lipid body at 24, 48 and 72 hours
and was potentiated in the presence of FSA. Infection induced increase in IL-10 cytokine
production at 24, 48 and 72 hours only in the presence of FSA. For TNFa cytokine, there was
an increase in infected groups, an effect that was not modulated by the presence of FSA,
whereas cytokine KC increased in infected groups and was modulated by FSA only within 24h.
In addition, we found that the infection-induced an increase in nitric oxide (NO) production
observed by the increase of nitrite production by activated macrophages and that this increase
was modulated by FSA only within 24 hours. Infection also induced PPARY expression at 24, 48
and 72 hours and was modulated by FSA at 72h. Thus our results suggest a modulating role of
adipocyte-secreted factors in macrophage activation, attributed to increased lipid body
biogenesis, PPARy expression, cytokine syntheses such as TNF-a and KC and negative
modulation of IL-10 production during Trypanosoma cruzi infection in vitro.

Keywords: Adipocytes, Macrophages, Lipid body, Trypanosoma cruzi, Chagas Disease.
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1. INTRODUGAO

1.1 OBESIDADE E SAUDE PUBLICA

A Obesidade é considerada atualmente um grande problema de saude publica em todo
o mundo, sendo que sua prevaléncia vem aumentando consideravelmente chegando até
mesmo dobrar em cerca de 70 paises (AFSHIN; FOROUZANFAR; REITSMA; SUR et al.,
2017). O sobrepeso e a obesidade sado considerados os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de varias doencgas cronicas como diabetes, doencgas cardiovasculares, e até
mesmo cancer (WHO 2016). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais
de 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais apresentavam excesso de peso, dentre estes
mais de 650 milhdes eram obesos (Figura 01). Em relagdo a obesidade infantil, mais de 340
milhdes de criangas e adolescentes com idade entre 5 e 19 anos estavam acima do peso ou
obesas em 2016 e entre criangas menores de 5 anos, 41 milhdes delas estavam acima do peso
ou obesas em 2016 (WHO, 2016) (FIGURA 01).

A obesidade caracteriza-se como um disturbio multifatorial e também como um estado
inflamatorio de baixo grau, conhecido como metainflamacao (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011;
MASTROCOLA; ARAGNO; ALLOATTI; COLLINO et al., 2018) que pode ser influenciado por
diversos fatores, dentre eles genéticos, ambientais e estilo de vida. A interagdo entre esses
fatores pode ocasionar a expansdo da massa gordurosa, promovendo o aumento das células
adiposas em numero e volume (SPALDING; ARNER; WESTERMARK; BERNARD et al., 2008).
Essa doenga se manifesta com o acumulo de diferentes niveis de gordura em diferentes locais
do organismo. O depdsito de gordura visceral na regiao intra-abdominal, por exemplo, oferece
um risco muito maior no desenvolvimento de diabetes mellitus tipo Il, aterosclerose e
deslipidemia do que o depodsito de gordura subcutanea ou periférica (OHLSON; LARSSON;
SVARDSUDD; WELIN et al., 1985). Dados de um estudo realizado pelo EPIC (European
Prospective Investigation on Cancer and Nutrition) sugeriram que tanto a adiposidade geral
quanto a adiposidade abdominal estdo relacionada com o risco de morte nos pacientes
(PISCHON; BOEING; HOFFMANN; BERGMANN et al., 2008).

Existem grandes diferencas entre os adipocitos que pertencem ao tecido adiposo (TA)
subcutaneo e os que pertencem ao tecido adiposo visceral quanto a secre¢cao de adipocinas,
metabolismo e expressao de receptores. O tecido adiposo visceral drena seus metabdlitos ndo
diluidos e adipocinas para a veia porta, onde entram em contato com o figado (LEFEBVRE;
SCHEEN, 2001). Muitas das citocinas de natureza pro-inflamatéria sdo secretadas pelo tecido

adiposo visceral enquanto que a adiponectina, uma citocina anti-inflamatéria, mostrou-se em
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maior expressao no tecido adiposo subcutaneo (BLUHER, 2008; MOTOSHIMA; WU; SINHA;
HARDY et al., 2002).

Mapa Mundial da Obesidade

Cazaquistao

Mongdlia
Samoa Americana
Maurua

Bangladesh

h sy J Nepal ,& llhas Cook
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data

FIGURA 01- Distribuicdo mundial da Obesidade. Os dados foram obtidos do site:
abeso.org.br em 2017, e os valores sao expressos com base na percentagem da populagao
total.

1.2. TECIDO ADIPOSO E CONTROLE TRANSCRICIONAL DA ADIPOGENESE

O numero de adipécitos que compdem o tecido de individuos magros e obesos é
definido durante a infancia e a adolescéncia, e apresenta pouca variagdo na idade adulta, o
que permite sugerir que o principal fator que promove a expansao do TA durante a obesidade é
de fato a hipertrofia de adipdcitos. Esse mecanismo de hipertrofia dos adipécitos deve-se ao
aumento do acumulo de triglicerideos no interior dessas células (SPALDING; ARNER;
WESTERMARK; BERNARD et al., 2008). Estudos recentes mostraram que pacientes com o
fendtipo de hipertrofia no tecido adiposo, apresentaram uma maior tendéncia ao
desenvolvimento de doencgas relacionadas a obesidade e também o agravamento de
inflamacdes cronicas de baixo grau (revisado em (KLOTING; STUMVOLL; BLUHER, 2007)).

16



Existem duas formas principais em que o TA pode aumentar, por meio da hipertrofia,
quando as células adiposas existentes aumentam de tamanho, e por meio da hiperplasia,
quando surgem novos adipocitos a partir de células precursoras denominadas de preé-
adipdcitos (SPALDING; ARNER; WESTERMARK; BERNARD et al., 2008). Entretanto devido
ao excesso caldrico ingerido pelo individuo, pode ocorrer aumento desse numero de adipdcitos
a partir da diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipécitos novos contribuindo dessa forma para
a expansao do TA (VISHVANATH; MACPHERSON; HEPLER; WANG et al., 2016; WANG;
TAO; GUPTA; SCHERER, 2013). Quando os adipécitos aumentam de tamanho, eles
experimentam um aumento do estresse mecéanico devido ao contato com células vizinhas e
também sofrem o efeito da hipoxia, efeitos estes que contribuem para a inflamacéo do TA
(HALBERG; KHAN; TRUJILLO; WERNSTEDT-ASTERHOLM et al., 2009; KHAN; MUISE;
IYENGAR; WANG et al., 2009).

Estudos evidenciaram que a variagdo no tamanho dos adipécitos esta associada a
sensibilidade a insulina, estresse oxidativo, parametros relacionados a processos inflamatorios
e inclusive ao aumento do numero de macréfagos no TA (BLUHER, 2008; SUN; KUSMINSKI;
SCHERER, 2011) e que o tamanho do adipd6cito mostrou um fator relevante na secregéo de
adipocinas (BLUHER; WILSON-FRITCH; LESZYK; LAUSTSEN et al., 2004; SKURK; ALBERTI-
HUBER; HERDER; HAUNER, 2007). O conjunto dessas complicacbes metabdlicas €
conhecido como sindrome metabdlica (SM) (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005) e se apresenta
como um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(ISOMAA; ALMGREN; TUOMI; FORSEN et al., 2001). A SM na populacao infantil tem sido
destacada por meio da ocorréncia de pressao arterial elevada, dislipidemia e resisténcia
insulinica (ABRAMS; LEVITT KATZ, 2011). Sabe-se atualmente que tanto a obesidade infantil
como adulta gera complicagdes em diferentes 6rgédos do corpo (EBBELING; PAWLAK;
LUDWIG, 2002). As alteragbes metabodlicas geradas pela obesidade infantil além de se
caracterizar como um quadro de metainflamacao, se apresenta com niveis séricos de
adipocinas alterados (como TNFa, IL6, IL1B, IL10, PAI-1, adiponectina, leptina, resistina),
horménios (insulina, grelina) (GHERLAN; VLADOIU; ALEXIU; GIURCANEANU et al.,
2012), além de modificagdes no perfil das células do sistema imune (SCHIPPER;
PRAKKEN; KALKHOVEN; BOES, 2012).

Existem dois tipos diferentes de TA no organismo dos mamiferos, o tecido adiposo
branco (TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM). O TAB esta presente em maior propor¢géo no
organismo dos mamiferos e é responsavel pela homeostasia energética, agdo endocrina e
sinalizagao de insulina, enquanto que o tecido adiposo marrom é responsavel pela dissipagao
de energia na forma de calor, processo que ocorre na termogénese induzida por frio e dieta
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(MOTA DE SA; RICHARD; HANG; STEPHENS, 2017). Ambos os tecidos sdo compostos, de
uma grande diversidade de células como fibroblastos, células sanguineas, células endoteliais,
pré-adipécitos, macréfagos, células T, além dos adipdcitos, que representam a maioria tanto no
TAB quanto no TAM (MOTA DE SA; RICHARD; HANG; STEPHENS, 2017).

Os adipécitos que compdem esses dois tecidos possuem diferengas morfoldégicas bem
observadas entre eles. Os adipdcitos brancos sdo esféricos possuem uma goticula lipidica
unilocular ocupando boa parte de seu citoplasma e deslocando as organelas para periferia da
célula, enquanto que os adipdcitos marrons sao elipsdides e possuem goticulas lipidicas
multiloculares com um nucleo bem centralizado no seu citoplasma (CINTI, 2005). Além dessas
caracteristicas, os adipécitos marrons também possuem abundante presenga de mitocdndrias
contendo ferro-citocromo em seu citoplasma, o que os diferem dos adipdcitos brancos e
conferem a eles uma cor amarronzada. Também possuem elevada concentragdao da proteina
transportadora de prétons (UCP-1) (CANNON; HEDIN; NEDERGAARD, 1982).

Varios fatores que podem modular a formacao de adipdcitos ja foram descritos. Alguns
hormonios enddcrinos como a insulina, fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I),
horménio de crescimento, e também alguns hormdnios esterdides sdo exemplo desses fatores.
Algumas citocinas como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e o interferon inibem o
desenvolvimento dos adipdcitos (SARJEANT; STEPHENS, 2012). Outros fatores também sao
conhecidos por modular a adipogénese sao as proteinas quinase C e o AMPc (revisado em
(MATHIEU; LOBOA, 2012)).

A adipogénese é o processo no qual pré-adipdcitos se diferenciam e se transformam em
adipocitos maduros (LEFTEROVA; LAZAR, 2009; ROSEN; MACDOUGALD, 2006). Os
adipdcitos tém sua origem proveniente de células tronco mesenquimais que se transforma em
fibroblastos, que por sua vez dao origem aos pré-adipocitos e finalmente em adipdcitos
maduros (FIGURA 02) (GREGOIRE; SMAS; SUL, 1998). Os tipos de células mais utilizados
para estudar o processo de adipogénese sdo os pré-adipocitos semelhantes a fibroblastos
comprometidos com a diferenciagdo em adipdcitos e incluem diversas linhagens celulares,
entre elas 3T3-L1, 3T3-F442A, OP9, 1246, Ob1771, TA1 e 30A5 (MOTA DE SA; RICHARD;
HANG; STEPHENS, 2017). O modelo mais amplamente utilizado € a linhagem celular 3T3-L1
(LAI; CHEN; LEE; KALYANAM et al., 2016; TUTINO; ORLANDO; RUSSO; NOTARNICOLA,
2016).
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FIGURA 02- Esquema demonstrando os diferentes tipos de adipécitos e suas
composigoes estruturais. O adipocito branco possui poucas mitocondrias (estruturas em
marrom) em seu citoplasma e abriga uma unica goticula de gordura. As organelas desse tipo
de adipdcito se encontram deslocadas para a regido periférica da célula. Enquanto isso, o
adipocito marrom possui varias mitocondrias, o que |lhe confere a cor amarronzada, além de
possuir varias goticulas de gordura em seu citoplasma. O adipdcito branco possui fungéo de
armazenamento de energia enquanto que o marrom possui o papel de termogénese. Fonte:
(CORREA; HEYN; MAGALHAES, 2019).

