UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS - IMUNOLOGIA/DIP

Gabriel Santos Cruz Rodrigues

A VITAMINA D COMO POTENCIALIZADORA DA ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA DE MACROFAGOS NA INFECGAO IN
VITRO POR TRYPANOSOMA CRUZI

Juiz de Fora

2019



GABRIEL SANTOS CRUZ RODRIGUES

A VITAMINA D COMO POTENCIALIZADORA DA ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA DE MACROFAGOS NA INFECGAO IN
VITRO POR TRYPANOSOMA CRUZI

Tese de Doutorado do Curso de Pds-Graduagao em
Ciéncias Bioldgicas: Area: Imunologia e Doengas Infecto
Parasitarias, para obtencao do titulo de Doutor em
Ciéncias Bioldgicas: Area Imunologia e Doengas Infecto-
Parasitarias

Orientadora: Prof® Dr?. Heloisa D’Avila da Silva Bizarro

Co-orientadoras: Prof® Dr®. Juciane Maria de Castro
Prof® Dr®. Patricia Elaine de Almeida

Juiz de Fora 2019



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragéo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Santos Cruz Rodrigues, Gabriel.

A Vitamina D como potencializadora da atividade antiparasitaria
de macrofagos na infecgao in vitro por Trypanosoma cruzi / Gabriel
Santos Cruz Rodrigues. -- 2019.

134 p.

Orientadora: Heloisa D’Avila da Silva Bizarro

Coorientadoras: Juciane Maria de Castro, Patricia Elaine de
Almeida

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-Graduagao em
Ciéncias Bioldgicas: Imunologia e Genética, 2019.

1. Vitamina D. 2. Trypanosoma cruzi. 3. Macréfago. I. D’Avila da
Silva Bizarro , Heloisa, orient. Il. Maria de Castro, Juciane, coorient.
1. de Almeida, Patricia Elaine, coorient. IV. Titulo.




GABRIEL SANTOS CRUZ RODRIGUES

A VITAMINA D COMO POTENCIALIZADORA DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DE
MACROFAGOS NA INFECCAO IN VITRO POR TRYPANOSOMA CRUZI

Tese de Doutorado submetida & banca
examinadora do Curso de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Biolégicas — Enfase em Imunologia e
Doencas Infecto-Parasitarias, da Universidade
Federal de Juiz de Fora, como parte dos
requisitos necessarios para obtencdo do Grau
de Doutor em Ciéncias Biologicas.

Aprovada em: 28 1 02,2019

‘ _ ) BANCA EXAMINADORA
Hloun, oo, o Db / A 2

(/"‘u _/\_/

(%)

Prof.2 Dr.? Heloisa D’Avila da Sllva Bizarro
Orientadora
Universidade Federal de Juiz de Fora

ek | SLT

/ Prof.@ Df/*Patricia Elaine de Almeida
Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof.2 Dr.2 Juciane Maria de Andrade Castro
Universidade Federal de Juiz de Fora

{ 9(6*5 LA- Q (O 2
U “ Dr.? Natalia Roberta Roque

Instituto do Cérebro Paulo Niemayer - RJ

//%wdﬁu&(/odwq,y@

Dr.2 Dame(e de Oliveira Nascimento
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro




Agradecimentos

Gostaria de agradecer primeiramente a Universidade Federal de Juiz de
Fora e a Pdés Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela oportundiade de
desenvolvimento do meu doutorado. Gostaria também de agradecer as
agéncias de fomento que forneceram financiamento a todo meu trabalho.

Diversas pessoas participaram ativamente dessa importante etapa da
minha vida e merecem um agradecimento formal. Pessoas que, de suas
maneiras, facilitaram esse caminho, tornaram esses dois anos mais leves e
partilham comigo desta conquista.

Gostaria de agradecer a minha familia, que sempre representou uma
fundacao firme para meu crescimento, ajudou em minhas escolhas e sempre
esteve presente nos momentos mais incertos. Gostaria de agradecé-los por
escutarem minhas reclamacgdes, aturarem meu mau humor vindo as vezes do
cansago por experimentos longos de 12 horas ou mais, compreender que natal,
ano novo e feriados também s&o dias de cuidar de animais, fazer experimentos
ou as vezes limpar a bagunga do dia anterior e mesmo assim nunca deixar de
me apoiar.

Sem duvida uma pessoa fundamental que conheci ao decorrer de meu
doutorado € minha namorada Rafaella que com uma forca de vontade e uma
capacidade imensa de motivar, sempre fez de tudo pra que eu tirasse o meu
melhor de mim, entendeu também o cronograma confuso de um aluno de pds
graduagdo, me acompanhou em experimentos de fim de semana e sempre
abriu mao de aproveitar suas proprias férias pra que eu pudesse realizar
minhas atividades. Sempre agradecerei a oportunidade de dividir um momento
de conquista com ela.

Gostaria de agradecer a minha orientadora Heloisa D’ Avila, que me
acolheu ainda na graduagéo, como um aluno de IC que ndo sabia nada, néo
tinha nenhuma experiéncia pratica e me ensinou tudo que eu precisei ao longo
desse tempo para chegar a este momento. Uma pessoa de competéncia e

paciéncia raras, que consegue extrair de mim o meu melhor e que esteve



sempre proposta a ajudar, discutir, ensinar e que, sem ela, com certeza néo
estaria hoje objetivando este titulo de doutor.

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que colaboraram com meu
doutorado, as professoras Patricia Elaine de Almeida e Juciane Castro, por
auxiliarem no desenvolvimento e no andamento do meu projeto e estarem
sempre abertas para ajudar quando precisei. A turma da imuno que por muitas
vezes emprestou reagentes, tirou duvidas, disponibilizou espago, em especial a
Barbara que tem me acompanhado nesse projeto. E também a todas as outras
pessoas que ajudaram emprestando equipamentos, pipetadoras, gaiolas ou
participaram do arranjo de salas e instalagdo de equipamentos. E por ultimo,
mas sem duvida nenhuma, ndo menos importante, gostaria de agradecer a
toda turma do laboratério de biologia celular, que viveu comigo o meu dia a dia
neste periodo, teve paciéncia, deu dicas e contribuiu para o0 meu crescimento
dentro de um laboratério e por muitas vezes “quebrou aquele galho” que com
certeza fez tudo isso acontecer. Dentre estes, seria injusto da minha parte n&o
destacar a participagdo do meu grupo de pesquisa, do professor Daniel Toledo
e da doutoranda Lairis Cunha e de todos os ICs, pois sem eles nao teria feito
nem uma pequena parte de tudo que realizei até aqui em meu doutorado.
Foram eles que fizeram experimentos noite a dentro, foram na faculdade
sabado e domingo, compartilharam da rotina de trato dos animais, dividiram
quartos de hotel durante congressos e com uma competéncia e eficiéncia
notdria, me ajudaram a fazer isso acontecer. Sem duvida essa conquista é tao

deles quanto minha.

A todos meu muito obrigado,
Gabiriel.



Resumo

A doenga de Chagas € um grande problema de saude, principalmente na
regiao da América do Sul e Central e é caracterizada pela organizagao mundial
de saude como uma doenga negligenciada, sendo sua incidéncia relacionada
com a pobreza e apresentando uma alta taxa de morbimortalidade. A Vitamina
D é um horménio metabolizado pela pele e que pode ser suplementada pela
ingestdo, que apresenta diversas fungdes no organismo, dentrei as quais, por
exemplo, a indugéo da calcificagdo 6ssea. Além disto, ja se sabe hoje em dia
que a vitamina D tem papel importante na regulagdo do sistema imunoldgico,
tendo um carater imunosupressor e a capacidade de induzir a producao de
compostos antimicrobianos. Neste trabalho avaliamos o papel da vitamina D
frente a infecgdo experimental in vitro de macréfagos peritoniais de
camundongos C57/BI6 por Trypanosoma cruzi, durante 24 horas, sendo que
para isto, estes grupos receberam também por 24 horas o tratamento com essa
vitamina. Nossos resultados demonstram que a vitamina D foi capaz de inibir a
formagdo das organelas chamadas de corpusculos lipidicos, uma menor
formacédo de IL-10 e um aumento na expressado de iINOS, enzima capaz de
metabolizar compostos antimicrobianos e diminuir a expressao de arginase.
Demonstramos também que a vitamina D é capaz de impedir a translocacéo do
receptor nuclear PPAR-y para o nucleo da célula. Este receptor participa da
transcricdo de diversos genes controladores do metabolismo lipidico e da
formagao de corpusculos lipidicos, podendo ser essa a via pela qual a vitamina
D capacita macréfagos a eliminar o T.cruzi. O uso de agonistas para ativagao
da via do PPAR-g reverte parcialmente os efeitos observados sobre estas
células pelo tratamento com a vitamina D. Como consequéncia destas
alteracbes, o nosso tratamento demonstrou reduzir quase que totalmente a
carga parasitaria nos nossos grupos tratados com vitamina D. De maneira
geral, nossos dados apontam que a acao especifica da vitamina D em
macrofagos infectados com T.cruzi é capaz de induzir uma acéo mais efetiva e
especifica dos mesmos para eliminagdo deste microorganismo, sendo
consequentemente um provavel fator indicador de um bom progndstico da

doenca.



Abstract

Chagas disease is a major health problem, especially in South and Central
American regions and its known by the World Health Organization as a
neglected disease, being related to human poverty and presenting a high ratio
of death. Vitamin D is a hormone metabolized in the skin that can be
supplemented trough ingestion and presents several functions on human
organism, among which, for example, induction of bone calcification. Besides
that, it's well known today that the vitamin D present important roles in the
immune system regulation and homeostasis, having an immunosuppressant
character and the ability to induce antimicrobial compounds production. In this
study, we evaluated vitamin D role in the experimental infection in peritoneal
macrophages of C57/BL6 mice, with Trypanosoma cruzi, during 24 hours, being
that for this, this groups received also for 24 hours, treatment with this vitamin.
Our results showed that vitamin D was able to induce in our macrophage
culture, reduced formation of lipid bodies organelles, reduced production of IL-
10 and increased expression of INOS, an enzyme capable of producing
antimicrobials compounds, and arginase. We have also shown that vitamin D is
able to prevent the translocation of the nuclear PPAR-y receptor to the cell
nucleus. This receptor participates in the transcription of several genes
controlling lipid metabolism and formation of lipid droplets, which may be the
way in which vitamin D enables macrophages to eliminate T.cruzi. The use of
agonists to activate the PPAR-y pathway partially reverses the effects observed
on these cells by treatment with vitamin D. As a consequence of these
alterations, our treatment has shown to reduce almost totally the parasite load
in our treated groups. In general, our data indicate that the specific action of
vitamin D in macrophages infected with T.cruzi is capable of inducing a more
effective and specific action of the same for the elimination of this
microorganism, being therefore a probable indicator factor of a good prognosis

of the disease.
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1 - INTRODUGCAO

1.1 — Doencga de Chagas

A doenca de Chagas representa uma condi¢cao infecciosa (com fase
aguda ou crbnica) classificada como enfermidade negligenciada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). E resultante da pobreza humana, ao
mesmo tempo que a reproduz, e apresenta elevada carga de morbimortalidade
em paises endémicos, incluindo o Brasil, com expresséo focal em diferentes
contextos epidemiolégicos (OMS). A distribuicdo espacial da doenga é limitada
primariamente ao continente americano em virtude da distribuicdo de mais de
140 espécies do inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), dai ser
também denominada "tripanossomiase americana". Progressivamente, no
entanto, a doengca tem alcangado paises n&do endémicos, mediante o
deslocamento de pessoas infectadas e por meio de outros mecanismos de
transmissao, como resultado do intenso processo de migracao internacional
(DIZ et al, 2002 ; MONCAYO e SILVEIRA, 2009 , REQUENA-MENDEZ et al,
2015)

Esta doenca foi descoberta pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas
que durante seus estudos de mestrado observou a presencga do barbeiro nas
casas e pode ver que o mesmo se alimentava de sangue inclusive de varias
pessoas, “picando” principalmente os rostos das vitimas por possuir habitos
noturnos. Com base nessas observagdes, ele dissecou um barbeiro e pdde
encontrar o, até entdo desconhecido, protozoario causador da doenca,
mandando amostras desse material para seu orientador, o pesquisador
Oswaldo Cruz, que o ajudou na identificacdo a caracterizagao do protozoario.

Oswaldo foi inspiragdo para Chagas, que nomeou o protozoario descoberto
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como Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu mestre (COURA, 2009 ;
KOBERLE, 1968).

A OMS estima em aproximadamente 8 a 9 milhdes o numero de
pessoas encontram-se infectadas em todo o mundo, a maioria na América
Latina. Estimativas recentes para 21 paises latino-americanos, com base em
dados de 2015, indicavam cerca de 6 a 7 milhdes pessoas infectadas por T.
cruzi, das quais 3.581.423 (62,4%) eram residentes em nagdes da Iniciativa
dos Paises do Cone Sul, destacando-se a Argentina (1.505.235), o Brasil
(1.156.821) e o México (876.458), seguidos da Bolivia (607.186). Todavia,
estes dados divergem de outras estimativas realizadas por diferentes grupos
de pesquisa e métodos para definicido de infeccdo por T. cruzi em varios
paises, o que dificulta o estabelecimento exato da prevaléncia da doenca de
Chagas nas Américas. No entanto, os autores concordam que o numero de
infectados € ainda muito expressivo no contexto sanitario e social do

continente, requerendo prioridade e atengao por parte dos paises (WHO, 2018)

O Trypanosoma cruzi pertente a ordem Kinoplastida, a qual compreende
organismos flagelados com uma organela denonimada cinetoplasto localizado
na mitocondria da célula. O T. cruzi esta incluido na sec¢ao Stercoraria, junto
com o grupo de tripanossomatideos, os quais no seu estagio infeccioso se
desenvolvem no trato digestivo do vetor e sua contaminagao ocorre através
das fezes deste (DE SOUZA, 2002 ; ZAGO et al, 2016).

A B C
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Figura 1: Vista esquematica das varias formas de desenvolvimento do T.cruzi. A: Amastigota , B:

Epimastigota, C: Tripomastigota. (De Souza, 2002).

Mais de 100 espécies de reservatorios selvagens do parasito foram
descritas, por exemplo, marsupiais, morcegos, roedores e primatas né&o
humanos. Dentre os recipientes domésticos, € importante destacar gatos,
cachorros, hamsters e porquinhos da india. Porcos e caprinos também ja séo
documentados como possiveis reservatorios do Trypanosoma cruzi. Outros
animais como répteis e passaros nao se tornam infectados porque possuem
lisinas que destroem o parasito (BARRETTO, 1964; DEANE, 1964; DIAS 2007;
PINTO et al, 2008).

A transmissdo da doenga de chagas pode ocorrer através de varios
mecanismos, como através de vetores (o principal mecanismo), mas ainda
pode ocorrer por meio de transfusdo de sangue, via oral através da ingestao de
alimentos contaminados, transmissao via parto, acidentes laboratoriais, manejo
de animais infectados, transplante de Orgaos, transmissdo sexual e
machucados. Estimasse que a transmissao vetorial corresponda a cerca de
70% dos casos, em paises que nao apresentem um sistema de controle dos
vetores, € que em paises nos quais nao exista um forte controle em cima de
doacdo e bancos de sangue, que esse meio de transmissdo possa
corresponder em 20% dos casos (FRAIHA et al, 1995; VALENTE et al, 1999;
PINTO et al, 2008).

Para ocorrer a transmissao vetorial, a forma epimastigota nao infectante,
se divide via fissdo binaria no intestino do insetor vetor e, posteriormente, se
transformam, no intestino grosso, na forma tripomastigota metaciclica,
caracterizada por um grande flagelo e por ser a forma infectante. Quando o
inseto vetor ingere sangue do hospedeiro mamifero, os tripomastigotas sao
eliminados pelas fezes. Os parasitos liberados podem penetrar no hospedeiro
pela regiao da picada ou também através do contato com regides de mucosa.
Estes parasitos entram nas células hospedeiras, se transformam nas formas
amastigotas  replicativas, formando um vacuolo parasitoforo, que

posteriormente se rompe e, com isso, 0s parasitos em sua forma amastigota,
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caracteristica pela forma esférica e um flagelo muito diminuto, se liberam no
citosol. Essas amastigotas se replicam e se diferenciam em tripomastigotas,
que sao liberadas pela lise celular novamente na corrente sanguinea do
hospedeiro. O ciclo reinicia quando um novo inseto pica o individuo infectado e
ingere os parasitos que estdo no sangue (BONNEY et al, 2014 ; BONNEY et al
, 2008 ; ANDREWS et al, 1990).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatoming bug lakes a blood meal
(prasnes metscychs ypomastigores in leces, e. Metacyclic trypomastigotes
trypemashgobes enler Bile wound o . penatrate varicus cells at bite
Prupcoosl Fiaanibraigs. such ins the corunclivl) wound site. Inside cells they

ﬁ& - transform into amastigates,

Melacyelic irypomastigetes "
In hindgut A @

Amasllgol‘.as multiphy
Trypomastigotes by binary fission in cills
can infect other cells of infected tissues

and transfonm inlo

intracellular amastigates

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycla.

I.|'I1.|IM|:|I1|I in midgut

Epumasngmea brypomastgobes ingested)

Trialomine bug takes
a blood meal

in ridgut

- v@&
’:;} Intraceliular amastigotes

transform into trypomastigoles,
than burst out of the cell
=1
A TIACHYR: S and anter the bloodstream

ﬁ= Diagnostic Stage

BAFES-HEALTHIEN+ FEQSLE

Figura 2: Ciclo de vida do Tripanossoma cruzi e sua transmissao vetorial (Center for Disease Control and
Prevention /CDC).

Os sintomas da Doenca de Chagas sdo variados, inclundo, febre,
aparecimento de ganglios, crescimento do bagco e do figado, alteragdes
elétricas do coragao e/ou inflamagao das meninges nos casos graves. Na fase
aguda, os sintomas duram de trés a oito semanas. Na fase cronica, os
sintomas estdo relacionados a disturbios no coragdo e/ou no esdfago e no
intestino predominantemente. Cerca de 70% dos portadores permanecem de
duas a trés décadas na chamada forma assintomatica ou indeterminada da

doencga. Os sintomas da Doencas de Chagas se devem a uma inflamacéao
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duradoura, persistente durante a fase cronica da doencga, que leva a destruicao
de células do 6rgao afetado, infiltracdo de linfocitos, € um aumento localizado
na producao de mediadores inflamatérios como citocinas, quimiocinas e 6xido
nitrico. Esse processo decorre entdo em um procesos de fibrose, que substitui
o tecido funcional do érgéo por tecido conjuntivo que n&o apresenta a mesma
funcionalidade, levando entdo a perda de sua fungdo (HUANG et al,1999;
MACHADO et al, 2008; PARADA et al, 1997; RODRIGUEZ-SALAS et al, 1998;
TEIXEIRA et al, 1978).

Um diagndstico rapido e preciso continua sendo um grande obstaculo ao
comego do tratamento. O diagnéstico € complicado devido as caracteristicas
da doenga e das suas duas fases distintas. Primeiramente, a fase aguda é
predominantemente assintomatica e com isso € raramente diagnosticada,
apesar de poderem ser encontrados parasitos no sangue. O longo estagio
indeterminado que se segue pode durar décadas, através das quais o parasito
se esconde e nao é facilmente detectado, apesar de iniciar uma infeccao
cronica no hospedeiro (RASSI et al, 2010). Entdo, cerca de 30-40% destes
individuos cronicamente infectados vao desenvolver sintomas cardiacos,
gastricos ou cardiodigestivos fatais. Esses quadros sao caracteristos pelo
paciente apresentar intensa inflamacao tecidual, que leva a perda da funcao
dos 6rgaos e consequentemente a morte, caso nao haja o tratamento. Por isso,
o quanto antes acontecer o diagnéstico da Doenga de Chagas e o tratamento
se iniciar, mais eficiente este sera. Durante o estagio crénico da doenga, com
pouco ou nenhum parasita circulante, o diagnostico é realizado através do
soro. Os testes mais frequentemente utilizados sdo o ELISA, a deteccédo
indireta por imunofluorescéncia e o arranjo de hemoaglutinacéo indireta (IHA)
(EGUEZ et al, 2016, RASSI et al, 2010; OTANI et al, 2009).

O manejo farmacoldgico da cardiopatia chagasica aguda € o mesmo
preconizado para o tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC) em miocardites
agudas de outras etiologias, sendo baseado na utilizagdo rotineira da
combinagcdo de trés tipos de farmacos: diuréticos, inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina (IECA) ou bloqueadores do receptor AT1 da
angiotensina Il (BRA) e betabloqueadores, sempre associados ao tratamento

especifico da infecgao por T. cruzi com benznidazol ou nifurtimox (CASTRO et
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al, 2002 ; BRAZILIAN CONSENSUS ON CHAGAS DISEASE, 2015 ; DIAS,
2016).

A histéria natural da fase aguda da cardite chagasica por transmisséo
oral da doencga de Chagas ainda nao é totalmente conhecida. Os casos mais
graves, com disfuncdo ventricular, derrame pericardico e fibrilagdo atrial,
tendem a ter pior evolugdo na fase aguda, necessitando de tratamento em
ambiente de terapia intensiva (CASTRO et al, 2002)

1.2 — Resposta Imunolégica ao Trypanosoma

cruzi

A ativacao de populagdes especificas de células que apresentam papéis
efetores € um processo critico no controle da parasitemia durante a fase aguda
da Doenga de Chagas. Existem muitos estudos disponiveis que analisam a
resposta imunoldgica durante a fase aguda da infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi, entretanto, ainda exitem varias lacunas. Tem sido amplamente
demonstrado que a produgao de anticorpos, assim como a ativagao de certos
mecanismos intatos (por exemplo, o sistema complemento), parecem ser
essenciais para o controle da replicacdo do parasito durante a fase aguda da
doenca. Cabe ressaltar também, que o controle exercido por esses
mecanismos € altamente eficiente, uma vez que a parasitemia apresenta niveis

muito baixos quando o paciente passa para a fase crdonica (KRETTLI, 2009)

Estudos em modelos experimentais de infeccdo por T.cruzi tem
demonstrado uma forte resposta imunolégica na fase aguda, com a intensa
producado de citocinas pro inflamatérias, como IFN-y e TNF-a, as quais ativam
as células, principalmente os macrofagos, para a eliminacdo do parasito
(TEIXEIRA et al, 2002 ; DE ANDRADE et al, 2018 ; PINTO et al, 2018). Esses
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dados sao corroborados por outros estudos que demonstram que animais
knockouts para a produgao destas citocinas sao altamente suscetiveis a esta
infecgcdo. Ja se foi também demonstrado que animais knockouts para a
producdo de 6xido nitrico também apresentam essa suceptibilidade, uma vez
que este é produzido apds a inducgao, principalmente, por estas citocinas
(TEIXEIRA et al , 2002 ; SILVA et al, 1995 ; RACHID et al, 2019)

Por um lado, essa intensa resposta inflamatoria € associada ao controle
do parasito na fase aguda, por outro, ja foi demonstrado que o hospedeiro
nessa fase apresenta uma miocardite (inflamagao do tecido cardiaco) aguda,
provavelmente também decorrente dessa intensa resposta. Essa resposta é
temporaria e insuficiente para um controle total da parasitemia e, por isso,
muitos estudos tem voltado seu interesse na melhora da resposta efetora das
células envolvidas neste processo, como por exemplo, os macrofagos
(MARQUES J, et al, 2013 ; DUTRA et al, 2014).