O processo transcricional na adipogénese é regulado por certos fatores de transcrigéo,
entre os principais esta o receptor ativado por proliferadores de peroxissomos gamma
(PPARYy), a proteina de ligagdo alfa-estimuladora de CCAAT (C / EBPa) (FARMER, 2006;
LEFTEROVA; LAZAR, 2009; ROSEN; HSU; WANG; SAKAI et al., 2002) e fatores de
transcricdo da proteina de ligacédo do elemento regulatério (SREBP) (MOSETI; REGASSA,;
KIM, 2016). Estudos demonstraram que o processo de adipogénese necessita da ativagdo e
participacdo do PPARYy tanto in vitro quanto in vivo (HU; TONTONOZ; SPIEGELMAN, 1995;
ROSEN; SARRAF; TROY; BRADWIN et al., 1999).

O PPARYy pode se apresentar de diferentes isoformas, entre as conhecidas destaca-se o
PPARy 2 que esta altamente presente no TA, participa da diferenciagdo dos adipécitos, no
armazenamento de triacilglicerois e esta envolvido em alteragcbes metabdlicas como
dislipidemia, diabetes tipo Il, obesidade e resisténcia insulinica (SARAF; SHARMA; MONDAL;
GARG et al, 2012). Primeiramente a adipogénese ocorre quando uma célula-tronco
mesenquimal multipotente indiferenciada (MSCs) sob a influéncia de hormdnios, insulina e
fatores de crescimento, se diferencia transformando-se em pré-adipocito (NIEMELA;
MIETTINEN; SARKANEN; ASHAMMAKHI, 2008) e apds essa etapa, passam por um estagio
de determinagdo no qual se tornam adipdcitos carregados de lipideos internamente (NIEMELA;
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MIETTINEN; SARKANEN; ASHAMMAKHI, 2008; RAYALAM; DELLA-FERA; BAILE, 2008). O
processo de adipogénese também pode ser induzido a partir de um coquetel estimulante in
vitro, no qual é formado pela dexametasona (que ativa o receptor de glicocorticéides), a
insulina (que ativa o receptor IGF-1) e o IBMX (que ativa a via de sinalizagdo da adenosina
3',5'-monofosfato ciclico (AMPc). A partir dai ha expressdo das proteinas de ligagédo ao
intensificador CCAAT (C/EBPs): C/EBP-B e C/EBP-0 que representa o inicio do processo de
diferenciacdo (FARMER, 2006). Apos essa etapa, os pré-adipdcitos com crescimento
interrompido passam por um ciclo de expansao clonal mitética sofrendo sucessivas divisdes
mitéticas (PATEL; LANE, 2000). E na ultima etapa do processo de adipogénese, os fatores de
transcricdo C / EBPa e o PPARYy sao ativados e entram em acédo (ZHAO; GREGOIRE; SOOK
SUL, 2000). Entdo os pré-adipdcitos saem do ciclo celular e sofrem a diferenciagcdo terminal,
etapa no qual perdem sua caracteristica morfolégica de fibroblasto, acumulam triglicérides
citoplasmaticos e por fim adquirem caracteristicas de um adipécito maduro (FIGURA 03)
(NIEMELA; MIETTINEN; SARKANEN; ASHAMMAKHI, 2008). Para que a transformacéo da
morfologia do pré-adipécito ocorra de uma forma alongada para esférica, € necessario a
degradagao proteolitica da matriz extracelular estromal (MEC) dos pré-adipdcitos pela cascata
de plasminogénio, que também é necessaria para que ocorra o acumulo lipidico citoplasmatico
(SELVARAJAN; LUND; TAKEUCHI; CRAIK et al., 2001). O coquetel estimulante adipogénico
promove a expressao de proto-oncogenes c-fos, c-jun e myc que dao inicio a mitose e
consequentemente o desenovelamento das hélices do DNA facilitando o processo de fatores
de transcricdo e genes-alvos envolvidos na diferenciagdo celular que cessam sua expresséo
entre duas e trés horas apos o tratamento (WHITE; STEPHENS, 2010).
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FIGURA 03- Esquema representativo do processo de adipogénese. Apos a administragao
do coquetel adipogénico (DMI), os pré-adipécitos cessam o ciclo de divisdo celular e entram na
fase de diferenciagdo que inclui trés etapas: Periodo inicial, Intermediario e terminal. Fonte:
(CHANG; KIM, 2019).

1.3 PERFIL CELULAR DO TECIDO ADIPOSO E METAINFLAMAGAO

O TA é composto por inumeras células residentes do sistema imune que séao
responsaveis pela limpeza e manutencdo da homeostase do tecido o qual ocorre também em
individuos nao obesos (SCHIPPER; RAKHSHANDEHROO; VAN DE GRAAF; VENKEN et al.,
2012). O acumulo com excesso de gorduras no TA leva a uma disfungao local, resultando em
polarizacdo de células do sistema imune, colaborando para o aumento de macroéfagos,
mastocitos, neutrdfilos e Linfécitos T e B e uma reducao de células T helper 2, T-reguladoras
(T-reg) e NKT (CILDIR; AKINCILAR; TERGAONKAR, 2013). Os macrofagos sao as células-
chave no controle dessa homeostase do tecido adiposo, pois podem ser ativados por uma série
de sinais e desencadear processos inflamatérios ou entdo contribuem para reparo tecidual e
angiogénese (RUF; SAMAD, 2015).

Os Adipécitos hipertroficos-hiperplasicos deixam de responder adequadamente a sinais
insulinicos por exibir maior quantidade de receptores beta-adrenérgicos do que insulinicos,

facilitando a diapedese de mondcitos para o local, corroborando para o aparecimento de um
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ciclo pré-inflamatério no tecido adiposo (revisado em (MAURIZI; DELLA GUARDIA; MAURIZI;
POLONI, 2018)). Acredita-se que o0 excesso nutricional continuadamente desencadeia um
estresse oxidativo intracelular e aumenta o estado de inflamacgéo juntamente com a elevagao
de marcadores inflamatérios (HOTAMISLIGIL, 2010). O aumento do numero de adipécitos
pode ser tolerado, mas o aumento do tamanho dessas células gera hipertrofia e desencadeia
estresse celular, que é prejudicial ao funcionamento adequado do TA (COTILLARD; POITOU;
TORCIVIA; BOUILLOT et al., 2014). Essas alteragées no TA, compromete sua funcionalidade e
leva morte celular (COTILLARD; POITOU; TORCIVIA; BOUILLOT et al., 2014).

Além de citocinas e adipocinas soluveis, outros fatores como as vesiculas extracelulares
(VEs) liberadas por adipdcitos, também podem influenciar no papel de sinalizagao celular no
TA. As propriedades morfologicas e estruturais que as VEs apresentam permitem que elas
apresentem interacdes em células-alvos, desempenhando importantes contribuigdes em muitos
processos patolégicos (BUSCHOW; NOLTE-T HOEN; VAN NIEL; POLS et al., 2009; MULLER;
JUNG; STRAUB; WIED et al., 2009).

As VEs possuem um formato esférico e séo constituidas de uma bicamada lipidica
externa, sendo liberadas de quase todas as células vivas desde simples bactérias até
organismos multicelulares (GHO; LEE, 2017). Estao envolvidas em inumeros efeitos inibitorios
e estimulatérios, incluindo a proliferacdo celular, produgdo de citocinas, metabolismo e
apoptose (HUANG-DORAN; ZHANG,; VIDAL-PUIG, 2017). Estudo realizado por Kranendonk et
al, 2014, avaliou uma importante relagcdo entre VEs extraidas de adipdcitos humanos e
macrofagos. Esse estudo verificou que as VEs isoladas a partir de adipécitos diferenciados in
vitro induzem a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos com um fenétipo pré e anti-
inflamatorio (KRANENDONK; VISSEREN; VAN BALKOM; NOLTE-'T HOEN et al., 2014). Além
do mais o referido estudo também verificou uma relagdo entre a ativagcdo macrofagica induzida
por VEs sobre a sinalizagdo da insulina, sugerindo que os adipocitos humanos, in vitro e ex
vivo, produzem VEs com propriedades imunomoduladoras, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia insulinica (IR) local, um fator relevante na relagdo entre
obesidade e complicagdes metabdlicas adversas (DANDONA; ALJADA; BANDYOPADHYAY,
2004; KRANENDONK; VISSEREN; VAN BALKOM; NOLTE-'T HOEN et al., 2014).

Além disso, os adipdcitos quando hipertrofiados secretam uma quantidade anormal de
adipocinas e promovem quimiotaxia de macréfagos (GUILHERME; VIRBASIUS; PURI; CZECH,
2008). Estudos de Debels et al 2013, mostraram a importancia dos macrofagos para o
processo de adipogénese, ao relatarem que tanto o processo de angiogénese quanto a
adipogénese foram inibidas na auséncia dessas células (DEBELS; GALEA; HAN; PALMER et
al., 2013).
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Os macréfagos ativados sao classificados basicamente como: macrofago classicamente
ativado (M1) que estdo associados a respostas inflamatdrias e altos niveis de citocinas pré-
inflamatorias, e o macréfago alternativamente ativado (M2) que estao associados ao reparo
tecidual e a producao de citocinas antiinflamatérias (LICHTNEKERT; KAWAKAMI; PARKS;
DUFFIELD, 2013). Macrofagos M1 produzem citocinas pro-inflamatérias, como fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL-12) e proteina quimioatrativa de monécitos (MCP-1)
enquanto que os macréfagos de perfil M2 expressam CD206, arginase-1, IL-10, fatores que
estdo envolvidos no reparo ou remodelacdo dos tecidos (GORDON; MARTINEZ, 2010;
GORDON; TAYLOR, 2005; MANTOVANI; SICA; SOZZANI; ALLAVENA et al., 2004). Estudo
recente de Cheng et al, 2019, demonstrou que o sobrenadante de macréfagos M1 apresentou
mais citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-12 e a enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS), enquanto que o sobrenadante de macrofagos M2 apresentou mais citocinas anti-
inflamatérias e pré-regenerativas, como IL-10 e TGF-f (CHENG; LUAN; MU; WANG et al.,
2019). Esse estudo também demonstrou que o sobrenadante de macrofagos M1 suprimiam a
expressao de proteina de C / EBP-a e PPARc, os dois principais fatores de transcricao
regulados positivamente durante o processo de adipogénese. Enquanto, que macréfagos M2
nao apresentaram nenhuma interferéncia na expressdo dos mesmos (CHENG; LUAN; MU;
WANG et al., 2019).

O TA em estado obeso € alvo da infiltragdo de macrofagos tanto em humanos quanto
em roedores (WEISBERG; MCCANN; DESAI; ROSENBAUM et al., 2003) e essa infiltragao
pode aumentar consideravelmente a massa de gordura corporal e ocasionar a hipertrofia de
adipocitos (CANCELLO; CLEMENT, 2006; HARMAN-BOEHM; BLUHER; REDEL; SION-
VARDY et al., 2007) (FIGURA 04). Macrofagos ativados no tecido adiposo podem produzir
niveis elevados de citocinas como TNF-a, IL-6 e de adipocinas como resistina e leptina em
diferentes depdsitos do tecido adiposo que podem contribuir para a mudanga na sensibilidade
a insulina (BLUHER, 2008).
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FIGURA 04- Esquema representando a metainflamagao do TA. O aumento do TA gera uma
hipertrofia dos adipdcitos, que por sua vez promove infiltracdo e proliferacdo de macréfagos.
Com isso o tecido adiposo comecga a secretar fatores conhecidos como adipocinas, a maioria
pré-inflamatérias como TNFa, leptina, resistina, MIF-1, MIP, PAI-1, entre outras, caracterizando
um processo de baixo grau inflamatério conhecido como metainflamagao que é resultado da
ativagdo duradoura do sistema imune, com recrutamento de macréfagos para o TA obeso.
Fonte: Adaptado de (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010).

1.4 METABOLISMO LIPIDICO DO HOSPEDEIRO E VIAS DE ATIVAGAO INTRACELULAR
NA DOENCA DE CHAGAS

Um importante estudo realizado recentemente estabeleceu uma associagdo entre a
infeccdo causada pelo Trypanosoma cruzi € a homeostase do tecido adiposo envolvendo
participacdo do PPARy (GONZALEZ; VILLAR; TONEATTO; PACINI et al., 2019). Esse e outros
autores demonstraram que a infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi, desencadeou a perda de peso

de camundongos C57BI/6 infectados e de massa tecidual adiposa (COMBS; NAGAJYOTHI;
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MUKHERJEE; DE ALMEIDA et al., 2005; GONZALEZ; VILLAR; TONEATTO; PACINI et al.,
2019; MANARIN; VILLAR; FERNANDEZ BUSSY; GONZALEZ et al., 2013).

Muitos autores tém proposto o TA como reservatério do Trypanosoma cruzi durante a
infeccdo crébnica em humanos e animais, visto que os adipdcitos também sao alvos desse
parasita (COMBS; NAGAJYOTHI; MUKHERJEE; DE ALMEIDA et al., 2005; NAGAJYOTHI;
DESRUISSEAUX; MACHADO; UPADHYA et al., 2012). Além do mais, os resultados propostos
por Gonzalez et al, 2019, evidenciaram que a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi promove um
estado inflamatério no TA, com aumento de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-1p, IL-6,
regulacdo das vias lipogénicas e lipoliticas, atrofia dos adipocitos com perda tecidual,a
diminuicdo da expressao da enzima lipogénica (aciltransferase-DGAT) e promove a perda do
fendtipo maduro dos adipocitos 3T3-L1 in vitro. Paralelo a esses dados, o estudo também
demonstrou que o tratamento com agonistas de PPARy(15-dPGJ2 (PGJ) ou rosiglitazona (Rsg)
restabeleceu as fungbes metabdlicas dos camundongos infectados mas nao obteve controle do
processo infeccioso (GONZALEZ; VILLAR; TONEATTO; PACINI et al., 2019).

Outro estudo mostrou que a infecgcdo por adipocitos com a cepa Tulahuen do
Trypanosoma cruzi, levou o TA ser um dos principais locais de inflamagdo durante a
progresséo da doenga de Chagas demonstrando um aumento na expressdo de mediadores
pro-inflamatérios (NAGAJYOTHI; DESRUISSEAUX; THIRUVUR; WEISS et al.,, 2008). Uma
diminuicao da adipocina conhecida como adiponectina e do PPARYy associada a infeccao em
adipdcitos infectados foi descrita em estudos de Nagajyothi et al, 2008. Assim, fica evidenciado
que a reducdo nos niveis de adiponectina esta correlacionada a um aumento da inflamacgao e
que existe uma relagdo inversa entre o PPARy e a inflamacdo (NAGAJYOTHI,
DESRUISSEAUX; THIRUVUR; WEISS et al., 2008).

1.5 DOENCA DE CHAGAS

1.5.1 HISTORICO E AGENTE ETIOLOGICO

Apesar de ser conhecida ha mais de 100 anos, a Doenga de Chagas ainda € uma
doenca negligenciada no Brasil e em outros paises (HOTEZ; MOLYNEUX; FENWICK;
KUMARESAN et al., 2007; YACOUB; MOCUMBI; YACOUB, 2008). Essa doenga é causada

por um protozoario, o Trypanosoma cruzi, representa um sério problema sécio-econémico em
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toda a América latina e chega a desenvolver cardiomiopatia em cerca de 30% dos pacientes
infectados (BONNEY, 2014).

Evidéncias apontam indicios de infecgdo por Doenga de Chagas em mumias do Chile e
Peru com mais de 9000 anos de idade (AUFDERHEIDE; SALO; MADDEN; STREITZ et al.,
2004). Entretanto, a histéria da doenga de Chagas foi documentada pela primeira vez pelo
médico e cientista brasileiro Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934), cujo
sobrenome foi atribuido a nomenclatura da doenga (CHAGAS, 2008). Examinando animais da
fauna da regido, Carlos Chagas, descobriu um protozoario flagelado que estava infectando
exclusivamente micos, na qual o denominou Trypanosoma minasense. Apds novos estudos,
identificou no tubo digestivo de “barbeiros”, um inseto hematéfago, um novo tripanossoma
diferente do anterior, de cinetoplasto extremamente denso e movimentagdo intensa
(FITARELLI; HORN, 2009).

Em 1909, Carlos Chagas, enviou amostras de barbeiros infectados ao laboratério de
Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. Apos infectar micos, ficou comprovada a suspeita de Chagas
de que este tripanosoma deveria ser uma espécie nova que circularia entre barbeiros,
mamiferos e, talvez, humanos. A partir dai, Carlos Chagas procurou o protozoario no sangue
de pessoas residentes em casas infestadas por barbeiros. Em homenagem a Oswaldo Cruz,
Chagas denominou a espécie descoberta de Trypanosoma cruzi e desta forma descobriu uma
nova doenga humana, a tripanossomiase americana ou Doenga de Chagas (CHAGAS, 2008;
KROPF; SA, 2009)

No dia 14 de abril de 1909, ao examinar o sangue de uma crianga febril, de dois anos
de idade, Berenice, que Carlos Chagas identificou o protozoario, antes encontrado em
barbeiros. A mae de Berenice relatou a Chagas que sua filha havia sido picada por um barbeiro
e também relatou quais sintomas a menina havia apresentado (KROPF; SA, 2009). Carlos
Chagas entdo estudou o parasito, seu ciclo evolutivo no vertebrado e invertebrado, insetos
vetores e seus reservatérios, a clinica inerente a fase aguda da doenga, a patologia, a
epidemiologia da doenga e a sintomatologia inerente a fase aguda da doencga, o seu primeiro
diagnéstico parasitologico (gota espessa) e as formas de tratamento. Além disso, tornou
notavel as autoridades a importancia médica e social da doenga (COURA; BORGES-PEREIRA,
2010).
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1.5.2 EPIDEMIOLOGIA E CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

A Doencga de Chagas é considerada uma das vinte doengas negligenciadas no mundo
de acordo com a Organizagdo Mundial da saude (OMS) (WHO, 2018). Estima-se que entre 6 a
7 milhdes de pessoas estejam contaminadas com a Doenga de Chagas em todo o mundo,
sendo a América Latina o continente que representa a maioria dos casos da doenga (WHO,
2018), (GROOM; PROTOPAPAS; ZOCHIOS, 2017; RASSI; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012). Pelo menos 120 milhdes de pessoas se encontram em riscos nessas areas
(SALVATELLA; IRABEDRA; SANCHEZ; CASTELLANOS et al., 2013). A Doenga de Chagas
também esta se tornando um problema de saude em paises nao endémicos como EUA e
paises europeus, devido ao processo de migragdo (NUNES; DONES; MORILLO; ENCINA et
al., 2013; SCHMUNIS; YADON, 2010). No Brasil cerca de 1 milhdo de pessoas sao portadoras
da Doenga de Chagas segundo dados do Ministério da Saude (MS), sendo que 95 % desses
casos estao presentes na regido norte, predominando no estado do Para com 83 % dos casos.
Quanto as formas de transmisséo da doenca, 72 % dos casos se deram por transmissao oral, 9
% por transmissao vetorial e em 18% dos casos nao foi possivel a identificagao da transmissao
(MS, 2019). Estimativas recentes demonstraram uma variacdo do numero de chagasicos entre
1,0 a 2,4 % da populagdo, o que representa em numeros 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas
infectadas por Trypanosoma cruzi. 1sso contribui para que a Doenga de Chagas se torne uma
das quatro maiores causa de mortes por doengas infecciosas e parasitarias no pais (MS, 2019)
(FIGURA 05).
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FIGURA 05- Distribuigao mundial da Doenga de Chagas. A Doenga de Chagas se encontra
predominantemente em paises da América Latina (em cor cinza claro) e também em paises do
hemisfério norte (tons coloridos) devido a processos migratérios. Fonte: (RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010)

O protozoario Trypanosoma cruzi possui varias fases do ciclo de vida. Nos hospedeiros
mamiferos se apresenta sob as formas tripomastigotas circulantes na corrente sanguinea e as
formas amastigotas, que sao replicativas e intracelulares. Ja nos vetores, apresenta-se sob as
formas de epimastigotas e tripomastigotas metaciclica, a forma infectante. Apds infectar as
células, essas formas tripomastigotas se convertem nas formas amastigotas na qual sofrem
replicagao no citoplasma das células hospedeiras. Essas células sofrem rompimento e liberam
novas formas tripomastigotas prontas para invadir novas células (GUARNER, 2019) (FIGURA
06). Novos estudos apontam a existéncia de formas intermediarias entre tripomastigota e
epimastigota (GONCALVES; AVILA; DE SOUZA; MOTTA et al., 2018; ROMANIUK; FRASCH,;
CASSOLA, 2018) sendo que algumas dessas formas também capazes de infectar células
(KESSLER; CONTRERAS; MARLIERE; APARECIDA GUARNERI et al., 2017).
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FIGURA 06- Ciclo da Doenga de Chagas. O ciclo da Doenga de Chagas possui uma fase de
desenvolvimento no homem, o hospedeiro definitivo e uma fase no barbeiro, o hospedeiro
intermediario e transmissor da doenca. Fonte: (LIU; ZHOU, 2015).

1.5.3 INTERAGOES ENTRE Trypanosoma cruzi E A CELULA HOSPEDEIRA

As formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi quando ingeridas pelo barbeiro, ao
sugar o sangue de vertebrados infectados, se transformam em poucos dias em uma forma
esférica denominada de esferomastigotas ou em epimastigotas. Essas formas epimastigotas
intensamente e se aderem as
microvilosidades das células do intestino médio posterior (ALVES; ALBUQUERQUE-CUNHA;
MELLO; GARCIA et al., 2007; NOGUEIRA; GONZALEZ; GOMES; SOUZA et al., 2007). Na

regido mais posterior do reto do inseto, as formas epimastigotas se desprendem dessa

migram-se para o intestino do inseto onde se dividem

superficie e se transformam em forma tripomastigotas metaciclicas que sao liberadas pelo
barbeiro juntamente com as fezes e urina (GARCIA; RATCLIFFE; WHITTEN; GONZALEZ et
al., 2007).

O processo de interacdo Trypanosoma cruzi com a célula hospedeira no organismo

do vertebrado compreende basicamente trés estagios diferentes: adesdo e reconhecimento,
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sinalizagao e invasao (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010). O processo de adesao
envolve o reconhecimento entre inumeras moléculas de superficie presentes na célula
hospedeira e no parasito (de Sousa, de Carvalho, Barrias, 2010). Primeiramente, para que
ocorra internalizagdo do Trypanosoma cruzi a célula hospedeira é necessario a participagao de
moléculas de calcio (Ca2+) intracelular que contribuem para que o processo ocorra (YOSHIDA,
2006). Molécula conhecidas como mucinas também participam do processo de adesdo e
invasdo. Mucinas sao glicoproteinas de superficie do Trypanosoma cruzi, formadas por
residuos de agucar que interagem com as células hospedeiras (revisado em (DE SOUZA; DE
CARVALHO; BARRIAS, 2010). Além da mucina, outras glicoproteinas também s&o utilizadas
pelo Trypanosoma cruzi no processo de adesado celular como trans-sialidases (ativas e
inativas) e glicoproteinas (gp82, gp80, gp35/50 e gp85) (SCHENKMAN; ROBBINS;
NUSSENZWEIG, 1991).

A maioria das moléculas presentes na superficie da célula hospedeira pode ser um
ligante para os receptores de Trypanosoma cruzi, mas a maioria delas caracterizadas sao
carboidratos que contém residuos de galactosil, manosil e sialil (DE SOUZA; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010) e galectina 3, uma proteina semelhante a lectina que tem o papel de se ligar
nos residuos de carboidratos presentes na superficie da membrana do Trypanosoma cruzi
(MOODY; OCHIENG; VILLALTA, 2000; VRAY; CAMBY; VERCRUYSSE; MIJATOVIC et al.,
2004). A lectina tem o papel de promover a regulacdo da resisténcia do hospedeiro e da
inflamacéao cardiaca na Doenga de Chagas (ROTHFUCHS; ROFFE; GIBSON; CHEEVER et
al., 2012).