Macrofagos sdo uma populagédo heterogénea de células que se adapta,
regula e responde aos mais diversos sinais de seu microambiente. Eles
exercem diversos papéis essenciais na resposta imunolégica fagocitando e
eliminando (ou desencadeando um processo que tente eliminar)
microorganismos e células mortas ou em processo de morte. Apesar da grande
importancia dessas células, ja se sabe também que a constante e
descontrolada ativagcdo destas pode levar a danos ao hospedeiro, participando
assim do desenvolvimento de diversas patologias. O fendtipo imunolégico
destes macréfagos depende de varios fatores, incluindo, por exemplo, fatores
imunomodulatérios, como citocinas e produtos microbianos. (VAN
GINDERACHTER et al, 2006 ; PENA et al, 2015; GORDON, 2003). Enquanto
as citocinas Th1, como IFN-y e IL-1B8, e PAMPs, como LPS, induzem uma
resposta classica pré-inflamatéria (M1) nessas células, citocinas Th2, como IL-
4 e IL-13, produzem uma resposta alternativa (M2). Interessantemente, estas
podem variar entre esses dois estados de ativagao, apresentando um carater
chamado de plastico, dependendo da variacgdo momentanea destes estimulos
(PORCHERAY et al, 2009 ; MANTOVANI et al, 2010 ; PENAS et al, 2015).
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A ativagcdo de macrofagos depende também de seu metabolismo, o qual
culmina, por exemplo, na geragao de compostos que sao cruciais para a sua
funcdo celular especifica. O metabolismo aerébico que é dependente da
fosforilagdo oxidativa na mitocéndria €& essencial para a ativacdo de
macrofagos imunomodulatérios (M2). Por outro lado, o metabolismo
anaerobico, independente da cadeia de fosforilagdo na mitocdndria gera
substratos que produzem mediadores anti-microbianos por parte destes
macréfagos (M1). Dentre esses compostos anti-microbianos podemos citar as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e o o6xido nitrico (NO), sendo estas
moléculas-chaves produzidas pelos macrofagos M1 em uma montagem efetiva
da resposta imunologica do hospedeiro contra parasitos intracelulares,
incluindo o Trypanosoma cruzi (SUE KOO e NISHA JAIN GARG, 2016 ;
GUPTA 2009). O balangco entre estas respostas €& essencial no
desenvolvimento da patologia, pois enquanto uma resposta M1 & necessaria
para o controle da parasitemia, uma resposta M2 é essencial para evitar os
danos decorrentes de uma resposta inflamatéria exarcebada e continua
(MANTOVANI et al , 2010)

A transicao entre a fase aguda e a fase cronica € acompanhada de uma
diminuicdo da parasitemia no sangue e nos tecidos, bem como uma redugao
significativa da forte resposta imunolégica montada na fase aguda. E bem
conhecido o papel de citocinas anti-inflamatérias, destre as quais destaca-se a
IL-10 que apresenta um papel importante na modulacdo da producédo de
citocinas proé-inflamatérias (SOUZA et al, 2004 ; WALDEREZ et al, 2014). De
fato, sabe-se que durante essa mudanca de fases e durante o periodo crbénico
da Doenga de Chagas, o hospedeiro produz IL-10 significativamente
(SATHLER-AVELAR et al, 2003 ; SOUZA et al, 2004), justificando a redug¢ao da
resposta inflamatéria notada nessa etapa. Interessantemente, apesar da
producao dessa citocina reduzir o processo inflamatério, este ndo é reduzido a
ponto de se notar na fase crbnica um aumento da parasitemia, indicando que
esse balanco entre respostas pro- e anti-inflamatéria € bem orquestrado,
principalmente em pacientes que nao desenvolvem os sintomas. Por estes
dados, acredita-se que o desenvolvimento da miocardidite classica, que € um

os principais sintomas da Doenca de Chagas, deve-se a perda desta
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homeostasia imunoldgica, decorrendo nos caracteristicos danos teciduais
(WALDEREZ et al, 2014).

Além dos fatores mais conhecidos que participam do balanco dessa
resposta imunolégica, recentemente tem sido fortemente estudadas organelas
conhecidas como corpusculos lipidicos. Essas organelas sao sitios de
producdo de mediadores lipidicos que participam diretamente, por exemplo, na
ativacdo de macrofagos frente aos mais diversos estimulos e infeccbes
(TOLEDO et al, 2016, ALMEIDA et al, 2018).

1.3 — Corpusculos Lipidicos , Prostaglandina E; e
receptor nuclear PPARYy

Corpusculos lipidicos sdo organelas com afinidade por tetroxido de
6smio e que apresentam uma monocamada fosfolipidica com centro rico em
lipideos neutros e diversas proteinas. Estas organelas estdo presentes em
grande parte dos leucdcitos e outros tipos celulares, como células endoteliais,
fibroblastos e mastdocitos (DVORAK, 1993; BOZZA et al, 2007).

Os corpusculos lipidicos recebem diversas denominagdes na literatura,
dependendo do tipo celular, como por exemplo: gotas lipidicas (“lipid droplets”)
em adipdcitos, glébulos lipidicos (“lipid globules”) em células mamarias,
corpusculos lipidicos ou particulas lipidicas (“lipid bodies ou particles”) em
varias células animais e fungos, e corpos oleosos (“oil bodies”) em sementes
de plantas superiores (MARTIN E PARTON, 2005; MURPHY, 2001). No
passado, os corpusculos foram erroneamente confundidos com vacuolos ou
fagossomos, pois eram vistos como imagens negativas apds coloragdes que
nao preservavam lipidios. Atualmente, com o uso de fixagdo apropriada e
coloracao ou contraste especificos para lipidios celulares, como sudan black ou

tetréxido de ésmio, os corpusculos lipidicos sao claramente visualizados tanto
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na microscopia de luz, como na microscopia eletrénica de trasmissao (Figura
3). Os corpusculos lipidicos também podem ser reconhecidos através da
utilizacdo de marcadores fluorescentes, incluindo Nile red, lipidios contendo
sondas fluorescentes como acido pirenododecandico (P96), e 2-(4,4-difluoro-
5,7-dimetil-4-bora-3a,4-diaza-s-indacene-3-pentanoil)-1-hexadecanoil-sn-

glicero-3-fosfato, diammonium salt (3-Bodipy FL C5-HPA) (BOZZA et al, 2007).

Os corpusculos lipidicos sao estruturados por proteinas da familia
perilipina (PLIN), incluindo perilipina/PLIN1, PLIN2/ADRP do inglés “adipose
differentiation-related protein”), PLIN3/TIP47 (do inglés “tail-interacting protein
of 47 Kda”), bem como, enzimas metabdlicas, algumas quinases envolvidas em
processos de sinalizacao celular e proteinas envolvidas no transporte vesicular,
como pequenas GTPases da familia Rab, calveolinas e fator de ribosilagado do
ADP (ARF) (D'AVILA et al., 2008a; D'AVILA et al., 2008b; D'AVILA et al., 2006;
BOZZA et al., 2007 ; DVORAK et al, 1993 ; ALMEIDA et al, 2018). Por sua
constituicdo lipidica e protéica, muitos estudos tém estabelecido que os
corpusculos lipidicos s&o organelas dindmicas, que podem atuar como sitios de
sinalizagao intracelular em leucdcitos ativados, onde aumentam em numero e
tamanho em processos inflamatérios. Nos leucécitos, os corpusculos lipidicos
parecem participar da regulagcdo do metabolismo lipidico e do controle da
sintese e secrecdo de mediadores inflamatérios em resposta a infecgdes
(D'AVILA et al 2011; BOZZA et al., 2007; D'AVILA et al., 2006; PACHECO et
al., 2002).

Estas organelas foram erroneamente caracterizadas por muitos anos
como apenas uma organela de reserva de energia, hoje sabe-se que os
corpusculos lipidicos séo organelas dinamicas e com grande importancia no
controle da sintese de lipideos e em processos inflamatérios (D’AVILA et al,
2008, D’AVILA et al, 2006; WAN et al, 2007; BOZZA et al., 2007). Assim sendo,
corpusculos lipidicos podem diretamente ou indiretamente estar envolvido
diversar fungbes celulares, como o metabolismo de lipideo, o trafego de
membranas, a sinalizagdo intracelular e a produgdo de mediadores
inflamatérios diversos (D’AVILA et al, 2006, MENDONGCA et al, 2016 ;
ALMEIDA et al, 2018).
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Figura 3 — (A) Corpusculos Lipidicos (verde) em macréfagos durante a infecgdo por
Trypanosoma cruzi e (C) no préprio Trypanosoma cruzi (LB) (B) Modelo esquematico da forma e
constituicdo dos corpusculos lipidicos, demonstrando suas principais proteinas estruturais de membrana e

do nucleo hidrofébico formado por lipideos neutros (ALMEIDA et al, 2018)

Estas estruturas sdo também sitio de localizacdo de enzimas formadoras
de eicoisandides, como por exemplo, ciclooxigenase-2 e lipooxigenases. De
fato, em células participantes de processos inflamatorios e neoplasias, a
quantidade e o tamanho destes corpusculos sofrem um grande aumento
(D’AVILA et al, 2006 ; D’AVILA et al, 2008;). Tanto a formacéao destes lipideos,
quanto a compartimentalizacdo de enzimas nos corpusculos lipidicos séo
processos altamente regulados por processos inflamatérios e envolvidos no
aumento da capacidade de leucécitos de formar eicosandides frente estimulos
(MELO et al, 2006).

Dentre estes eicosandides, destaca-se a prostaglandina E, (PGE;), que
€ uma pequena molécula derivada de acido araquidénico (AA), produzida por
ciclooxigenases, como, por exemplo, a ciclooxigenase constitutivamente ativa 1
(COX1), e COX-2 (isoforma induzivel) (JOHANSON et al, 2013). Apesar da
PGE; promover um influxo de neutréfilos, macrofagos e mastécitos para o sitio
de inflamacdo, pela produgdo de quimiocinas como CXCL8 e CCL2,
(NAKAYAMA et al, 2006), sua atuagao sobre estas diversas células apontam
para um papel supressor da atividade inflamatéria por parte deste eicosandide.

A PGE; reduz a capacidade citotoxica de linfécitos NK, pela redugdo da
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sensiblidade a IL-12, IL-15 e IL-2 e diminuigdo da produgéo de IFN-y por estes
(WALKER et al, 2004 ; JOSHI et al, 2001). Limita também a capacidade de
fagocitose de macrofagos alveolares, bem como sua capacidade de eliminacao
do patdégeno pela indugcédo da cinase-M associada a IL-1R, a qual bloqueia a
fagocitose mediada por receptor do tipo scavenger e a ativagdo de TNF-a
dependente de TLR (Toll-like receptor) (HUBBARD et al, 2010).

A PGE; também participa ativamente do balango entre as respostas
imunoldgicas Th1/Th2, sendo que, em baixas quantidades, demonstra a
capacidade de levar esta resposta em direcdo a um perfil Th2/Th17 que
mediam processos muito menos danosos aos tecidos (KALINSKI, 2012). Isto
ocorre, pois esta atua na inibicdo da producéo de citocinas caracteristicas do
perfil Th1, como IFN-y, e ndo em citocinas Th2, como IL-4 e IL-5 (SNIJDEWINT
et al, 1993). Em altas doses, PGE; atua inibindo a producéo e a sensibilidade
de células T a IL-2, a proliferagao ativacdo destas. Sendo responsavel entéo,
de maneira geral, pelo controle da proliferagdo e ativagdo de células NK,
células da resposta Th1 (KALINSKI, 2012).

O mecanismo de formacao de corpusculos lipidicos nas células
inflamatdrias € um evento altamente regulado e depende de varios fatores. O
modelo mais aceito sugere que enzimas, como a diaciltransferase DGAT1 e
DGAT2, produzem triacilglicerdis (TAG). Além disso, essas enzimas estao
envolvidas no metabolismo lipidico localizado em compartimentos especificos
do reticulo endoplasmatico (RE), favorecendo a sintese de lipidios neutros
entre os dois folhetos de membrana do RE, produzindo um nucleo lipidico
hidrofébico neutro (BOZZA et al, 2009). Depois de atingir um tamanho
determinado, CLs em formacédo carregados com proteinas sem dominios
transmembranares, saem do RE para o citoplasma e entdo os lipidios séo
revestidos por uma monocamada de fosfolipidios do folheto citoplasmatico da
membrana do RE (MARTIN E PETON 2005 ; BOZZA et al, 2009). Trabalhos do
nosso grupo demonstraram que, em macréfagos murinos, a infecgao in vitro
por T. cruzi induziu a formagao de LBs através do reconhecimento via toll like
receptor 2 (TLR-2) (D'AVILA et al, 2011). De fato, alguns grupos de
pesquisadores identificaram diferentes motivos moleculares deste parasito

capaz de ativar TLRs em macréfagos, tais como glicoproteinas parecidas com
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mucinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol (tGPI-mucina) presentes na
membrana do parasita e capazes de induzir a resposta inflamatéria através de
ativacao de TLR2 (ALMEIDA et al, 1993 ; GRAVINA et al , 2003).