Dois receptores moleculares também utilizados pelo parasito sdo a endotelina 1 e
bradicinina que permitem as formas tripomastigotas invadirem células cardiovasculares,
contribuindo para uma vasculopatia chagasica (ANDRADE; SERRA; SVENSJO; LIMA et al.,
2012).

Uma molécula receptora denominada Tc85, presente na superficie do tripomastigota,
possui estruturas que se ligam em varias outras moléculas presentes na superficie da célula
como a Citoqueratina 18 (MAGDESIAN; GIORDANO; ULRICH; JULIANO et al., 2001),
fibronectina (OUAISSI; CORNETTE; AFCHAIN; CAPRON et al., 1986), laminina (GIORDANO,;
FOUTS; TEWARI; COLLI et al., 1999) (FIGURA 07). Estudos de Barbosa e Meirelles, 1995
utilizando células cardiacas, demonstraram por microscopia eletrénica de transmissao que
tripomastigotas se ligam e induzem um processo fagocitico tipico com extensdes de
pseuddépodes da célula hospedeira. No contato entre tripomastigota e células fagocitarias

profissionais, ocorre a ativacédo de tirosina-quinase seguida do recrutamento da PI3-quinase,
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que resulta na polimerizacdo dos microfilamentos de actina que por sua vez, irdo promover a
extensdo dos pseuddpodes (BARBOSA; MEIRELLES, 1995).

Estudos demonstraram que certos microdominios da membrana plasmatica da célula
hospedeira estdo envolvidos na entrada do Trypanosoma cruzi em células ndo fagociticas e
fagociticas (BARRIAS; DUTRA; DE SOUZA; CARVALHO, 2007; FERNANDES; CORTEZ,
GERALDO YONEYAMA; STRAUS et al., 2007). No processo de internalizacdo do parasito pela
célula hospedeira, marcadores moleculares como flotilina 1, caveolina 1 e GM1, foram
observados na interface da membrana plasmatica, entre o parasito e a célula hospedeira,
sugerindo a participagdo de microdominios na internalizagdo do Trypanosoma cruzi por essas
células (BARRIAS; DUTRA; DE SOUZA; CARVALHO, 2007).

Principais receptores envolvidos na
interagéo parasito-hospedeiro:
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FIGURA 07- Receptores associados a adesao parasito-célula. Interagdo entre Parasito x
Hospedeiro. Figura modificada de (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).

1.5.4 AINFECGAO POR Trypanosoma cruzi E ATIVAGAO DA RESPOSTA IMUNE

O protozoario Trypanosoma cruzi, possui varios mecanismos de escape imunoldgico

que torna um obstaculo no descobrimento da cura para a doenca (DENKERS; BUTCHER,
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2005; LEIRIAO; RODRIGUES; ALBUQUERQUE; MOTA, 2004). O processo inflamatdrio
decorrente da infeccdo por Doenga de Chagas, leva ao dano a 6rgaos vitais e a perda de sua
funcionalidade (GOLGHER; GAZZINELLI, 2004). A resposta imune adaptativa, tem seu papel
crucial na resposta ao parasito e é necessaria no controle tanto da fase aguda quanto na fase
cronica da doenca (GAZZINELLI; DENKERS, 2006). Apos replicagdo nos tecidos do
hospedeiro, o Trypanosoma cruzi induz a producado de uma série de citocinas pré-inflamatodrias
como interferon-y (IFN-y), Interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) que
caracterizam um perfil de resposta contra a parasitemia. Uma das importantes citocinas que é
produzida é a IL-12, que participa do controle inicial da infeccdo (ANTUNEZ; CARDONI, 2000).
Esta citocina ativa células fagocitarias que destroem os parasitos internalizados pelo aumento
da producdo de reativos de nitrogénio e oxigénio (ROS) (GAZZINELLI; OSWALD; HIENY;
JAMES et al.,, 1992). O 6xido nitrico (NO) possui efeito microbicida devido a producdo de
radicais livres toxicos, gerados pela producdo de NO que comprovadamente mata os parasitos
in vitro (VESPA; CUNHA; SILVA, 1994). A citocina IL-10 e o fator de transformacédo do
crescimento (TGF-) possuem papel modulador da ativagdo da resposta imune contra diversos
patégenos (GAZZINELLI; OSWALD; HIENY; JAMES et al., 1992).

1.6 RELAGAO ENTRE DOENGA DE CHAGAS E METABOLISMO LIPIDICO DO
HOSPEDEIRO

Estudos experimentais relacionados a Doenga de Chagas demonstraram uma forte
resposta imunologica na fase aguda, com a presenga de macrofagos ativados, producdo de
citocinas e outros mecanismos a fim de controlar a infecgao e eliminar o parasito (TEIXEIRA;
GAZZINELLI; SILVA, 2002). Um fato curioso observado na Doenga de Chagas € o aumento da
producao de organelas citoplasmaticas denominadas de corpusculos lipidicos (CLs) produzidos
pelos macréfagos infectados (D'AVILA; FREIRE-DE-LIMA; ROQUE; TEIXEIRA et al., 2011;
MELO; D’AVILA; FABRINO; ALMEIDA et al., 2003).

Os CLs sao organelas ricas em lipideos que podem ser encontradas em células de
todos os seres vivos desde bactérias a células de mamiferos (MURPHY, 2012). Essas
organelas ja foram visualizadas em diversos tipos de leucdcitos, fibroblastos, mastdcitos,
células endoteliais (BOZZA; MELO; BANDEIRA-MELO, 2007) e podem estar envolvidas em
inumeras fungbes como producdo de mediadores inflamatdrios, trafego de membrana,
sinalizagao celular e metabolismo lipidico (BOZZA; MELO; BANDEIRA-MELO, 2007).
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A estrutura de um CL consiste basicamente em um nucleo de lipideos neutros contendo
triacilglicerdis (TAG) e éster de colesterol (CE) e envoltos por uma monocamada de
fosfolipideos (FIGURA 08) (TAUCHI-SATO; OZEKI; HOUJOU; TAGUCHI et al., 2002).
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FIGURA 08 - Representacao da estrutura de CLs por microscopia de luz e eletronica de
transmissao. Em (A) vemos o acumulo de CLs (em verde) corados por BODIPY R 493/503,
em macréfago murino infectado com T.cruzi. O nucleo do macréfago e os parasitos
internalizados foram corados por DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) em azul. Em (B) vemos
uma representacdo esquematica da composic¢ao estrutural de um CL. Em cor, as proteinas de
superficie do CL. Prostaglandina E2 (PGE) 2, acido araquidbnico (AA), diacilcillicéis (DAG),
triacilglicerdis (TAG) e ésteres de colesterol (CE) que sdo encontradas no nucleo lipidico
neutro. Em (C) vemos uma micrografia eletrénica mostrando um CL na forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi. Fonte: (ALMEIDA; TOLEDO; RODRIGUES; D’AVILA, 2018).

Os CLs sao organelas que se conectam com varios compartimentos celulares
(VALM; COHEN; LEGANT; MELUNIS et al., 2017). Existem varias proteinas descritas que
estdo presentes nos CLs, como as perilipinas (PLINs), enzimas biossintéticas de triacilglicerol
(TAG), proteases transmembranares (FIT 1 e FIT 2) e SEIPINA, entre outras (TAN; SEOW;
GOH; SILVER, 2014). Essas proteinas atuam coletivamente na membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) auxiliando na formacao do CL. Os triacilglicerdis (TAG) séo sintetizados e
se acumulam no interior da bicamada lipidica ha membrana do reticulo, emergindo-se para a
superficie do RE em direcao ao citoplasma com auxilio da FIT 2 (FIGURA 09) (CHOUDHARY;
GOLANI; JOSHI; COTTIER et al., 2018; THIAM; BELLER, 2017). As enzimas denominadas de
aciltransferases 1 e 2 (DGAT 1 e DGAT 2) participam do armazenamento do TAG (CHITRAJU;
WALTHER; FARESE, 2019). As proteinas FIT representam um grupo de proteinas que tem
como papel facilitar o brotamento dos CLs nas células (CHOUDHARY; OJHA; GOLDEN;
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PRINZ, 2015; HAYES; CHOUDHARY; OJHA; SHIN et al., 2017). Ja a SEIPINA tem um papel
na biogénese das goticulas e também sao importantes para a manutengdo do contato dos
corpusculos com o RE (GRIPPA; BUXO; MORA; FUNAYA et al., 2015; SALO; BELEVICH; LI,
2016; SALO; LI; VIHINEN; HOLTTA-VUORI et al., 2019). Outro papel da SEIPINA consiste em
auxiliar o trafego de lipideos em direcao as goticulas (SALO; LI; VIHINEN; HOLTTA-VUORI et
al., 2019). O brotamento do CL é determinado por uma tensao superficial local das membranas
do RE (CHORLAY; MONTICELLI; VERISSIMO FERREIRA; BEN M'BAREK et al., 2019;
CHORLAY; THIAM, 2018)
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FIGURA 09 - Biogénese de um CL a partir da membrana do RE. Os corpusculos lipidicos
brotam da membrana do RE para a regido citoplasmatica da célula. Em colorido estdo
representadas algumas proteinas que participam da formacgao do corpusculo até o brotamento:
DGAT- aciltransferase, FIT 1/2, SEIPINA, proteinas PLIN e FSP27. Fonte: Adaptado de (PYC;
CAIl; GIDDA; YURCHENKO et al., 2017).

Diversos estudos demonstraram o aumento expressivo do numero e didmetro dos CLs
em macréfagos infectados por Trypanosoma cruzi e no préprio protozoario em contato com a
célula hospedeira (D'AVILA; TOLEDO; MELO, 2012; TOLEDO; ROQUE; TEIXEIRA; MILAN-
GARCES et al., 2016). Melo e cols, 2003 mostraram que durante a infecgao por Trypanosoma
cruzi em ratas, houve uma intensa formacao de CLs em macréfagos peritoneais, o que esteve
correlacionada com a produgdo de PGE; (prostaglandinas) no sitio inflamatério (MELO;
D’AVILA; FABRINO; ALMEIDA et al., 2003). Os mediadores lipidicos tem potencial de inibir a
resposta do linfécito T helper tipo 1 (TH1) modulando dessa forma o crescimento e a

sobrevivéncia do parasito (KALINSKI, 2012). Diversos trabalhos vém ressaltando que os CLs
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favorecem a replicagdo do microrganismo, seja enfraquecendo a ag¢do imunoldgica do
hospedeiro, seja interagindo e fornecendo a matéria prima para produgdo das moléculas
lipidicas do préprio parasito (VALLOCHI; TEIXEIRA; OLIVEIRA; MAYA-MONTEIRO et al.,
2018) (FIGURA 10).

Macrophage

FIGURA 10 - Interagdo entre Trypanosoma cruzi e a célula hospedeira. A célula hospedeira
produz mediadores derivados do acido araquidénico como a prostaglandina (PGE;) e
Leucotrienos (LB) que sao encontrados armazenados no interior dos CLs (estruturas em
verde). Podemos também observar que apds a interagdo da forma tripomastigota com o
receptor TLR 2, ha estimulo para a producédo de CLs carregados de mediadores inflamatorios.
Esses mediadores inibem a resposta TH 1 do sistema imune sendo responsavel pela
sobrevivéncia do protozoario na célula. Fonte: (ALMEIDA; TOLEDO; RODRIGUES; D'AVILA,
2018).