Durante a infeccao por T. cruzi, a inducdo de apoptose, especialmente
de linfocitos T e B (FREIRE-DE-LIMA et al, 2000; DOS REIS, 2011) e
neutréfilos (MAGALHAES et al, 2017) representa um importante mecanismo
que contribui para a replicagdo do parasita, devido aos efeitos
imunomoduladores na resposta imune do hospedeiro (DECOTE-RICARDO et
al, 2017). Consequentemente, a depuragdo fagocitica dessas células
apoptéticas por macrofagos tem profundas consequéncias nas respostas
imunes inatas e adaptativas em tecidos inflamados (ELLIOTT et al, 2017). Além
disso, tem sido demonstrado que a formacao de CLs durante a infecgao por T.
cruzi em macrofagos € potencializada na presenga de apoptoticas (D'AVILA et
al, 2011). A captagcdo de células apoptéticas através da integrina avp3
(receptor de vitronectina) é critica na indugédo de CLs durante a infecgao por T.
cruzi (ALMEIDA et al, 2018 ; D’AVILA et al, 2011).

O processo de formagdo destas organelas € altamente regulado por
diversos fatores e dentre os fatores mais importantes para a regulacido deste
processo, destaca-se o papel do PPAR-y. O receptor ativado por proliferador
de peroxissoma-y (PPARy) € membro da familia de receptores de transcrigao
nuclear e semelhan um grande grupo diversificado de proteinas dependentes
de ligantes que medeiam a ativagdo e repressao transcricional e que, de
maneira semelhante a outros receptores nucleares, eles compreendem um
dominio A / B envolvido na ativagao transcricional, um dominio C responsavel
pela ligagao ao DNA, um dominio D que serve como uma “articulacédo” e um
dominio E que liga os ligantes e se conecta com a maquinaria de transcrigao
(VARGA et al, 2011, MANGELSDORFF et al , 1995).

Expressdo do PPARy € um evento fundamental na diferenciacdo de
adipdcitos, metabolismo de lipideos e regulagdao da glicemia (VARGA et al,
2011). Os PPARs ativam a transcricdo de DNA por ligacdo a uma sequéncia
de DNA relativamente conservada na proximidade dos genes alvo. Analogo a
varios outros receptores nucleares, os PPARs se ligam ao DNA principalmente

como um heterodimero com o Retindide X Receptor RXR. PPARs ativam a
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transcricdo génica promovendo a liberagdo de proteinas co-repressoras e
estimulando a ligacdo de proteinas co-ativadoras, processos que sao
desencadeados pela ligacdo do ligante tanto a unidade PPAR quanto a RXR
(KERSTEN , 2017). Os ligantes para os PPARs abrangem uma gama de
lipidos exdgenos e enddgenos, incluindo varios acidos graxos, bem como um
grande numero de compostos sintéticos. Além disso, alguns dos eicosandides
ja citados, originados do metabolismo do acido araquidénico, como os
leucotrienos, os acidos hidroxieicosatetraenoico (HETES) e as prostaglandinas
também podem ser agonistas efetivos para as isoformas PPAR especificas
(KERSTEN, 2017 , GEOGARDI et al 2012).

Diversas proteinas associadas aos corpusculos lipidicos, incluindo
membros da familia das perilipinas e proteinas transmembrana indutoras do
armazenamento de gordura, estdo sob controle transcricional direto dos
PPARs. A ativacdo de proteinas associadas aos corpusculos lipidicos, por
PPARSs proporciona um mecanismo de conexao entre a captagao lipidica e sua
capacidade de armazenamento, regulando a formagdo de corpusculos
lipidicos (RODRIGUEZ E KERSTEN, 2017 , ITABE et al, 2017 , ARIMURA et
al, 2004, KADEREIT et al, 2008). De fato, dados do nosso grupo demonstraram
que a infecgédo por BCG em macréfagos levou a uma expressao aumentada de
PPARy em macrofagos de camundongo e que a expressao de PPARy induzida
por BCG, a formagéo de CLs e a produgéo de PGE, e TNF-a foram inibidas de
forma irreversivel em camundongos deficientes em TLR2, demonstrando a
importancia dessa via no aumento da expressao do PPARy (ALMEIDA et al,
2009). Como ja foi dito, a literatura demonstra que a ativagao do PPARy regula
0o acumulo de lipideos e a expressdao de varios genes envolvidos no
metabolismo lipidico incluindo a PLIN2/ADRP (NAGY et al, 1998 ; TONTONOZ
et al, 1998). Dados da literatura demonstram que o heterodimero PPARy:RXR
participa de uma via de sinalizacdo que potencializa a captag¢ao celular de LDL
(do inglés “low density lipoprotein”) através da ativagcdo transcricional do
receptor CD36. A modificdo oxidativa da particula de LDL a torna capaz de ligar
receptores do tipo scavenger (CD36) e, ao mesmo tempo, converte um
componente da particula, o acido linoléico, num activador eficaz do PPARYy.

Assim, como uma consequéncia de internalizagdo de uma LDL-ox (LDL pds

27



modificagdo oxidativa) por endocitose mediada por receptor scavenger, um
sinal de ativagcdo para PPARy é encaminhado para o nucleo. A ativagéo
transcricional do PPARy inicia um “loop” de realimentacdo positiva que
aumenta a expressado do receptor de LDL-ox, o CD36 (NAGY et al, 1998 ;
TONTONOZ et al, 1998).

Além de ser um importante modulador metabdlico, a via de sinalizagao
deste receptor PPAR-y € para a regulacédo do sistema imunolégico. Estudos ao
longo das ultimas décadas demonstraram que o PPAR-y suprime a secregao
de citocinas pro-inflamatérias pelas células epiteliais, promove o
desenvolvimento de macréfagos M2 e aumenta o acumulo de Treg em sitios
inflamatorios, como o tecido adiposo visceral (DESVERGNE e WHALI , 1999)

Evidéncias indicaram um papel importante dos PPARs no controle de
varios tipos de respostas inflamatérias. Essas fungcbes sdao mediadas em
grande parte as habilidades das isoformas PPARa e PPARYy, usando
mecanismos dependentes de agonistas, para suprimir a atividades de muitos
fatores de transcricdo ativados, incluindo o fator nuclear-kB (NF-kB),
transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATSs), proteina ativadora 1
(AP1) e fator nuclear de células T ativadas (NFAT) (DAYNES e JONES et al,
2002, GOSSET et al, 2001). PPARy é expresso por macrofagos e células
dendriticas, bem como pelas células B e T, estando envolvidos ativamente em
aspectos de imunorregulagao por meio da capacidade de regular a homeostase
energética, composicao lipidica de diversas membranas e proliferagéo celular,
por exemplo (ALLEVA et al, 2002, SETOGUCHI et al, 2001). Estudos da via do
PPAR em infecgbes com Trypanosoma cruzi demonstraram que, a ativagao
desta via com a utilizagdo de agonistas, levou a uma inibigdo de citocinas pro
inflamatdrias produzidas por macréfagos, como o TNF-a, a IL-6 e IL-1p, além
de inibidir também a producgédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
através da inibicdo da via do NF-kB. Com isso, a ativagcdo do PPAR-y em
macrofagos infectados com T.cruzi levou estes a apresentarem um perfil de
polarizacdo M2, incapaz de eliminar o parasito (PENAS et al, 2015)

Também ja foi demonstrado que ligantes especificos de PPARYy inibem
a produgao de muitas citocinas inflamatérias como TNF-q, interleucina-1p (IL-

18) e IL-6, a produgéo indutivel de éxido nitrico, expressdo de metaloproteinase
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de matriz 9 (MMP9) e de receptores scavenger de macréfagos (MSR) em
varios tipos de células, incluindo mondécitos, macrofagos e células epiteliais ,
frente aos mais diversos estimulos, e ndo somente na infec¢cédo pelo T.cruz
i(DELERIVE et al, 2001).

Na infeccao in vivo pelo Trypansoma cruzi, estudos demonstram que o
PPAR-y esta diretamente ligado a regulagdo das caracteristicas normais do
tecido adiposo. Neste caso ambas as vias lipolitica e lipogénica séao
profundamente afetadas, uma vez que a expressdo de enzimas lipoliticas e
enzimas lipogénicas sdo reguladas negativamente de maneira intensa
(GONZALES et al, 2018). Padrdo semelhante foi observado em adipdcitos
isolados de animais infectados in vitro com Trypanosoma cruzi. Além disso, o
tecido adiposo infectado in vivo revela um perfil pro-inflamatério, com aumento
da infiltragdo de leucdcitos acompanhada de superexpressao de TNF e IL-6 e
diminuicdo da adiponectina. Surpreendentemente, o fator nuclear PPAR-y esta
fortemente diminuido nos adipécitos durante a infeccéo in vivo (GONZALES et
al, 2018).

Sendo assim, o estudo de corpusculos lipidicos, bem como, a
caracterizagao de moléculas que modulam a sua formacado e interfiram na
sintese de mediadores inflamatérios derivados desta organela, surge como
uma possivel alternativa terapéutica para infecgbes causadas por patdégenos

intracelulares,

1.4 — Vitamina D

A vitamina D é unica entre os horménios, devido ao fato de poder ser
metabolizada na pele, a partir da exposicdo ao sol. A vitamina D apresenta
duas formas, sendo elas a Vitamina D2 (ergocalciferol), que é metabolizada a
partir da incidencia de raios UV sobre o ergosterol do esporao do trigo e de
leveduras, ocorrendo também naturalmente em cogumelos expostos ao sol. A

vitamina D3 (colecalciferol) por sua vez, é sintetizada na pele e é abundante
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em carne de peixes ricas em o6leo, como o salmio. A vitamina D3
comercialmente vendida, como suplemento, é sintetizada a partir do preocusor
colesterol 7-dehidrocolesterol , naturalmente presente na pele ou obtido a partir
da lanolina (HOLICK, 2007 ; HOLICK et al, 2011 ; TAKIISHI et al, 2010).

No inicio do século passado, a Vitamina D foi considerada um
micronutriente, pois a administracdo oral de uma colher de sopa de dleo de
figado de bacalhau por dia curava as criangas com raquitismo e se acreditava
que a mesma atuaria como um co-fator enzimatico. Na década de 1930,
descobriu-se que a exposicao a luz solar ou ultravioleta artificial formava
vitamina D3 e que este mecanismo mantinha niveis adequados desta vitamina
em seres humanos. Nos meados dos anos 60, esta vitamina comegou a ser
vista como um horménio esterdide e seu derivado ativo foi identificado no final
desta mesma década. Em 1971, forma ativa da vitamina D foi isolada por
Kodicek e Norman e sua estrutura identificada por Holick. Ainda neste mesmo
ano, Lawson determinou que este metabdlito era produzido no rim a partir do
processo de hidrolizagdo, antes de agir nos orgaos-alvo. Iniciava-se entdo o
entendimento deste horménio complexo, pluripotente, tal como o conhecemos
hoje (NORMAN, 2001 ; NISHII E OKANO , 2001 ; PREMAOR E FURLANETTO
, 2006 ).

A vitamina D que é obtida através da alimentagédo € absorvida no
sistema linfatico, entrando assim no sistema venoso e, tanto esta, quanto a
vitamina D produzida na pele apresenta inicialmente um estado inerte,
requirindo que esta molécula passe por dois processos distintos de hidroxilagcao
(o primeiro no figado e o segundo nos rins) para atingir o seu estado
biologicamente ativo (DE LUCA, 2004 ; HOLICK 2007).

Apos estes processos a forma ativa da vitamina D (1,25-di-
hidroxivitamina D) interage com o seu receptor especifico presente em diversos
orgaos do corpo, como intestino, rins e figado e exerce as mais distintas
fungdes. Dentre as fungdes mais conhecidas e importantes, podemos citar, por
exemplo, a estimulagédo na absorg¢ao de calcio e fésforo no intestino, de modo
que em uma condicdo de hipovitaminose , apenas 10 a 15% do calcio e 60%

do fésforo é absorvido da alimentagéo diaria, sendo a vitamina D responsavel
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pelo aumento de 30 a 40% da absorcado de calcio e 80% na absorcao de
fésforo (HOLICK , 2007 ; HOLICK et al 2011, DE LUCA 2004 ; HEANEY 2004).

E notavel também a importancia desse composto na formagao 6ssea. O
1,25-di-hidroxivitamina D interage com seu receptor nos osteoblastos de modo
a estimular a expressao do receptor ativador do fator nuclear «B , que por sua
vez, induz mondcitos imaturos a se tornar osteoblastos maduros, os quais
dissovelm a matriz 6ssea, produzem osteocalcina e fosfatase alcalina, aumenta
o recrutamento de calcio e outros minerais para os 0ssos, a diferenciacao e a
fusdo dos precursores em osteoclastos ativos, aumenta ainda a reabsorgao de
célcio e fosfato em osso ainda ndo mineralizado. De fato, o raquitismo é um
disturbio que pode ser causado pela falta de vitamina D, que causa o

amolecimento e o enfraquecimento dos ossos (STAVENUITER et al, 2005 ).

Outras importantes funcbes exercidas pela vitamina D dependem da
acao local desta nos receptores especificos de cada tipo de tecido, esta
demonstrando entdo uma grande gama de fungdes bioldgicas. Estudos ja
demonstram que a vitamina D ativa atua através do receptor de vitamina D
(VDR), um receptor nuclear polimérfico que modula a expressédo de diversos
genes envolvidos em processos imunoldgicos (TAKIISHI et al, 2013), como por
exemplo, a produgao de citocinas (SRVIASTAVA et al, 1994; MANOLAGAS et
al, 1994 ; LEMIRE, 1992). Além das fungdes supracitadas, outras de suas
fungdes mais bem estudadas e compreendidas de grande importancia que séo
dignas de citagdo sdo: a inibicdo da proliferacdo celular induzindo a
diferenciacao terminal ; inibicdo da angiogenese; estimulagdo da producao de
insulina; inibicdo da producdo da renina (enzima que controla a entrada de
sangue nos glomérulos renais); estimulagdo a produgdo de catelicidinas por
macrofagos (um peptidio antimicrobiano presente no lisossomo de macréfagos
e de extrema importancia no controle de parasitos intracelulares, como o
Trypanosoma cruzi (ADAMS E HEWISON, 2010 ; LIU et al 2006 ; BOUILLON
et al 2008). A producao local de vitamina D em sua forma ativa pode ser
reponsavel pela regulagdo de até 200 genes, que podem controlar fatores
bioldgicos responsaveis pelos inUmeros beneficios para a saude que véem
sendo documentados relacionados com a vitamina D (NAGPAL, 2005 ; MOAN

J etal, 2008 ).
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A deficiéncia de vitamina D é um dos disturbios nutricionais mais
frequentes atualmente , em todo mundo estimando-se que cerca de um bilh&do
de pessoas sofram de insuficiéncia ou deficiéncia dessa vitamina. No Brasil,
embora a maioria da populagédo resida em regides de adequada exposigéao
solar, a hipovitaminose D também é um problema comum, atingindo pessoas
de qualquer idade (SANTOS et al 2012 ; OLIVEIRA et al 2013). Dentre os
principais fatores causadores desse quadro, podemos citar a diminuigcdo da
transferéncia materno-fetal (gestantes com hipovitaminose D e casos de
prematuridade), a diminuicdo da sintese cutanea pela exposicdo solar
inadequada (uso de protetor solar, roupas que cubram quase todo o corpo,
presencga de poluigdo atmosférica, variagdo na latitude e nos tons de pele) , a
diminuicao da absorcéao intestinal, seja por doencas (doencga celiaca, doenca
inflamatodria intestinal, fibrose cistica, sindrome do intestino curto) ou por
alimentacao deficitaria e o sequestro da vitamina D no tecido adiposo devido a
obesidade (SAGGESE et al, 2015 ; SPECKER et al , 1985 ; KURIHAYASHI et
al, 2015).

O baixo nivel de vitamina D tem sido implicado na etiologia de
doencas auto-imunes tais como esclerose multipla, artrite reumatoide, diabetes
mellitus dependente de insulina e doenca inflamatéria do intestino. O nivel ideal
de ingestdo de vitamina D necessario para apoiar a fungdo imunoldgica ideal
nao é conhecido, mas € provavel que seja pelo menos necessario para 0s
ossos saudaveis (YANG et al, 2013, SZELES et al , 2009). Experimentalmente,
a deficiéncia de vitamina D resulta no aumento da incidéncia de doencgas
autoimunes. Alguns dados também apontam para um papel da vitamina D no
desenvolvimento da autotolerancia. O hormoénio vitamina D (1,25-dihidroxi
vitamina D3) regula a funcdo das células T auxiliares (Th1) e das células
dendriticas, ao mesmo tempo que induz a funcéo reguladora das células T. O
resultado é uma diminuicdo na resposta autoimune induzida por Th1 e
diminuicdo da gravidade dos sintomas (KUNDU et al, 2014 ; VAN BRUSSEL |,
et al, 2014)

Um dos mecanismos que veem sendo muito estudado, como dito a
cima, € a regulagcdo por parte do calcitriol, de células dentriticas e sua

subsequente cadeia de regulagdo imunologica. Além dos caracteristicos
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estimulos imunoldégicos, as células dentriticas assumem padrées metabdlicos
diferentes conforme sua ativagdo, sendo o metabolismo de glicose através da
fosforilagcdo oxidativa um importante marcador de células envolvidas em
processos tolerogénicos (BSCHADER E BUTCHER, 2016). Quando a 1,25-di-
hidroxivitamina D €& administrada a mondcitos humanos submetidos a
diferenciacdo por GM-CSF para criar DC tolerogénicas, um programa de
transcricdo precoce € iniciado e envolve a fosforilagdo oxidativa. Ao sustentar a
fosforilagdo oxidativa como um modo de degradacgédo da glicose a VD3 pode
apoiar ou favorecer a tolerancia imunoldgica. Este efeito metabdlico do VD3
poderia ajudar a explicar a associagao da deficiéncia de VD3 com sindromes
autoimunes e os efeitos potencialmente benéficos da suplementagéo de VD3
(FERREIRA et al, 2009; FERREIRA et al, 2015) Além disto, é necessaria a
expressao de “Immunoglobulin-like transcript 3” (ILT3) por DCs para induzir
células T reguladoras CD4 + Foxp3 +. Um estudo descobriu que a 1,25-di-
hidroxivitamina D foi capaz de induzir suprarregulagcao da expressao de ILT3
em DC humanas imaturas e maduras. Além disso, este horménio pode atuar na
regulacdo do NF-kB que tem dentre suas fungdes regular a producéo de IL-12,
IFN tipo I, CCL7, receptor de quimiocina 22 (CCL22) e a expressao de
moléculas MHC de classe Il, CD40, CD80, CD86 e ILT3 (ADORINI L et al,
2004, ADORINI, 2011). O NF-kB é um regulador do sistema imune, genes
inflamatorios e também é um alvo para muitos agentes anti-inflamatorios e
imunossupressores, incluindo glicocorticoides e medicamentos anti-
inflamatorios que se ligam a mesma familia de receptores nucleares como o
receptor de vitamina D. DCs humanos tratados com 1,25-di-hidroxivitamina D
mostraram diminui¢cao da translocacao nuclear da subunidade p65 do NF-kB, o
que pode explicar alguns dos efeitos antiinflamatérios da Vitamina D. Além de
seu potencial para controlar o desenvolvimento de DC, o VD3 modula
diretamente as respostas das células T (DONG X et al, 2005). A presenga de
1,25-di-hidroxivitamina D durante a ativagao de células T inibe sua proliferacao,
favorece o desenvolvimento das células. No entanto, os niveis circulantes de
1,25-di-hidroxivitamina D in vivo sdo muito baixos. Para mediar esses efeitos, e
25-OH-VD3, a principal forma circulante da vitamina, ndo ativa a transcrigéo
dependente de VDR. Assim, a 1,25-di-hidroxivitamina D deve ser gerada

localmente para efetuar a programacgao das células T, e as DC podem cumprir
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essa funcdo: tanto as células dendriticas derivadas de mondcitos, quanto
subconjuntos humanos derivados de DC in vivo podem gerar e apresentar o
horménio para as células T (HEWISON M et al, 2003 , ADORINI et al, 2004)
Outros fatores relacionados com a imunoregulagdo gerada pela
vitamina D também ja sdo estudados e conhecidos. Por exemplo, sabe-se que
a forma ativa 1,25-di-hidroxivitamina D participa da conversao Th1/Th2 e agora
no equilibrio Th17/Treg. Especificamente, a 1,25-di-hidroxivitamina D pode
inibir o fenotipo Th17 inibindo a transcricdo de RORvt, IL-17, IL-23R e IL-22 e
promover o subgrupo Treg induzindo a expressao de IL-10. Foxp3 e CTLA-4.
Além disso, a 1,25-di-hidroxivitamina D também pode inibir a expresséao de IL-2
e IFN-y e modular a diferenciagdo de células Th17 (CHANG et al, 2010). A
secrecao do fator estimulante de colénias de granuldcitos/macréfagos (GM-
CSF), também é inibida pela 1,25-di-hidroxivitamina D . Além disso, a
expressao da molécula marcadora Th17 CCR6 é reduzida pela vitamina D, o
que, por sua vez, reduz o numero de células Th17 que migram em resposta a
CCL20. Este hormoénio também tem efeitos diretos e potentes sobre as
respostas das células B, incluindo inducdo de apoptose e inibicdo da
proliferacdo, geracdo de células B de memdria, diferenciagcdo de células
plasmaticas e produgéo de imunoglobulinas (HART et al, 2011). De maneira
geral, a vitamina D apresenta fungdes variadas dependendo do subgrupo
celular a qual ela esta atuando (Figura 4) e representa um importante mediador

inflamatdrio pra diversas condi¢gdes médicas importantes.
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Figura 4: Resumo da atividade da vitamina D ativa sobre alguns importantes grupos celulares

participantes da resposta imunolégica (HART et al, 2011)

A depender de sua gravidade e duragdo, a hipovitaminose D pode ser
assintomatica ou se manifestar como atraso do crescimento, atraso do
desenvolvimento, irritabilidade, dores O6sseas e, quando grave e prolongada,
causar hipo-calcemia, hipofosfatemia, hiperfosfatasemia, acentuagdo da
elevacdo do horménio da paratireoide, raquitismo em criangas e osteomalacia
em adolescentes e adultos. Hoje, devido aos estudos ligando a Vitamina D ao
funcionamento do sistema imunoldgico, sabe-se também que o quadro de
hipovitaminose pode levar os individuos a uma resposta deficitaria frente a
diversos desafios do ambiente, como por exemplo, infeccdes por patdogenos
intracelulares (BINKLEY et al, 2010 ; OLIVEIRA et al 2013).

1.5 — A vitamina D e doencas infectoparasitarias

Apesar da maioria dos estudos com vitamina D e doengas serem
voltados para estudos com relagdo ao metabolismo 6sseo (por exemplo, o ja
citado raquitismo) e, da literatura comumente a caracterizar como um mediador
anti-inflamatério, novos estudos comegcam a sugerir que a Vitamina D também
tenha um papel importante no desenvolvimento de diversos processos
patoldgicos infecciosos, como por exemplo, na tuberculose, nas infec¢gées do
trato respiratorio, nas infecgdes pelo virus influenza e no desenvolvimento da
AIDS. Apesar existirem indicios concretos da relagdo dessa vitamina com o
prognéstico de diversas doengas, estudos ainda s&o necessarios para
compreender o papel molecular biolégico desta nos processos infecciosos
(KEARNS et al, 2015 ; GINDE et al, 2009).