Assim neste trabalho, pretendemos elucidar o impacto das associagdes entre fatores
soluveis produzidos por adipécitos maduros (FSA) na ativagcdo de macrofagica durante a
infeccdo por Trypanosoma cruzi. Pretendemos estabelecer as relagbes da ativacdo dos
macrofagos focando na modulagdo do metabolismo lipidico, na produgdo de mediadores

inflamatdrios e ativagao de fatores transcricionais como o PPARyY no curso da infecgao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

<> Compreender o papel modulador dos fatores sollveis secretados pelos adipocitos (FSA)
no processo de ativagdo macrofagicae metabolismo lipidico durante a infeccdo por

Trypanosoma cruzi in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(I) Avaliar a biogénese de CLs em macrofagos infectados com Trypanosoma cruzi ou néo,

estimulados ou ndo com FSA;

(I1) Analisar a sintese de citocinas e adipocinas em macrofagos infectados com Trypanosoma

cruzi ou nao, e estimulados ou ndo com FSA;

(1l1) Analisar a produgéo de NO (nitrito) em macréfagos infectados com Trypanosoma cruzi ou

ndo, e estimulados ou ndo com FSA;

(IV) Avaliar a expressdo de PPARy em macréfagos infectados com Trypanosoma cruzi ou nao,

e estimulados ou ndo com FSA.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - CULTURA E DIFERENCIAGAO DE CELULAS NIH3T3-L1

A linhagem de pré-adipdcitos murinos NIH3T3-L1 foram gentilmente cedidas pela Dra. Clarissa
Maya Monteiro, do Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ/RJ.
Para manter as células indiferenciadas (pré-adipdcitos), utilizamos meio Dulbeccos’s Modified
Eagle Medium (DMEM) com 4,5 g/L de glicose (/nvitrogen) suplementado com penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco) e 10% de soro bovino (/nvitrogen). Os adipdcitos
foram contados e plaqueados (20 x 103 células/ml) em meio DMEM com 4,5 g/L de glicose
contendo penicilina e estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (/nvitrogen), no qual foram

mantidas por 4 dias. O processo de diferenciagao foi entdo induzido pela adicdo de meio
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DMEM 4,5 g/L de glicose suplementado com penicilina e estreptomicina, 10% soro fetal bovino,
1 UM de dexametazona (Sigma Aldrich), 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX) (Sigma Aldrich)
e 0,3 unidades/ml de insulina (Humulin Regular — Lily) por 3 dias. Acrescentamos meio DMEM
4,5 g/L de glicose contendo penicilina e estreptomicina, 10% de soro fetal bovino e 0,3
unidades de insulina/mL, substituindo 75% de seu volume total de 2 em 2 dias até o final da
diferenciacao. Desta forma, o dia -1 corresponde aos pré-adipdcitos e os dias 3, 10 e 17, aos

adipocitos  progressivamente maduros (FIGURA 11) (Adaptado de Amaral, L. P.

i

2017 dissertacao de mestrado).
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FIGURA 11- Protocolo de diferenciacao de pré-adipocitos da linhagem NIH3T3-L1. As
células sdo submetidas ao meio de indugao da diferenciagao (IBMX, dexametasona, insulina)
no dia 0. Apos 3 dias sdo mantidas no meio de maturagao (insulina) até o final da diferenciagao
(Adaptado de Amaral, L. P. 2017. Dissertagao de mestrado).

Dois dias apds o plagueamento,verificou-se se as células atingiram confluéncia de 80-90%. O
meio foi deixado sem trocar até o quarto dia* No quarto dia foi adicionado o meio de indugdo
da diferenciagdo (MID- DMEM high glucose, 10% soro fetal bovino,1% Penicilina e
estreptomicina, 1uM Dexametasona Sigma D4902, 0,5 mM IBMX Sigma 17810 e 0,3 unidades
de insulina/mLHumulin Regular, Lily) e deixado por 4 dias. No oitavo dia, foi adicionado o meio
de maturagdo (MM- DMEM high glucose, 10% soro fetal bovino,1% Penicilina e estreptomicina,
0,3 unidades de insulina/mL) e a partir desse dia, trocado a cada 2 ou 3 dias, sempre
mantendo 25% do meio antigo. A partir do 14° as células se encontraram bem diferenciadas

com pico de diferenciagdo no 21° dia.

*Meio de manutencgéo dos adipdcitos: DMEM high glucose, 10% soro fetal bovino,1% Penicilina

e estreptomicina.
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3.2 - OBTENGAO E CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Para obtengcdo dos macrofagos peritoneais, foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6 machos adultos com idade entre 6 a 8 semanas e aproximadamente 30 g. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica/UFJF (protocolo 016/2016
CEUA/UFJF). Realizamos o lavado peritoneal injetando-se 4 mL de meio RPMI no peritdnio
dos animais eutanasiados, recolhendo todo o conteudo em tubos falcons para posterior
centrifugacao (1500 rpm / 25°C / 5 min.). As células extraidas foram contabilizadas em camara
de Newbauer (topico 3.3). Em seguida, os macréfagos foram plaqueados em placas de 24
pocos contendo laminulas circulares, para contagem de Corpusculos Lipidicos, dosagem de
citocinas no sobrenadante (ELISA) e para recolhimento de lisados celulares das amostras para
Western Blot. Para plagueamento dessas células, utilizamos meio RPMI, 1% de antibiotico
penicilina/estreptomicina. Apds 2 horas os pogos foram lavados 3 vezes com meio RPMI, 1%
penicilina/estreptomicina e incubados por 16 horas, com RPMI, 2% soro fetal bovino e 1%
antibidtico, até o estimulo dos macréfagos com sobrenadante de adipécitos e a infecgdo pelo

Trypanosoma cruzi cepa DM28C (MOI 3:1).

3.3 - CONTAGEM DE CELULAS EM CAMARA DE NEWBAUER

A suspensao celular contendo o lavado peritoneal foi submetida a contagem em camara de
Newbauer para realizacdo do plagueamento. A amostra foi diluida 40X em solucdo de Turk
(Violeta de Genciana e Acido Acético em proporcédo 1:100) e submetida & contagem, através

dos 4 quadrantes da camara de Newbauer.

3.4- ESTIMULO DE MACROFAGOS COM SOBRENADANTE DE ADIPOCITOS
DIFERENCIADOS

No 17° dia de diferenciagao adipogénica, os adipécitos foram mantidos por 24 horas em placas
de cultura contendo RPMI 4,5 g/L de glicose 1% penicilina/estreptomicina, 2% de soro fetal
bovino, até a realizagdo do estimulo nos macrofagos peritoneais. Apds as 24 horas completas,
0 sobrenadante dos adipdcitos foi entdo coletado e centrifugado em 1500 rpm por 10 min, a
25°C. O estimulo foi feito adicionando-se sobrenadante nos pogos correspondentes contendo
macrofagos plaqueados e aguardando-se o tempo de 1 hora, para posterior infecgdo com
Trypanosoma cruzi. Os pogos que nao receberam estimulo com sobrenadante foram mantidos

em RPMI 4,5 g/L de glicose contendo 1% penicilina/estreptomicina, 2% de soro fetal bovino.
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3.5 - OBTENGAO E CULTURA DE TRYPANOSOMA CRUZI

A Cultura do Trypanosoma cruzi (cepa DM28c) foi obtida e mantida em laboratério
como descrito em (CONTRERAS; SALLES; THOMAS; MOREL et al., 1985). As culturas de
Trypanosoma cruzi foram crescidas e mantidas em Meio de Infusdo de Coragao e Cérebro
suino (Brain Heart Infusion Medium — BHI) (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) a 27°C em uma
estufa B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) (Thermo Scientific, Walthan, MA, USA) por 7 dias,
contendo aproximadamente 100% de epimastigotas. No final da fase exponencial de
crescimento, os parasitos foram centrifugados a 2200 rpm por 15 minutos a 10°C,
ressuspendidos em meio que simula a Urina Artificial de Triatominio (TAU) (NaCl 190 mM,
tampao fosfato 8 Mm pH 6.0, KCI 17 mM, CaCl2 2 mM, MgCI2 2 mM), e incubados por 2 h a
temperatura ambiente. Os parasitas foram diluidos para concentracéo final de 5 x 106 ml™" em
TAU suplementado com bicarbonato de sédio 1,4%, 2,5% (v\v), 500 unidades de penicilina (mL"
"), 10 mM de L-prolina (meio TAU-P) e incubados & 27°C em garrafas de cultura na incubadora
B.O.D por 5 dias, obtendo assim aproximadamente 100% de tripomastigotas metaciclicos
(CONTRERAS et al, 1985).

3.6 - INFECGCAO COM TRYPANOSOMA CRUZI

Apds 1 hora de estimulo dos macréfagos peritoneais com sobrenadante de adipdcitos, foi feita
a infeccdo com Trypanosoma cruzi. As células foram infectadas, mantendo-se o sobrenadante
dos adipocitos ou meio RPMI, com MOI 3:1 de Trypanosoma cruzi da cepa DM28C obtidos
como descrito acima. Apdés 24 horas, os pogos foram lavados com RPMI 1%
penicilina/estreptomicina e sobrenadante de adipécitos ou RPMI 1% penicilina/estreptomicina,
2% SFB, foi novamente adicionado, incubando-se as placas durante 24, 48 e 72 horas para
coleta das amostras do sobrenadante para dosagem de citocinas, adipocinas e NO. Foi
realizada a fixagdo das células nas laminulas para posterior coloragao com Oil Red O e DAPI
para contagem de CLs. As células cultivadas em placas de 6 pocgos, foram lisadas para

obtencao de proteinas totais para realizacdo do Western Blot.
3.7 - COLORAGCAO COM OIL RED O E CONTAGEM DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

As laminulas foram fixadas em formalina 3,7% por 24 horas e logo depois, seguiu-se a

coloragéo com Qil-Red-O. A solugao estoque de OilRed O (Sigma Aldrich) foi preparada a 0,3%
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(0,3 g de QilRed O/100 mL de isopropanol (acido isopropilico) (Sigma Aldrich)), filtrada e
acondicionada em temperatura ambiente. No dia da coloragao, a solucao de uso foi preparada
diluindo-se a solugdo estoque em agua destilada na propor¢ao 3:2. Concluida a diluicido, a
solucao foi novamente filtrada e utilizada para a coloragao de CLs, na propria placa de cultura.
A solugado de formalina 3,7% foi retirada e os pogos foram lavados com agua destilada. Em
seguida, foram adicionados 300 ul da solugéo de uso de Oilred O, e incubando por 5 minutos,
no escuro. Decorrido o tempo, as células foram lavadas em sequéncia 2 vezes com agua
destilada, isopropanol 30% e PBS 1%. As laminas foram montadas com meio de montagem
contendo DAPI (VECTASHIELD® mountingmediumcontaining DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para a marcagdo do nucleo das
células. Os CLs foram contados em 50 células consecutivas apds analise em microscépio de
fluorescéncia BX-51 acoplado com camera digital XC-50, sob objetiva de 100x (Olympus,

Tokyo, Japan).

3.8 — AQUISIGAO DE IMAGENS

As imagens foram capturadas a partir das laminas confeccionadas para a analise quantitativa e
qualitativa quanto a biogénese de corpusculos lipidicos e morfologia celular dos macréfagos,
pré-adipocitos e adipdcitos. As imagens foram processadas por meio do programa CellSens

Dimension, em microscopio de fluorescéncia Olympus DP73, no aumento de 20x ou 100x.

3.9 - WESTERN BLOT

Para obter o lisado celular utilizamos 70 pyL de tampao de amostra (Trizma base 3g,
agua Milli Q 40 mL, glicerol 40 mL, SDS 8¢, B-Mercapto Etanol 20 mL, Azul de Bromofenil 250
ML), apos lavagem com PBS estéril e fervido em seguida a 90°C por 5 minutos. As proteinas
totais foram posteriormente submetidas a eletroforese em SDS-PAGE (50 uL de amostra em
gradiente de acrilamida 10%, 125 V por aproximadamente 1 hora e 30 minutos) e transferidas
para uma membrana de nitrocelulose umedecida em tampao de transferéncia (100 mL de 25
mM Tris, 192 mM glicina pH 8 quando dissolvidos em 80 mL de H,O MiliQ e 20 mL de metanol).
A transferéncia foi feita a 90 Volts, por 2 horas. Apods a transferéncia, a membrana foi incubada
por 1 h ou por 16 h com solugédo bloqueadora de leite 5% em TBST (50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
150 mMNacCl, 0.05 % Tween 20). Apds essa etapa, a membrana foi lavada com TBST, e
incubada por 16 h com o anticorpo primario anti-PPAR (clone H100, ou clone E8 Santa Cruz

Biotechnology) diluicdo 1:400. Utilizamos um anticorpo monoclonal anti-B-actina (BD
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Transduction Laboratories) na concentragdo de 1:5.000 para controle positivo experimental.
Apos este tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as proteinas de interesse foram
entdo identificadas pela incubagcdo da membrana com anticorpos secundarios anti-coelho ou
anti-camundongo (Pierce), conjugado a peroxidase (HRP) diluidos na hora do uso na
concentragdo de 1:20.000 anti-coelho ou 1:15.000 anti-camundongo. Todos os anticorpos
primarios e secundarios foram diluidos em TBST. A detecgéao foi feita com o sistema de analise
de “Western blotting “Super signal Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana exposta a filme
de autoradiografia (Amersham Hyperfilm ECL — High performance chemiluminescense film) GE

Health care Limited.

3.10 - DOSAGEM DE CITOCINAS

Os niveis das citocinas IL-10 e TNF-a e adipocinas leptina e adiponectina foram detectadas no
sobrenadante dos macréfagos e no sobrenadante dos adipécitos (“Input’) foram dosados pela
técnica de ELISA segundo o protocolo oferecido pela fabricante (R&D Systems). A
quantificacdo foi mensurada a partir das curvas padrao proveniente da diluicdo realizada. A

leitura foi realizada em 450 nm utilizando o programa Softmax Pro.

3.11 - DOSAGEM DE NITRITO

O sobrenadante dos macrofagos peritoneiais, estimulados com sobrenadante de adipécitos, ou
nao, e infectados com M. bovis, ou nao, foi recolhido e o 6xido nitrico determinado de forma
indireta por meio da conversao de nitrato (NO3-) a nitrito (NO2-), pela agado da enzima nitrato-
redutase e o nitrito quantificado pela reagao de Griess. Para a reacédo de Griess adicionou-se a
100 pL de sobrenadante, 100 yL do reagente de Griess (Sulfonilamida em H3PO4 5%/ N-1-
naftil-etilenodiamia dihidrocloreto em agua destilada) e apés 10 minutos a absorbancia foi lida
em leitor de microplaca a 560 nm. A concentragao de nitrito foi determinada usando uma curva

padrao de nitrato de sodio (500 a 8,7 ng/mL) e expressos em yM de NO2-.
3.12 - ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) segundo ANOVA

seguido pelo teste t de Student, com significancia de p< 0.05 Os gréaficos foram obtidos por

meio do programa GraphPad Prism®7(GraphPad Software).
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4- RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA BIOGENESE DE CLs EM MACROFAGOS INFECTADOS OU NAO POR
Trypanosoma cruzi, ESTIMULADOS OU NAO COM SOBRENADANTE DE ADIPOCITOS
(FSA):

Avaliamos a formacao de CLs em macrofagos peritoneais estimulados (+) ou nédo (-) com
sobrenadante de adipédcitos diferenciados e infectados ou ndo com Trypanosoma cruzi (MOI
3:1) nos tempos de 24, 48 e 72 h (Figura 12, 13, 14). Observamos que FSA induziu aumento

na biogénese de CLs e esse aumento foi potencializado na presenga da infeccéo.
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FIGURA12 - Biogénese de CLs em macréfagos infectados ou nao por Trypanosoma
cruzi, estimulados (+) ou nao com sobrenadante de adipécitos (-) apdés 24 h. O estimulo
com sobrenadante € indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do grupo infectado
(TC -) em relagdao ao grupo controle (CT -). (@) Indica uma diferenca significativa entre o
grupo (CT+) e (CT-). ( # ) Indica uma diferenca significativa entre o grupo (TC+) e (TC-). As
colunas representam a média + erro padrdo de trés experimentos consecutivos, sendo as

diferencas significativas para p < 0,05. As imagens foram obtidas por microscépio de
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fluorescéncia e a analise da formacao de CLs foi feita apds coloracdo com QilRed O, contra-

coloragao do nucleo com DAPI, aumento de 100X.
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FIGURA 13 - Biogénese de Corpusculos Lipidicos em macréfagos infectados ou nao por
Trypanosoma cruzi, estimulados (+) ou nao com sobrenadante de adipécitos (-) apés 48
h. O estimulo com sobrenadante é indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do
grupo infectado (TC -) em relagdo ao grupo controle (CT -). (**) Indica diferenca significativa
entre o grupo infectado (TC+) e o grupo controle (CT+). (@) Indica uma diferenga significativa
entre o grupo (CT+) e (CT-). (#) Indica uma diferenga significativa entre o grupo (TC+) e (TC-).
As colunas representam a média + erro padrao de trés experimentos consecutivos, sendo as
diferencas significativas para p < 0,05. As imagens foram obtidas por microscépio de
fluorescéncia e a analise da formagao de CLs foi feita apds coloragao com OilRed O, contra-

coloracgao do nucleo com DAPI, aumento de 100X.
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FIGURA14 - Biogénese de CLs em macrofagos infectados ou nao por Trypanosoma
cruzi, estimulados (+) ou nao com sobrenadante de adipécitos (-) apés 72 h. O estimulo
com sobrenadante é indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do grupo infectado
(TC -) em relagdo ao grupo controle (CT -). (**) Indica diferenca significativa entre o grupo
infectado (TC+) e o grupo controle (CT+). (@) Indica uma diferenga significativa entre o grupo
(CT+) e (CT-). ( #) Indica uma diferenga significativa entre o grupo (TC+) e (TC-). As colunas
representam a média £ erro padrao de trés experimentos consecutivos, sendo as diferencas
significativas para p < 0,05. As imagens foram obtidas por microscopio de fluorescéncia e a
analise da formacao de CLs foi feita apds coloracdo com OilRed O, contra-coloracdo do nucleo
com DAPI, aumento de 100X.
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4.2 - ANALISE DAS CITOCINAS IL-10, TNF a KC EM MACROFAGOS ESTIMULADOS OU
NAO COM SOBRENADANTE DE ADIPOCITOS E INFECTADOS OU NAO COM
Trypanosoma cruzi, por 24,48 e 72 h.

Avaliamos a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 no sobrenadante dos macrofagos
peritoneais estimulados, ou néao, e infectadosou ndo com Trypanosoma cruzi. A produgao de
IL-10 foi observada nos tempos de 24, 48 e 72 h nos macréfagos controles. De modo
interessante o FSA foi capaz de induzir o aumento na producéo dessa citocina nos macréfagos
mesmo sem infeccdo. Além disso, observamos uma redugéo significativa da produc¢do de IL-10
nos macréfagos estimulados e infectados por Trypanosoma cruzi nos trés tempos analisados.
Nossos dados indicam que a infecgéo por Trypanosoma cruzi, parece modular negativamente a

producao de IL-10 induzida por FSA nos trés tempos analisados.
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FIGURA 15 — Quantificagao de IL-10 em macréfagos coletados 24, 48 e 72 h. O estimulo
com sobrenadante é indicado com sinal +. (**) Indica diferenga significativa entre o grupo
infectado (TC+) e o grupo controle (CT+). (@) Indica uma diferenga significativa entre o grupo
(CT+) e (CT-). As colunas representam a média + erro padrao de trés experimentos

consecutivos, sendo as diferencas significativas para p < 0,05.

Avaliamos também a producdo da citocina pré-inflamatéria TNFa no sobrenadante dos
macrofagos peritoneais nos grupos estimulados com sobrenadante de adipdcitos, ou néo, e
infectados ou ndo com Trypanosoma cruzi. A produgdo de TNFa foi observada nos tempos de
24,48 e 72 h, ap6s a infecgao. Entretanto apenas nos tempos de 24 e 48 h esse aumento se

mostrou significativo em relagdo aos macréfagos nao infectados. Além disso, FSA parece néo
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modular a produgédo de TNFa por macréfagos peritoneais nos tempos analisados, bem como a
infeccdo também n&o interferiu no aumento dessa citocina na presenca de FSA quando

comparados aos macrofagos sem a presenca de FSA.
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FIGURA 16 — Quantificacao de TNFa em macréfagos coletados 24, 48 e 72 h. O estimulo
com sobrenadante é indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do grupo infectado
(TC -) em relagédo ao grupo controle (CT -). (**) Indica diferenga significativa entre o grupo
infectado (TC+) e o grupo controle (CT+). As colunas representam a média * erro padrao de

trés experimentos consecutivos, sendo as diferengas significativas para p < 0,05.

Avaliamos a produgdo de KC no sobrenadante de macrofagos peritoneais nos grupos
estimulados com sobrenadante de adipdcitos, ou néo, e infectados com Trypanosoma cruzi, ou
nao. A producao de KC foi observada nos tempos de 24, 48 e 72 h. Observamos uma diferenca
significativa no tempo de 24 h e 48 h entre o grupo controle (CT-) e infectado (TC -) sem o
estimulo com o sobrenadante. Além disso, observamos que FSA foi capaz de potencializar a

producao de KC apenas no tempo de 24 h.
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FIGURA 17 — Quantificagdao de KC em macroéfagos coletados 24, 48 e 72 h. O estimulo com
sobrenadante ¢ indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do grupo infectado (TC -)
em relagdo ao grupo controle (CT -). (**) Indica diferenga significativa entre o grupo infectado
(TC+) e o grupo controle (CT+). (@) Indica uma diferenga significativa entre o grupo (CT+) e
(CT-). ( # ) Indica uma diferenga significativa entre o grupo (TC+) e (TC-). As colunas
representam a média £ erro padrdo de trés experimentos consecutivos, sendo as diferencas

significativas para p < 0,05.

4.3 —~ANALISE DA PRODUGAO DE OXIDO NIiTRICO (NO) EM MACROFAGOS INFECTADOS
OU NAO COM Trypanosoma cruzi, ESTIMULADOS OU NAO COM SOBRENADANTE DE
ADIPOCITOS 24,48 e 72 h

A produgado de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos peritoneais foi avaliada por deteccéo indireta
de nitrito. A produgéo de NO foi observada nos tempos de infecgédo 24, 48 e 72 h. Observamos
uma diferenca significativa entre o grupo controle e infectado nos trés tempos. Esses dados
reforcam a teoria de que os macréfagos infectados produzem NO, um gas soluvel e potente
microbicida. Além disso, observamos que FSA foi capaz de potencializar a produ¢cao de NO

apenas no tempo de 24 h.
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FIGURA 18 — Quantificagdo de Oxido nitrico (NO) em macréfagos coletados 24, 48 e 72 h.
O estimulo com sobrenadante € indicado com sinal +. (*) Indica diferenga significativa do grupo
infectado (TC -) em relagdo ao grupo controle (CT -). (**) Indica diferenga significativa entre o
grupo infectado (TC+) e o grupo controle (CT+). ( #) Indica uma diferenca significativa entre o
grupo (TC+) e (TC-). As colunas representam a média = erro padrdo de trés experimentos

consecutivos, sendo as diferencas significativas para p < 0,05.

4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PPARy EM MACROFAGOS INFECTADOS OU NAO
COM Trypanosoma cruzi, ESTIMULADOS OU NAO COM SOBRENADANTE DE
ADIPOCITOS:

A expressao do receptor nuclear PPARy foi analisada utilizando a técnica de Western Blot nos
tempos de 21, 48 e 72 h em grupos infectados ou ndo, estimulados ou ndo com sobrenadante
de adipocitos. Os resultados mostraram que a infecgdo por Trypanosoma cruzi induziu a
expressao de PPARy em relagdo aos grupos nao infectados. Além disso, os resultados parece
sugerir que FSA induz a expressédo de PPARy no tempo de 72h no qual é potencializada na

presenca da infecgao.
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FIGURA 19 - Expressao de PPARy: Macréfagos foram estimulados com sobrenadante de
adipdcitos (FSA +) ou ndo (FSA -) e infectados com Trypanosoma cruzi MOI 3:1 (TC +) ou nao

(TC -), durante 24, 48 e 72 horas.