Estudos epidemiologicos sao realizados com frequéncia para
relacionar os niveis séricos de vitamina D e a prevaléncia de doencgas
respiratérias. Apds os surtos de influenza H1IN1 em 2009, Edlich et al.
recomendaram enfaticamente que todos os profissionais de saude e pacientes

fossem testados e tratados para deficiéncia de vitamina D para evitar a
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exacerbacdo de infecgdes respiratorias. A vitamina D também reduz a
producao de citocinas pré-inflamatérias, o que pode reduzir o risco de reagdes
de hipersensibilidade na infeccao pelo H1IN1 (EDLICH et al, 2009)

Estudos sugerem também que as propriedades imunomoduladoras da
vitamina D influenciam a gravidade aguda de doengas do trato respiratério
inferior e podem, assim, proteger contra a asma (JJ CANELL et al, 2006). Um
recente estudo envolvendo estudantes japoneses encontrou uma incidéncia
reduzida de asma em pessoas que tomavam vitamina D. Além disso, em
criangas com asma, a diminuicdo dos niveis de vitamina D esta associada ao
aumento da necessidade de tratamento com corticoides. O pior prognéstico de
outras infecgdes virais também sao relacionados com os niveis de vitamina D.
Estas infeccbes também constituem uma das principais causas de otite média
aguda supurativa recorrente. Em um grupo de 16 criangcas submetidas a
miringotomia, um procedimente cirurgico realizado para aliviar os sintomas
desta infeccdo, foram observados niveis de 25 (OH) D abaixo do ideal, sendo
que 50% eram deficientes e outros 31% apresentavam niveis insuficientes
(BEARD et al, 2011, CAYIR et al , 2014)

O receptor de vitamina D (VDR) se encontra presente em diversos tipos
celulares, como por exemplo em leucdécitos e células epiteliais pulmonares e
apos a sensibilizagado destas células através dos toll-like receptors (TLRs), este
tem sua expressao aumentada, implicando entdo a importancia da vitamina D
para a montagem ideal e efetiva de uma resposta imunoldgica inata (WHITE,
2008).

A maioria dos organismos multicelulares produz peptideos
antimicrobianos (PAMs) e proteinas, que podem matar virus, fungos,
protozoarios, bactérias e outros microbios. Nas pessoas, os PAMs sao
produzidos em superficies epiteliais e dentro de células brancas circulantes
(ZASLOFF, 2002). Alguns PAMs sao expressos constitutivamente, e outros séo
expressos em resposta a estimulos como leséo tissular (por interleucina-1 e
outras citocinas) ou componentes microbianos (como lipopolissacarideo). Entre
os mais bem estudados dos AMPSs indutiveis estao as defensinas 3 humanas
2 e 3 e a LL-37 (também conhecida como catelicidina)(ZANETTI, 2004).

Estudos recentes do gene que codifica o LL-37 revelaram que ele contém sitios
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para o VDR. A forma ativa da vitamina D aumenta os niveis de LL-37 em
neutréfilos humanos. O calcitriol também induz a expressdao de LL-37 em
queratindcitos em cultura de tecidos e apds administragdo topica na pele de
individuos humanos( WANG et al, 2004 ; WEBER et al, 2005). O trabalho de
Liu et al , 2006, determinou que dois genes sao unicamente expressos em
mondcitos ativados: o VDR e o CYP 27B1, a enzima que converte 0 25-D3 em
na forma da vitamina D que se liga ao VDR. De fato, os macrofagos ativados e
as células dendriticas expressam CYP27B1 que, diferentemente da enzima
renal, ndo é regulada por sinais homeostaticos de Ca?*, mas é regulada
principalmente por estimulos imunes, principalmente IFN-y e agonistas de
receptores de reconhecimento do padrao tipo Toll (TLR). Criticamente, isso faz
com que o sistema imunoldgico responda aos niveis circulantes de vitamina D
(LIU et al, 2006)

Foi demonstrado também que os mondcitos ativados incubados com
calcitriol produziram LL-37, eliminando mais eficientemente o Mycobacterium
tuberculosis quando na presencga da vitamina. Liu et al. concluiram entdo que a
estimulacdo de TLR 2/1 em monécitos humanos envolve um circuito
intracelular dependente de vitamina D que resulta na expressdo de LL-37. O
resultado é a capacidade microbicida aumentada do mondcito. Este estudo nos
diz que aumentando os niveis séricos de vitamina D, se pode aumentar a
capacidade de mondcitos e macréfagos circulantes para matar certos
microorganimsoss aos quais estdo expostos. De fato, estes dados demonstram
o porqué do banho de sol ter sido ultilizado com até certo sucesso no
tratamento da tuberculose durante anos e também pode ser a explicacdo da
suceptibilidade de individos negros ao Mycobacterium tuberculosis, mesmo que
morem em regides com grande incidéncia solar (LIU et al, 2006)

A importancia da vitamina D, em outros processos infecciosos, comecga
a ser compreendida quando estudos demonstram que ao se ligar ao seu
receptor VDR, ela induz nas células alvo um estimulo para producdo de
diversos outros compostos relacionados a atividade antimicrobial destas. Ja
sabe-se que a vitamina D é capaz de estimular a produgao de, por exemplo
defensinas e 6xido nitrico (NO), principalmente em macréfagos e leucdcitos
multinucleares, como neutroéfilos (WANG et al, 2004 ; CIORNEI et al, 2005 ;

ROCKETT et al, 1998 ). Todos estes compostos representam armas efetivas
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destas células contra infecgbes bacterianas, virais, fungicas e parasitarias.
Frente a infecgbes extracelulares, por vermes por exemplo, a Vitamina D
parece ser capaz de polarizar a resposta imunolégica para um perfil Th2, que
se apresenta mais eficiente para o combate a tais desafios (ROMANI , 2008 ;
DIAZ E ALLEN, 2007).

Além disto a vitamina D tem a capacidade de suprimir a produgdo de
citocinas pré-inflamatérias através da indugédo de citocinas anti-inflamatorias,
como por exemplo a IL-10. Isto € muito importante em quadros nos quais o0s
danos causados ao hospedeiro e, que sdo consequentemente relacionados
com a mortalidade destes, surgem de uma resposta inflamatéria exarcebada
que leva a uma destruigao tecidual, com a sua consequente perda de funcéo,
como é o caso da sepse e da pneumonia, por exemplo. Isto poderia entdo
explicar o porque da Vitamina D estar relacionada com a queda de mortalidade
neste tipo de doenga (CHEUNG et al, 2006 ; KELLUM et al, 2007 ).

Também ja foi demonstrado e descrito acima que essa vitamina tem a
capacidade de impedir a maturagao de células dendriticas, suprimir as fungdes
efetoras de IFN-y em macrofagos, redugdo da expressdo de MCP-1 e IL-6
também nestas células, regular a sinalizagdo de TLRs, suprimir a producao de
TNF-a, induzir o desenvolvimento de células T regulatérias e,
consequentemente, suprimindo a acédo de células T efetoras, bem como sua
profliferacdo, participando assim também da resolucdo do processo
inflamatoério que poderia ser danoso para o hospedeiro (YIN e AGRAWAL,
2014).

De forma geral, a Vitamina D apresenta um papel imunoregulador em uma
visdo geral da sua agdo na resposta imunoldgica. E através da indugdo da
producéo de produtos antimicrobianos, ela pode induzir um melhor controle de
doengas infecciosas intracelulares, como ja foi demonstrado e ressaltado acima,
por exemplo, no caso da infecgdo por Mycobacterium tuberculosis (LIU et al,
2006). Desta forma, torna-se importante a investigacdo do papel esta vitamina
durante a infecgdo por T cruzi, analisando aspectos celulares e moleculares
envolvidos nesta resposta. Além disso, este trabalho podera elucidar potenciais

alvos para realizagao de imunomodulagao terapéutica e tragcar um paralelo entre a
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deficiéncia de vitamina D, um dos disturbios nutricionais mais frequentes em todo
mundo, e a suscetibilidade de individuos para a infecgéo por T cruzi, contribuindo

para o desenvolvimento de agentes imunomoduladores e biofarmacos.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Investigar o papel da vitamina D na resposta inflamatéria durante infecgao

experimental in vitro por Trypanosoma cruzi em macrofagos murinos
2.2 - Objetivos Especificos

- Analisar o efeito do tratamento com vitamina D na formacado de

corpusculos lipidicos em macrofagos peritoneais infectados in vitro por T. cruzi;

- Analisar o efeito do tratamento com vitamina D na sintese de citocinas

TNF-a, IL-10 e KC por macroéfagos peritoneais infectados in vitro por T. cruzi;

- Avaliar o efeito do tratamento com vitamina D na sintese expressao das
enzimas iINOS e arginase-1 por macréfagos peritoneais infectados in vitro por

T. cruzi;

- Avaliar o efeito do tratamento com vitamina D na producédo de o6xido

nitrico por macréfagos peritoniais infectados in vitro por T.cruzi

- Investigar o efeito do tratamento com vitamina D replicagédo de T. cruzi

em macrofagos peritoneais infectados in vitro;
- Investigar o papel da via de sinalizagdo do PPAR-y na biogénese

lipidica, na formagao de corpusculos lipidicos e na sintese de citocinas por

macrofagos infectados por T.cruzi in vitro.
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- Investigar o efeito do tratamento com a vitamina D sobre a translocagéo
do receptor nucelar PPAR-y, na infeccao experimental in vitro de macréfagos

peritoneais por T.cruzi.

- Avaliar o efeito da ativagdo concomitante de PPAR-y e do tratamento
com vitamina D, sobre a formagao de corpusculos lipidicos e replicagdo

parasitaria em cultura de macrofagos peritoneais.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BI/6, com idade de 5 a 6
semanas de vida e peso médio variando entre 20 a 25 gramas, obtidos do
Centro da Biologia da Reprodu¢do (CBR — UFJF). Estes animais foram
acondicionados em gaiolas de polipropileno, cobertas com cama de maravalha,
com livre acesso a agua e ragao, em uma sala com temperatura de 22 a 24°C,
com ciclos de 12 h luz/escuro. Os animais foram divididos em 5 animais para
cada gaiola de 30 x 19 x13 cm ou 10 animais para cada gaiola de 49 x 34 x16
cm e foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo CEUA- UFJF (protocolos
50/2012 e 018/2018).

3.2 - Obtencao de Tripomastigotas — Inducao da

metaciclogénese

Cultura do T. cruzi (cepa DM28c) foi obtida e mantida em laboratério
como descrito em (CONTRERAS et al, 1985). As culturas de T 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
rom por 15 minutos a 10°C, ressuspendidos em meio que simula a Urina
Artificial de Triatominio (TAU) (NaCl 190 mM, tampéao 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 concentracao final de 5 x 106 ml-1

em TAU suplementado com bicarbonato de sédio 1,4%, 2,5% (vlv), 500
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unidades de penicilina (mL-1), 10 mM de L-prolina (meio TAU-P) e incubados a
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).

3.3 - Eutanasia e lavado peritoneal

Os animais foram eutanasiados em camara de CO, e depois o lavado
peritoneal foi realizado com injecdo de 5 ml de meio RPMI- 1640,
suplementado com 1% de penicilina e estreptomicina, levemente resfriado. O
lavado foi coletado, apds massagem da cavidade, e armazenado em tubos tipo

falcon de 15 mL em gelo.

3.4 - Infeccao dos macréfagos por Trypanosoma
cruzi , tratamento com vitamina D e estimulo com

Rosiglitazona e GW

Os macrofagos peritoneais foram plaqueados em placas de 6 ou 24
pocos. Para analise de corpusculos lipidicos foram plaqueadas 5 x 10° células
por poco, com laminulas circulares de vidro no fundo destes, e para analise por
Western Bloting foram plaqueados 2 x 10° por pogo. As células ressuspendidas
em meio RPMI-1640 contendo 2% SFB e 1% de penicilina e estreptomicina
foram incubadas a 37°C, em atmosfera de CO,, durante duas horas para
adesao. Apods estas duas horas, a placa foi lavada com PBS estéril (3x) para
retirada das células nao aderidas. Os pogos do grupo infectado receberam o
Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c) em uma quantidade de 3 parasitos para 1
macrofago (MOI 3:1). Para estudos da via do PPAR-y, os macrofagos foram

tratados, durante 30 min antes da infeccdo, com BRL49653 (5 uM,
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Rosiglitazona, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) ou GW9662 (1uM, Sigma)
a 37 ° C. Os controles veiculo. Apés o periodo de 24 horas de infecgao, a placa
foi novamente lavada para retirada dos parasitos nao internalizados, o meio de
cultura foi reposto e os pogos do grupo tratado receberam Vitamina D (1,25-
Dihydroxyvitamin D3, #D1530, Sigma -Aldrich, Saint Louis, MO, USA) na
quantidade de 100nM. Ap6s mais 24 horas de incubagdo, os sobrenadantes
destas culturas foram coletados e substituidos por formalina 3,7% para fixagéao

dos macrofagos aderidos.

Para analise por Westtern Blotting as células foram lisadas com tampao
de amostra e processadas segundo Almeida et al 2009, tendo sido preparadas
sob condicbes redutoras e desnaturantes e submetidos a SDS-PAGE,
ultilizando B-mercaptoetanol como redutor.