5. DISCUSSAO

Atualmente o sobrepeso e a obesidade se tornou um grave problema de saude mundial
atingindo cerca de 70 paises (AFSHIN; FOROUZANFAR; REITSMA; SUR et al.,, 2017) e
representa um sério fator de risco para o surgimento de inumeras doengas crénicas como
diabetes, doencas cardiovasculares e até cancer (WHO, 2018). Além disso, a obesidade
estimula um estado inflamatério crénico e hiperglicemia que contribuem para o surgimento da
SM (DASHTY, 2013; MASTROCOLA; ARAGNO; ALLOATTI; COLLINO et al., 2018). Visto que
a obesidade é determinada pela quantidade de massa de TA (GREENBERG; OBIN, 2006),
esse tecido é capaz de secretar inumeras proteinas e citocinas que apresentam funcdes de
influenciar a atividade metabdlica de varios 6rgaos através de sinais enddcrinos, paracrinos e
autocrinos (CHINETTI; FRUCHART; STAELS, 2003; GIMENO; KLAMAN, 2005; MATSUZAWA,
2006; SCHERER, 2006). Dessa forma, o desequilibrio ou disfungdo do TA resulta em
patologias associadas a SM (GIMENO; KLAMAN, 2005; MATSUZAWA, 2006). Durante o
processo de obesidade, o TA se apresenta com certo grau de inflamacdo denominado de
metainflamacao, além de apresentar também certo grau de expansao, o que gera adipécitos
hipertréficos, aumento de influxo de células imunes para a regido e ativagao do inflamassoma
(HARTE; TRIPATHI; PIYA; BARBER et al, 2013; WEISBERG; MCCANN; DESAI;
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ROSENBAUM et al., 2003). Uma disfung&o adiposa induz os adipdécitos a secretarem inumeros
mediadores pro-inflamatérios como TNF-q, IL-1B, IL-6, PCR, fibrinogénio, leptina, MCP-1,
resistina, entre outras (BARCHETTA; CIMINI; CICCARELLI; BARONI, 2019). Além dessa série
de moléculas, outros fatores também podem interferir no metabolismo e sinalizagdo entre
células como é o caso das vesiculas extracelulares (VEs), que incluem microvesiculas,
microparticulas e também exossomos (KRANENDONK; VISSEREN; VAN BALKOM; NOLTE-'T
HOEN et al, 2014; THERY; OSTROWSKI; SEGURA, 2009). O papel das VEs no
imunometabolismo do tecido adiposo ja foi descrito em modelos murinos (DENG; POLIAKOV;
HARDY; CLEMENTS et al., 2009) mas o seu papel na sinalizagao paracrina na inflamacao do
TA ainda nao esta bem compreendida (KRANENDONK; VISSEREN; VAN BALKOM; NOLTE-'T
HOEN et al., 2014). Porém sabe-se que vesiculas extracelulares isoladas de adipdcitos tém a
capacidade de induzir mondcitos a se diferenciarem em macrofagos, além de estarem
relacionadas com surgimento de resisténcia insulinica local e entre outras fungdes
imunomoduladoras (KRANENDONK; VISSEREN; VAN BALKOM; NOLTE-T HOEN et al.,
2014). Isso acontece devido ao processo de inflamagao induzida nos macrofagos diminuir a
sinalizagdo da insulina nos adipécitos (OLEFSKY; GLASS, 2010; SOLINAS; VILCU; NEELS;
BANDYOPADHYAY et al., 2007). Protozoarios como o Trypanosoma cruzi, modelo do nosso
estudo, também podem secretar VEs que também desempenham papel de comunicagao
celular e modulacao da resposta imune ao parasito (MARCILLA; MARTIN-JAULAR; TRELIS;
DE MENEZES-NETO et al., 2014). Estudos demonstraram que a inoculagdo dessas vesiculas
em camundongos infectados com Trypanosoma cruzi, contribuiu para aumentar a mortalidade
desses animais, mostrando assim um relevante papel modulador na patogénese da Doencga de
Chagas (TROCOLI TORRECILHAS; TONELLI; PAVANELLI; DA SILVA et al., 2009). Porém as
vias de transcrigdo utilizadas pelo Trypanosoma cruzi na secregcao de vesiculas durante a
infecgdo macrofagica ainda ndo é bem conhecida. Trabalho de Lovo-Martins et al, 2018
demonstrou que as vesiculas secretadas pelo Trypanosoma cruzi também possuem um papel
de potencializar a infecgdo em macréfagos murinos, aumentando a produgdo de CLs e
mediadores inflamatérios como prostaglandinas, além de aumentar a parasitemia cardiaca
(LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI et al., 2018). Outro dado curioso, desse
mesmo trabalho, demonstrou que macréfagos estimulados com tais vesiculas tiveram a
infeccédo pelo parasito aumentada, além do aumento também da liberagcdo das formas
tripomastigotas pelas células infectadas e diminuigcdo da producdo de nitritos pelas mesmas,
mais uma vez evidentes o papel modulador das vesiculas durante a infeccdo (LOVO-
MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETT!I et al., 2018). Acredita-se que o aumento dessa

parasitemia deve-se ao fato do Trypanosoma cruzi utilizar vesiculas para secretar fatores
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envolvidos na adesao do parasita as células do hospedeiro e na invasao da célula hospedeira,
além de atuar na evasao do sistema imune do hospedeiro (TROCOLI TORRECILHAS;
TONELLI; PAVANELLI; DA SILVA et al., 2009).

Como as relacdes entre obesidade, doengas inflamatérias, infecciosas e o sistema
imune sdo pouco compreendidos, nosso trabalho buscou elucidar os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nessa interacdo. Diversos estudos demonstraram o papel da
parasitemia no estimulo da produgdo de CLs, mediadores inflamatérios e citocinas mas
nenhum deles verificou o papel do FSA na produgdo dessas moléculas pelo macréfago e na
modulacdo do metabolismo lipidico. Por isso, nosso trabalho buscou entender o papel de FSA
na ativagado de macréfagos, processos da resposta inflamatéria e metabolismo lipidico durante
a patogénese causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi in vitro.

Inicialmente buscamos o estabelecimento do protocolo de diferenciagdo celular
adipogénica, utilizando para isso a linhagem de pré-adipocitos NIH3T3-L1. Essa linhagem
celular faz parte do modelo de estudo do processo de adipogénese mais bem caracterizado e
varios trabalhos tém sido desenvolvidos com base nele (FAZOLINI; CRUZ; WERNECK; VIOLA
et al., 2015; JEFFERY; CHURCH; HOLTRUP; COLMAN et al., 2015; LI; NING; MA; JIN et al.,
2017; MAYA-MONTEIRO; BOZZA, 2008; NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000).

Um dado interessante observado na Doenca de Chagas e algumas outras patologias é
o aumento da producdo de CLs produzidos pelos macréfagos infectados (D'AVILA; FREIRE-
DE-LIMA; ROQUE; TEIXEIRA et al., 2011; MELO; D’AVILA; FABRINO; ALMEIDA et al., 2003).
Varios estudos vem relatando que os CLs est&o relacionados a um processo inflamatério onde
a partir da presenca de diferentes estimulos inflamatérios e/ou infecciosos, ha um aumento em
namero e tamanho dessas organelas (ALMEIDA; TOLEDO; RODRIGUES; D’AVILA, 2018;
BOZZA; BANDEIRA-MELO, 2005; BOZZA; MAGALHAES; WELLER, 2009). Macrofagos que
acumulam grandes quantidades de CLs (chamados macrofagos espumosos) tém sido
caracterizados durante infec¢gdes micobacterianas (CARDONA; LLATJOS; GORDILLO; DIAZ et
al.,, 2000), no caso de bactérias como M. Bovis BCG (ALMEIDA; ROQUE; MAGALHAES;
MATTOS et al., 2014; ALMEIDA; SILVA; MAYA-MONTEIRO; TOROCSIK et al., 2009; D'AVILA,
MAYA-MONTEIRO; BOZZA, 2008) e por Mpycobacterium leprae (MATTOS; SARNO;
PESSOLANI; BOZZA, 2012), funcionando como nichos de sobrevivéncia para o microrganismo
invasor.

Nesse trabalho, analisamos a formagao de CLs por macrofagos estimulados ou néo
com sobrenadante de adipdcitos e infectados ou ndo com Trypanosoma cruzi, em trés tempos
diferentes de estimulo e infeccdo, 24, 48 e 72 horas. Verificamos um aumento do numero de

CLs nos grupos infectados nos trés tempos diferentes, confirmando que a infecgéo
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parasitémica estimula a biogénese de corpusculos nos macrofagos infectados, como ja
relatado em trabalhos anteriores. Além disso, verificamos que os FSA induziu aumento na
producao de CLs, sendo que esse aumento foi potencializado pela infecgdo nos trés tempos de
estudo (FIGURAS 12, 13 e 14).

Embora existam muitos trabalhos referentes a adipdcitos e citocinas, a maioria deles
concentrou-se em abordar um numero restrito de citocinas, como a interleucina 6 (IL-6), o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e a resistina (VONA-DAVIS; ROSE, 2007). Um estudo anterior
demonstrou que regulagdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e MCP-1 podem ser
desencadeadas pela co-cultura de adipdcitos diferenciados a partir da linhagem NIH3T3-L1 e
macrofagos da linhagem RAW264 (SUGANAMI; TANIMOTO-KOYAMA; NISHIDA; ITOH et al.,
2007). Tais alteracdes inflamatérias sao induzidas em co-cultura ocorrem sem contato entre as
células, sugerindo o papel de fatores soluveis (SUGANAMI; TANIMOTO-KOYAMA; NISHIDA,;
ITOH et al., 2007). A exemplo desse mecanismo observa-se em macréfagos co-cultivados com
adipocitos e estimulados com LPS, passam a produzir niveis mais elevados de IL-6, bem como
de MCP-1 (YAMASHITA; SOGA; IWAMOTO; ASANO et al., 2008). Esses dados corroboram
com a hipotese de que o TA pode desempenhar um papel importante na amplificacédo da
resposta inflamatéria e metabolismo lipidico desempenhando um papel fundamental no curso e
desenvolvimento de processos infecciosos.

Analisamos nesse trabalho, a produgao de citocinas tanto de perfil anti-inflamatério
como |L-10, quanto de perfil pré-inflamatério como TNFa e KC e também a produgéo de 6xido
nitrico (NO) e PPARYy.

Aqui, nés avaliamos os niveis de IL-10, uma citocina que possui efeitos
imunoregulatérios sobre macréfagos e sobre a produgédo de outras citocinas pro-inflamatoérias.
Essa citocina é capaz também de inibir a proliferacdo de células Th1 e favorecer o
desenvolvimento de respostas Th2 (ALVARADO-VAZQUEZ; BERNAL; PAIGE; GROSICK et
al., 2017; XUE; QIU; YANG, 2017). Estudos mostraram uma maior predominancia de IL-10 em
individuos na fase assintomatica da Doenga de Chagas do que nos individuos que apresentam
cardiomiopatia (SILVA; GATTO; TEODORO; GOLIM et al., 2016). Conforme alguns estudos, a
producao de IL-10 torna-se necessaria para atenuar o processo inflamatério em individuos que
apresentam infeccdo aguda por Doenga de Chagas, possibilitando reduzir os riscos de
mortalidade precoce (NOVAES; GONCALVES; PENITENTE; BOZI et al., 2016; ROFFE;
ROTHFUCHS; SANTIAGO; MARINO et al., 2012). Ja em individuos obesos, tanto a IL-10
quanto a adiponectina se encontram curiosamente reduzidas (STEFAN; STUMVOLL, 2002).
Neste estudo demonstramos que a produgdo de IL-10 foi inibida pela infecgdo por

Trypanosoma cruzi nos trés tempos analisados. Além disso, FSA foi capaz de induzir a
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producao desta citocina nos grupos controles nos trés tempos 24, 48 e 72 h (FIGURA 15). Este
efeito foi negativamente modulado pela infecgdo também nos trés tempos, sugerindo um papel
modulador da infecg¢ao por este parasito na célula hospedeira.