Para contagem da replicagdo parasitaria, macréfagos dos grupos
infectado e infectado, tratado com vitamina D e/ou estimulados com
rosiglitazona foram mantidos até o décimo terceiro dia pos infecgdo e o numero
de parasitos no sobrenadante foi quantificado no microscopio de luz, com

auxilio da cAmara de neubauer, durante os dias 7 e 10 pds infecgao.

3.5 - Contagem dos corpusculos lipidicos.

As laminulas fixadas com formalina 3,7% foram entao lavadas para com
PBS 1x e, posteriormente, receberam propilenoglicol 100% por 5 min. Depois
foram incubadas com solugao de Oil Red O (Sigma) a 0,5% por 10 min a 60°C.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas e montadas com meio de
montagem contendo DAPI(4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) (para observacado nucleos). Os corpusculos lipidicos
foram contados através da microcopia de fluorescéncia, sendo contados o
namero de CLs em 50 células consecutivas, observados em objetiva de
imersdo. Foram capturadas imagens dessas laminas para ilustragdo do
resultado, através de microscopia de fluorescéncia e camera Digital XC-50, e
do programa CellSens, objetiva de 100x (Olympus,Tokyo, Japan). As figuras

foram elaboradas utilizando programa Adobe Photoshop verséao S6.
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3.6 - Dosagem de citocinas e quimiocinas

A concentragao das citocinas TNF-a , IL-10 e KC no sobrenadante das
culturas foi determinada por ELISA por meio da utilizagdo de kits Duo set (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, EUA) e os ensaios foram realizados
seguindo as recomendagdes do fabricante. A leitura da densidade otica foi
realizada em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a
450 nm utilizando o programa Softmax Pro. A quantificacdo das citocinas foi
calculada a partir das curvas padrdo, obtidas da diluicdo seriada dos
respectivos recombinantes. Os resultados foram expressos como média *
EPM.

3.7 - Western Blotting

Macro6fagos foram lisados com tampéo de amostra (Almeida et al, 2009)
para obtencdo das proteinas celulares. Essas amostras entdo foram
submetidas a eletroforese em géis de 10% de acrilamida e transferidos para
membranas de nitrocelulose que passaram por um bloqueio, para evitar
ligacbes nao especificas, com 5% de leite desnatado em TBST (50 mM Tris-
HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20). Posteriormente, estas
membranas foram incubadas com anticorpos policlonais especificos de coelho
anti-arginase | (sc-271430) ou INOS murina (sc-7271) (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas) diluidos pra concentragao de uso (1:500) em 1%
de leite desnatado em TBST. Desta forma, as proteinas de interesse presentes
na membrana de nitrocelulose foram identificadas apds incubacdo com
anticorpos secundarios HRP-conjugados diluidos em TBST, seguido pela
deteccdo de complexos antigeno-anticorpo por sinal quimioluminescente
gerado pela reagdo do HRP do anticorpo secundario com o ECL (E Healthcare,
Fairfield, CT, USA, ECL™ Prime Western Blotting System, RPN2232). As
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analises foram realizadas utilizando parametros de densidade de sinal e

tamanho das bandas no filme fotografico.

3.8 - Imunofluoresceéncia:

Para a imunolocalizagdao de PPAR em macr6fagos murinos, dos grupos
experimentais controle, infectado e infectado tratado com vitamina D foram
fixadas com formalina 3% por 10 minutos. Apds as ligagdes inespecificas
especificas foram bloqueadas com a incubagado com solugéo de bloqueio (1%
soro de cabra em PBS 1X) por 1h. Posteriormente as células foram incubadas
com anticorpo primario anti-PPAR (clone H100; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas) por 1h a temperatura ambiente. As laminulas foram lavadas 3 x
com PBS 1x e as células foram incubadas anticorpo secundario de cabra anti-
coelho conjugado com Alexa Fluor 546 anti-coelho (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). Soro de coelho ndo imune foi usado como controle negativo (The
Jackson Laboratory). As laminas foram analisadas através de microscopia de
fluorescéncia e camera Digital XC-50, e do programa CellSens, objetiva de
100x (Olympus,Tokyo, Japan). A marcagao nuclear foi feita com DAPI (Sigma).

As figuras foram elaboradas utilizando programa Adobe Photoshop versao S6.

3.9 - Dosagem de 6xido nitrico

O sobrenadante dos macréfagos peritoneais infectados com
Trypanosoma cruzi ou nao foram recolhidos e a quantificagcdo 6xido nitrico
produzida foi determinada indiretamente pelo meio de conversao de nitrato e
nitrito, pela acdo da enzima nitrato redutase e o nitrito quantidade pela reagao
de Griess (Sulfonilamida em H3zPO4 5%/ N1-naftil-etilenodiamia dihidrocloreto
em agua destilada). Para reagdo de Griess adicionou-se 100ul de
sobrenadante e 100ml do reagen de Griess e apds 10 minutos a absorbancia

foi medida através de leitor de placa a 560nm. A quantidade de nitrito foi
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determinada a partir da curvao padrao de nitrato de sdédio. Os resultados foram

expressos como média + EPM.

3.10 — Graficos e Analise Estatistica

Os graficos foram obtidos através do programa GraphPad Prism® 7 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e os resultados foram expressos como Média *
EPM e analisados estatisticamente segundo ANOVA seguido pelo teste t de

Student, com significancia de p< 0.05.

3.11 — Delineamento experimental

24 horas

Tratamento
com Vitamina
D (5 pocos)

24 horas @ -
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Estimulo com Rosiglitazona ou GW, quando realizados.

CONTAGEM REPLICACAQ

Controle (5

IMUNOFLUORESCENCIA
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30 minutos antes da infecgdo DOSAGEM OXIDO NITRICO

Figura 5. Delineamento experimental
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4- RESULTADOS

41 - Vitamina D inibe a formagcao de corpusculos lipidicos em

macroéfagos durante a infecgao por Trypanosoma cruzi

Corpusculos lipidicos apresentam papel fundamental no curso de
infecgdes intracelulares e a literatura demonstra que o aumento na quantidade
destas organelas aparenta favorecer a persisténcia da infecgdo devido ao fato
destas organelas serem sitios de producédo de mediadores inflamatérios de
origem lipidica (RANGEL MORENO et al, 2002, DAVILA et al, 2006; ALMEIDA
et al., 2009; TOLEDO et al, 2016) .

De fato, ja foi demonstrado na literatura que em infec¢des por
Trypanosoma cruzi, o estimulo leva a uma indugdo de corpusculos lipidicos,
através da via de sinalizagdo TLR-2 , aumentando a capacidade dessas células
de produzir PGE,, diminuindo a capacidade da célula de combater a infecgao,
significando, entdo, uma importante ferramenta de escape e sobrevivéncia do
patégeno ( D’AVILA et al, 2011).

De modo a averiguar a formacao desses CLs durante tratamento com
vitamina D, macréfagos peritoneais de camundongos C57BI6 foram infectados
com T. cruzi e, apods a internalizacdo dos parasitos (24h) as células foram
lavadas e tratados com 100 nM de vitamina D. Apds 24h, as células foram
entdo coradas com Oil Red O para contagem do numero de corpusculos

lipidicos por macréfago.

Nossos dados demonstraram que a infecgdo por T. cruzi induziu
significativamente a formagao de corpusculos lipidicos em macréfagos in vitro,
entretanto, o grupo que recebeu o tratamento com vitamina D, apresentou uma
completa inibicdo na formacao de corpusculos lipidicos, em comparagdo com o
grupo infectado, de modo a nao apresentar diferenga significativa do grupo
controle nao infectado (Figura 7). Na figura 8, é possivel observar as
diferengas entre o grupo infectado e infectado e tratado com vitamina D. Note
que os corpusculos lipidicos sao observados como estruturas arredondadas em

vermelho, apds coloracdo com ORO. O nucleo das células foi evidenciado apos
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coloragdo com DAPI. No grupo infectado e tratado com vitamina D é possivel
observar varias células sem nenhum corpusculo lipidico, enquanto que no
grupo infectado praticamente todas as células apresentam a formagao destas

estruturas.
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Figura 6 — Formagao de corpusculos lipidicos em macréfagos durante infeccao in vitro por T. cruzi
por 48h. Macréfagos peritoenais foram plagueados por 2 horas, e, em seguida infectados por T cruzi
(MOI 3:1) por 24 horas, ap6s esse periodo, as células foram tratadas com vitamina D (100 nM) por mais
24 horas. Os CLs formados foram entdo quantificados por microscopia de luz apés coloragéo por Oil Red
0. Como controle foram utilizados macréfagos nao infectados e tratados com veiculo. O simbolos (*)
indicam diferenga significativa p < 0,05 entre os grupos, n > 5. Grafico de representativo de 3

experimentos independentes. Os resultados foram expressos em Média + EPM.
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infectado Infectado + vit. D

Figura 7. Formagao de corpusculos lipidicos em macréfagos durante infecgao in vitro por T.
cruzi por 48h. Macréfagos peritoneais foram plagueados por 2 horas, receberam entdo a infeccéo
(MOQI 3:1) por 24 horas e, apds esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. Os CLs
formados nos macréfagos aderidos em laminulas redondas no fundo da placa foram entdo corados
por Oil Red O e DAPI (para observagéo dos nucleos) . As imagens foram capturadas por microscopia

de fluorescéncia. A sobreposicao foi realizada através do programa Photoshop S6. Barra= 10 um.

4.2 — A producgao de IL-10 é reduzida nos grupos tratados com Vitamina D
e a producao de KC é aumentada.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, sendo produzida principalmente
por macrofagos e linfocitos e sua principal fungado parece ser a regulagédo do
sistema imune, inibindo significativamente a expressdao e/ou sintese de
citocinas ou adipocinas pré-inflamatérias por meio de contrarregulagcéo
negativa, tendo propriedades anti-inflamatorias multifacetadas, incluindo a

inibicdo da atividade de macrofagos e células T. Através da supresséo da via
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do IFN-y, essa citocina pode diminuir a atividade de macréfagos e impedir a
liberacdo de metabdlicos toxicos no espaco intracelular. A IL-10 também é
capaz de suprimir uma diferenciacdo da resposta Th1, bem como polarizar
macrofagos para o tipo regulatério de macrofagos, os macréfagos M2 (IP et al,
2017 ; VOLPE et al, 2008).

Na Doenca de Chagas, ja se € demonstrado que a IL-10 apresenta um
papel distinto durante as diferentes fases da doenca. Estudos demonstram
que, durante a fase aguda da infecgdo, uma alta produgcdo de IL-10 esta
relacionada com o pior controle da replicacdo do parasito, provavelmente
devido a desativagdo de macréfagos, bem como o desenvolvimento dos
sintomas mais graves, como a cardiomiopatia (SILVA et al, 1992). Por outro
lado, uma alta expressao de IL-10 durante a fase cronica da doenca, pode ser
um perfil protetor, uma vez que o controle eficiente da resposta imunolégica
pode evitar os danos teciduais caracteristicos que levam ao desenvolvimento
de tais sintomas (GUEDES et al, 2009).

A producado de TNF-a por sua vez, esta diretamente relacionada com o
desenvolvimento ou ndo dos sintomas mais graves da Doenga de Chagas, ja
sendo demonstrado, por exemplo, que a maior expressado desta citocina pode
representar um efeito protetor para o hospedeiro (FERREIRA et al, 2003).

A KC é o equivalente murino do CXCL1 humano e é uma quimiocina
expressa por macréfagos, neutrofilos e células epiteliais, e tem atividade
quimiotatica de neutrofilos. O CXCL1 desempenha um papel no
desenvolvimento da medula espinal inibindo a migracdo de precursores de
oligodendrocitos e estda envolvido nos processos de angiogénese,
arteriogénese, inflamacao, cicatrizacdo de feridas e tumorigénese (RITZMAN et
al, 2010, TSAl et al, 2002, VRIES et al, 2015).