O TNF-a, é uma citocina de natureza proé-inflamatéria e desempenha um papel
fundamental na regulacdo da resposta inflamatodria, proliferagéo celular, diferenciagéo celular e
apoptose (GAUR; AGGARWAL, 2003). Possui o papel de ativar e recrutar neutréfilos e
monocitos para o local da infeccdo (NOURIAN; CHALESHI; PISHKAR; AZIMZADEH et al.,
2017; SHEN; ZHOU; ZHOU; ZHOU et al., 2017; XU; WANG, 2017). Estudos realizados com
culturas de células cardiacas infectadas pelo Trypanosoma cruzi verificou a liberagao dessa
citocina pelas células em resposta a infeccédo, além do aumento também de interleucina 1 beta
(IL-1B) e INOS e de algumas quimiocinas (MACHADO; MARTINS; ALIBERTI; MESTRINER et
al., 2000). Diversos estudos demonstraram que a infec¢do por Trypanosoma cruzi induz uma
forte resposta anti-parasitaria com producao de uma série de citocinas IL-13 e TNF-q, além de
oxido nitrico (NO) enquanto que as citocinas TGF-f3 e IL-10 promove a modulagdo da reagéao
inflamatdria ocasionando suscetibilidade (SILVA; ALIBERTI; MARTINS; SOUZA et al., 1998).
Um outro estudo verificou que com 30 dias pés-infecgdo, os camundongos tiveram perda
lipidica em seus tecidos, além de um aumento da infiltragcdo de macréfagos, TNFa, interferon
gama (IFNy) e IL-1B no local enquanto que o TA contribuiu o para aumento da IL-6, proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e resistina (COMBS; NAGAJYOTHI; MUKHERJEE; DE
ALMEIDA et al., 2005). Corroborando com os dados desse estudo, observamos que a infecgao
por T. cruzi induziu um aumento da produgdo da citocina TNFa em relagdo aos grupos
controles nos tempos de 24 e 48 h. Observamos ainda que a produgéo dessa citocina nao foi
modulada pelo FSA em nenhum dos tempos analisados (FIGURA 16).

Avaliamos também a produgéo da citocina KC nos trés tempos diferentes de infecgéo.
KC é uma quimiocina que tem como fungao recrutar neutrofilos para os locais de infecgéo e se
liga ao seu receptor CXCR2 (LEE; CACALANO; CAMERATO; TOY et al., 1995). Essa citocina
€ produzida por macréfagos residentes através da via de ativagdo MyD88 e ocorre por
sinalizagao proveniente da estimulagédo do receptor toll (TLR) (DE FILIPPO; HENDERSON;
LASCHINGER; HOGG, 2008). Esse mesmo estudo demonstrou que a estimulagdo de
macrofagos com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) induz um aumento na produgéo de KC
simultaneamente com aumento de neutréfilos para a regido do antigeno (DE FILIPPO;
HENDERSON; LASCHINGER; HOGG, 2008). Na avaliacao da citocina KC, observamos que a
infeccéo pelo Trypanosoma cruzi estimulou um aumento da produgédo de KC nos tempos de 24
e 48 h, porém a producdo da citocina foi modulada pelo FSA somente no tempo de 24h
(FIGURA 17).
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Estudos também mostraram que a infec¢do pelo Trypanosoma cruzi correlaciona-se
com a lipdlise e perda de conteudo lipidico no tecido adiposo em camundongos infectados
(NAGAJYOTHI; WEISS, 2019) e que o aumento da beta-oxidagcao de acidos graxos contribui
para a elevagdo dos niveis celulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) (RAJALA;
SCHERER, 2003). O macréfago ativado regula a produgdo da enzima éxido nitrico sintase
induzivel (INOS), importante molécula microbicida que contribui para a destruicdo do parasito
no interior da célula (KNUBEL; INSFRAN; MARTINEZ; DIAZ LUJAN et al., 2017; KNUBEL;
MARTINEZ; ACOSTA RODRIGUEZ; ALTAMIRANO et al., 2011). Estudos realizados em
tecidos cardiacos infectados por Trypanosoma cruzi, demonstraram que a producao de INOs,
NO e algumas metaloproteinases (MMPs) nesse local é importante para a modulagcéo e
controle da infeccdo (HOVSEPIAN; MIRKIN; PENAS; MANZANO et al., 2011). A produgao
simultanea de INOS e NO no macrofago ativado esta associada a morte do parasito na célula
(CUTRULLIS; PETRAY; CORRAL, 2017). Estudo de Malvezi, 2014, verificou que células
tratadas com aspirina (ASA) obtiveram inibicdo da infecgao por Trypanosoma cruzi, devido ao
fato desse composto estimular a produgédo de IL-1B e o&xido nitrico pelos macréfagos
(MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI et al., 2014). Foi verificado em alguns estudos que
o protozoario chega a desenvolver um sistema anti-oxidante para tentar eliminar ROS e NO
dos macrofagos como método de escape e sobrevivéncia (ZAGO; HOSAKOTE; KOO; DHIMAN
et al., 2016). Diversos estudos prévios ja documentaram a producdo de NO por macrofagos
frente a diferentes estimulos infecciosos, caracterizando esta molécula como um marcador de
polarizacdo macrofagica (BUENO-SILVA; KAWAMOTO; ANDO-SUGUIMOTO; CASARIN et al.,
2017; CARUSO; FRESTA; MARTINEZ-BECERRA; ANTONIO et al., 2017; TSIKAS; HANFF;
BRUNNER, 2017). Corroborando com informagdes desse estudo, observamos que a infecgao
por Trypanosoma cruzi estimulou a produgado de 6xido nitrico nos grupos infectados nos trés
tempos diferentes, porém, a producdo de NO foi modulada pelo FSA somente no tempo de 24h
(FIGURA 18).

Muitos estudos trataram de verificar também a relacdo de polarizacédo de macrofagos
infectados por Trypanosoma cruzi em modelos experimentais. Estudos in vitro verificaram que
a infeccao estimula macréfagos peritoneais a um perfil celular do tipo M1 (PENAS; MIRKIN;
VERA; CEVEY et al., 2015). As células M1 ativadas produzem citocinas pro-inflamatérias (IL-
18, TNF, IL-6, IL-12) e NO que contribuem para a eliminagdo do parasito nas células. Ja
macrofagos de perfil M2 contribuem para atenuacdo da inflamagdo e promovem efeito de
reparo e remodelamento tecidual e angiogénese (BISWAS; MANTOVANI, 2010; TIDBALL;
VILLALTA, 2010). Outro importante estudo verificou que a infecgdo cronica por Trypanosoma

cruzi induziu a polarizagado de macréfagos a um perfil antiinflamatério do tipo M2 no tecido
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adiposo, além de contribuir para a progressao do diabetes (CABALEN; CABRAL; SANMARCO;
ANDRADA et al., 2016).

Alguns estudos anteriores demonstraram que patogenos intracelulares, podem induzir
um mecanismo de escape regulando uma das diferentes vias de sinalizagdo celular na
formagao do CL dentro dos leucécitos — a via do receptor nuclear PPARy (ALMEIDA; ROQUE;
MAGALHAES; MATTOS et al., 2014; ALMEIDA; SILVA; MAYA-MONTEIRO; TOROCSIK et al.,
2009) Durante a infecgao por M. bovis BCG, por exemplo, o receptor de superficie celular TLR
Il (do inglés toll like-receptor) ativa o fator de transcricio PPARy e a formagédo de CLs
(ALMEIDA; SILVA; MAYA-MONTEIRO; TOROCSIK et al., 2009). A expressdao de PPARy
também foi analisada nos tempos 24, 48 e 72 de horas e os resultados sugeriram que FSA
parece induzir a expressdo de PPARYy, sendo que essa expressao foi potencializada na
presencga da infecgédo por Trypanosoma cruzi no tempo de 72h. A infecgdo sem FSA induziu a
expressédo de PPARy em relagédo aos controles nos trés tempos analisados (FIGURA 19).

Trabalhos utilizando uma cepa colombiana de T. cruzi (MHOM / CO / 00 / colombiano),
mostraram que o 15dPGJ2, um agonista do PPAR, diminui a densidade relativa do volume de
ninhos do parasito no musculo cardiaco (RODRIGUES; MIGUEL; CHICA; NAPIMOGA, 2010).
Estudos de Gallardo-Soller et al, 2008, mostraram que PPAR-y e PPAR-6 promovem o
crescimento de amastigotas intracelulares em macréfagos infectados e a atividade de PPAR
induz a ativacdo de macrofagos em diregado a um fendtipo Th2 em um modelo de infecgéao por
Leishmania major (GALLARDO-SOLER; GOMEZ-NIETO; CAMPO; MARATHE et al., 2008).
Alguns autores argumentam que a expressdao do PPAR-y diminui apos a infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi, enquanto outros argumentam que essa expressdo aumenta, entretanto a
maioria dos grupos de pesquisa destaca a participagao dos PPARs na modulagao do processo
inflamatorio e na colaboragdo com o reparo tecidual (HOVSEPIAN; PENAS; MIRKIN; GOREN,
2012).

O Trypanosoma cruzi também pode infectar adipocitos como mostra alguns estudos
feitos com TA de camundongos infectados, demonstrando que esse protozoario sobrevive no
tecido gragas a uma mudanca de polarizagao de macrofagos de perfil M1 para M2, limitando
assim, mais ainda a resposta imune contra o parasito no local (CABALEN; CABRAL;
SANMARCO; ANDRADA et al., 2016). Estudo de Combs, 2005 verificou que o T.cruzi infecta
tanto o TAB quanto o TAM e que havia mais carga parasitaria no TA do que no proprio tecido
cardiaco 15 dias pés-infeccdo (COMBS; NAGAJYOTHI; MUKHERJEE; DE ALMEIDA et al.,
2005). Nagajyothi et al, 2012 observou que a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi curiosamente

diminuiu os niveis do fator de transcricdo PPARy no TAM e aumentou no TAB de forma
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significativa também com 15 dias poés-infecgdo (NAGAJYOTHI; DESRUISSEAUX; MACHADO;
UPADHYA et al., 2012).

Varios estudos abordaram o papel das citocinas produzidas por macréfagos mediante a
varios agentes infecciosos, porém esse trabalho veio complementar qual o papel do FSA
durante a ativagdo do macréfago e na modulagdo do metabolismo lipidico do hospedeiro.
Esses dados nos possibilitaram compreender melhor a interagdo entre o macréfago infectado
pelo Trypanosoma cruzi e FSA, porém novos estudos deverdo ser elaborados para melhor
compreensao de como a obesidade pode modular a progressdo de doencas e patologias

infecciosas.

6. CONCLUSOES:

De acordo com os resultados deste projeto de pesquisa e modelo de estudo envolvendo
o papel modulador de adipdcitos na ativagdo macrofagica durante a infecgéo por Trypanosoma

cruzi in vitro, podemos chegar as seguintes conclusdes:

<>> O estimulo de macroéfagos com sobrenadante de adipdcitos (FSA) induziu um
aumento na producao de CLs, sendo esse aumento potencializado na presenca da infecgao
pelo Trypanosoma cruzi nos tempos de 24, 48 e 72 h; A infec¢do pelo Trypanosoma cruzi na

auséncia de FSA induziu um aumento de CLs nos trés tempos analisados;

<>> O estimulo de macréfagos com sobrenadante de adipécitos (FSA) ndo modulou a
producao da citocina TNFa em nenhum dos tempos analizados; A infec¢ao pelo Trypanosoma
cruzi na auséncia de FSA induziu um aumento de TNFa em relagdo aos grupos controles nos

tempos de 24 € 48 h;
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%>> O estimulo de macrofagos com sobrenadante de adipocitos (FSA) induziu um
aumento na produgao de IL-10, nos grupos controles nos trés tempos 24, 48 e 72 h, efeito que

foi modulado negativamente nos grupos infectados;

%>> O estimulo de macroéfagos com sobrenadante de adipdécitos (FSA) induziu um
aumento na producdao de KC, sendo que esse aumento foi potencializado pela infecgéo
somente no tempo de 24 h; A infecgdo pelo Trypanosoma cruzi na auséncia de FSA induziu um

aumento de KC em relagao aos controles nos tempos de 24 e 48h;

<<>> O estimulo de macrofagos com sobrenadante de adipdécitos (FSA) induziu um
aumento na producdo de NO, sendo que esse aumento foi potencializado pela infec¢ao
somente no tempo de 24 h; A infecgao pelo Trypanosoma cruzi na auséncia de FSA estimulou

a producao de NO em relacado aos controles nos trés tempos diferentes;

<<)> O estimulo de macréfagos com sobrenadante de adipécitos (FSA) parece induzir a
expressao de PPARYy, sendo que essa expressao foi potencializada na presenca da infecgao
por Trypanosoma cruzi no tempo de 72h; A infecgdo sem FSA induziu a expressdo de PPARy

em relagao aos controles nos trés tempos analisados.
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