O recrutamento de neutrdfilos para o local da infecgao € um primeiro
passo critico na resposta imune aos patdogenos. Os neutrofilos sdo altamente
fagociticos e capazes de engolir e destruir muitos invasores microbianos; no
entanto, eles também estdo ligados ao dano tecidual, que pode ocorrer na
liberacdo extracelular do conteudo de granulos neutrofilicos (RITZMAN et al,
2010).
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Para avaliarmos a producgao dessas citocinas, o sobrenadante da cultura
de de macrofagos dos grupos experimentais foram coletados e o ELISA foi
realizado para deteccado destas citocinas. Nossos resultados demonstram que
a infeccao pelo Trypanosoma cruzi foi capaz de induzir significativamente uma
producao de IL-10 (Figura 8), porém nao de TNF-a (Figura 9) e que o
tratamento com vitamina D foi capaz de reduzir essa produgédo de IL-10 a
niveis que nao diferem significativamente do grupo controle. O grupo controle
nao infectado apresentou niveis abaixo da deteccédo pelas curvas nestas 2
citocinas analisadas, por isso ndo foram representados nos graficos. Com
relacdo a KC, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos controles e
infectados, porem o tratamento com vitamina D aumentou significativamente a

producao desta citocina em relagao ao grupo infectado (Figura 10).
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pg/mil

Figura 8. Quantificagdo da producao de IL-10 no sobrenadante da cultura de células. Macréfagos
peritoneais foram plaqueados por 2 horas, receberam entédo a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos
esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. O sobrenadante desta cultura foi coletado
e a IL-10 foi dosada por ELISA. O simbolo (*) indica diferenga significativa p < 0,05 em relagéo aos grupos
sinalizados, n > 5. Grafico projetado a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando ANOVA. Grafico

de representativo de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos em Média £ EPM.
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pg/ml

Figura 9. Quantificacdo da producado de TNF-a no sobrenadante da cultura de células. Macréfagos
peritoneais foram plaqueados por 2 horas, receberam entdo a infeccdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos
esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. O sobrenadante desta cultura foi coletado
e o TNF-a foi dosado por ELISA.. Grafico projetado a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando
ANOVA. Grafico de representativo de 3 experimentos independentes com n > 5. Os resultados foram

expressos em Média + EPM.
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KC

Figura 10. Quantificacdo da producdao de KC no sobrenadante da cultura de células. Macrofagos
peritoneais foram plaqueados por 2 horas, receberam entdo a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos
esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. O sobrenadante desta cultura foi coletado
e a KC foi dosada por ELISA, n > 5. Graficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®

ultilizando ANOVA. Os resultados foram expressos em Média + EPM.
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4.3 — O tratamento com Vitamina D aumenta a expressao da enzima oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), bem como a produgao de é6xido nitrico e

diminui a expressao de arginase-1.

O oxido nitrico é uma molécula gasosa simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente tdxica
devido a presenca de radical livre (elétron extra) que a torna um agente

quimico altamente reativo (VESPA et al, 1994).

Na infeccao pelo T. cruzi , o 6xido nitrico é formado a partir do terminal
guanidina do atomo de nitrogéneo da L-arginina pela enzima oéxido nitrico
sintase induzivel (INOS), de maneira dependente de, por exemplo,
estimulagéo por enzimas pro inflamatérias, como o IFN-y. Esta molécula, bem
como diversos outros 6xidos de nitrogénio produzidos pelos macréfagos séo
citotoxicos para uma grande variedade de patdgenos, principalmente os
patdgenos intracelulares, como é o caso do parasito deste estudo. De fato,
diversos estudos apontam que durante a fase aguda da doencga, o controle da
parasitemia depende diretamente da produgao de 6xido nitrico dependente da
estimulacdo por mediadores pro inflamatorios, sendo a montagem correta
desta resposta um grande fator de protecdo do hospedeiro em relagdo ao
aparecimento de sintomas e o desenvolvimento mais grave da doenca
(GUEDES et al, 2010 ; ALIBERTI et al, 1999 ; ALIBERTI et al, 2001,
MACHADO et al, 2000).

Por outro lado, a literatura mostra que a indugdo de enzima arginase
(Arg) -1 em macrofagos conduz a uma maior suscetibilidade a infec¢ao por
parasitas da familia Trypanosomatidae, havendo dois mecanismos pelos quais
o Arg-1 pode neutralizar as fungbes efetoras em macrofagos (KROPF et al,
2005 ; DAR E HOLSCHER, 2018) No inicio, Arg-1 poderia antagonizar a
producado de intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) pela NOS2 através de
deplecdo de L-arginina, o substrato comum desses dois enzimas, ou pela
inibicdo da NOS2 através de metabdlitos da via Arg-1. Além disso, a atividade
da arginase resulta em um fornecimento de poliaminas capazes de apoiar a

proliferacdo de parasitas intracelulares, sendo entdo um fator de pior
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prognostico da resposta imunolégica ao T.cruzi (KROPF et al, 2005 ; GOBERT
el al, 2000).

A fim de avaliar a expressao das enzimas iNOS e arginase-1, amostras
de células dos grupos infectados e tratados, e seus respectivos controles,
foram processadas para liberacdo total das proteinas celulares e a amostra
entdo foi submetida a técnica de Western Blotting, conforme TOLEDO et al de
2017. Como observado na figura 10, os grupos tratados com vitamina D, tanto
o controle ndo infectado como o grupo infectado, apresentaram maior
expressdo de iINOS comparado com os grupos n&o tratados. E, durante a
infecgcdo, a vitamina D aumentou a expressdo desta proteina, quando
comparamos com o grupo infectado néo tratado (Figura 11 A e B) . Em contra
partida, a producao de arginase-1 foi reduzida pelo tratamento com vitamina D,
tanto nos grupos infectados, quanto nos grupos nao infectados, apresentando
uma reducédo significativa em sua expressdo no grupo infectado tratado com
vitamina D, em relagdo ao nao tratado (Figura 11). Na produgdo do éxido
nitrico por sua vez, foi notada uma tendéncia de aumento frente ao tratamento
com vitamina D, entre os grupos infectados (Figura 12 A e B). Também foram
dosados niveis de espécies reativas de oxigénio, na fora de H202 (peroxido de
hidrogénio), prorem todos os grupos experimentais ficaram abaixo do nivel de
detecgdo da curva, ndo apresentando produgdo mesuravel na metodologia

adotada (dados ndo demosntrados).
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Figura 11. Quantificagdo da expressdo de iNOS e NO pelas células em cultura. Macrofagos
peritoneais foram plaqueados por 2 horas, receberam entédo a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos
esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. (A) As células foram lisadas com tampéao
de amostra para liberagado das proteinas totais celulares e expressao de iINOS foi realizada pela técnica
de Western Blotting. (B) o Grafico representa a analise de densitometria (unidades arbitrarias) das bandas
do Werstern bloting. (C) O NO foi dosado no sobrenadante da cultura através do métodos de Griess. O
simbolo (*) indica diferenca significativa p < 0,05 em relagdo aos grupos controles, n > 5. Graficos

projetados a partir do programa Graphpad prism 6® ultilizando ANOVA. Os resultados foram expressos

em Média + EPM.
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Figura 12. Quantificacdo da expressao de arginase pelas células em cultura.Macrofagos peritoneais
foram plaqueados por 2 horas, receberam entao a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos esse periodo,
o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. (A) As células foram lisadas com tamp&o de amostra
para liberagdo das proteinas totais celulares e expressao de arginase foi realizada pela técnica de
Western Blotting. B) O grafico representa a analise de densitometria (unidades arbitrarias) das bandas do
Werstern bloting.
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4.4 — A replicagao do Trypanosoma cruzi é reduzida nos grupos tratados
com Vitamina D.

Conforme descrito na literatura, a Vitamina D parece exercer um papel
com tendéncias imunosupressoras, uma vez que ja € conhecido que ela é
capaz de induzir a producdo de citocinas anti-inflamatérias, bem como de
reduzir a funcdo de citocinas pré inflamatérias e a expressao receptores
ativadores de células efetoras do sistema imunolégico, como por exemplo,
macrofagos. Ela também se mostra capaz de induzir a diferenciagéo de células
reguladoras. No quadro de doengas nas quais a resposta inflamatéria € o fator
que causa destrui¢ao tecidual e, consequentemente, aumenta as complicagdes
da doenca, a vitamina D pode ser um fator favoravel para reducdo da
mortalidade (KELLUM et al, 2007 ; YIN e AGRAWAL, 2014).

Por outro lado, a vitamina D também demonstrou ser capaz de induzir a
producao de compostos antimicrobianos por parte de certas células efetoras do
sistema imunoldgico, podendo entdo por sua vez, também ser importante para
o controle de doengas por patogenos intracelulares, uma vez que o
estabelecimento desses se deve a sua capacidade de desmontar a resposta
que os eliminaria e seria, teoricamente, aumentada pela vitamina. Dentro desse
exemplo, investigamos o efeito do tratamento com vitamina D na replicagao de
T. cruzi em macrofagos e sua liberagdo para o meio extracelular (WANG et al,
2004 ; CIORNEI et al, 2005 ; THIJSSEN et al, 1986 ; ROCKETT et al, 1998 ).

Nossos dados entdo demonstram que, o pés-tratamento por 24 horas
com vitamina D foi capaz de inibir significativamente a replicagcdo de T. cruzi
em macréfagos, conforme observado pelo numero de parasitos liberados na
forma tripomastigota no décimo dia p6s infecgao (Figura 13). Como controle do
efeito da vitamina D sobre o T cruzi diretamente, 5 pogos contendo o parasito
em suspensao foram tratados com vitamina D. A vitamina D ndo teve nenhum
efeito direto sobre a viabilidade dos parasitos no sobrenadante. Mostrando que
a vitamina D nao citotoxico sobre o parasito diretamente (dados néo

desmontrados).
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Figura 13 — Efeito da vitamina D na replicagao do parasito. Macréfagos peritoneais foram plaqueados
por 2 horas, receberam entdo a infeccdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apos esse periodo, o tratamento com
vitamina D por mais 24 horas. No décimo dia ap6s o tratamento, os parasitos no sobrenadante da cultura
foram contados para averiguar a liberagédo destes. * indica diferenga significativa (p< 0,05) entre os grupos
de estudo (n > 5). Graficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®. Os resultados foram

expressos como média + EPM.
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4.5 — A formagao de corpusculos lipidicos durante a infec¢cao pelo
Trypanosoma cruzi em cultura de macréfagos peritoneais é suprimida

pela acao do GW 9662 e aumentada pela agao da Rosiglitazona.

A rosiglitazona é um farmaco pertencente a classe quimica das
tiazolidinedionas. Provoca redugédo dos niveis de glicose circulante e torna as
células (hepatica, muscular e adiposas) mais sensiveis a insulina. Atua nos
receptores da insulina e também reduz a gliconeogénese hepatica e por isso &
muito ultilizada e estudada para tratamento de diabetes tipo 2 (ZHlI et al, 2019) ,
apesar de recentemente ter sido proibida sua ultilizagdo na Europa, devido aos
seus graves efeitos colaterais cardiacos possiveis. A rosiglitazona € um potente
agonista da via do PPAR-y e a literatura demonstrou aumentar a fagocitose
macrofagica de protozoarios e reduzir a secregéo de citocinas pro-inflamatérias
induzidas por parasitas de monécitos e macrofagos in vitro (VARO et al, 2017).
O GW 9662, por sua vez , € um potente antagonista da via do PPAR-y, sendo
amplamente ultilizado para estudos desta via de sinalizagdo (ALMEIDA et al,
2009; HILLIARD et al, 2019).

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram o efeito da ativacao de
PPAR-y de corpusculos lipidicos em infecgdes por micobactérias (ALMEIDA et
al, 2009) e o papel do PPAR -y na resposta imune mediada pela fagocitose de
células apoptoticas durante a infecgao por T cruzi (TEIXEIRA et al, 2011). N6s
entdo decidimos investigar se a vitamina D teria algum efeito na sinalizagéo
para formacao de corpusculos lipidicos via ativagdo de PPAR-y. Inicialmente
nés adequamos e padronizamos o modelo descrito por Teixeira et al (2011)
para o nosso laboratorio de pesquisa.

De modo a averiguar a formagdo dos CLs nos grupos tratados,
macrofagos peritoneais de camundongos foram previamente tratados com
GW9662 e Rosiglitazona por 30 minutos e, em seguita, infectados com T. cruzi.
Apos 24h, as células foram entdo coradas com Oil Red O para contagem do
numero de corpusculos lipidicos por macréfago.

Nossos resultados demonstraram que na infecgado experimental in vitro
de macrofagos peritoniais por T cruzii o GW9662 foi capaz de inibir

significativamente a formacdo de corpusculos lipidicos nessas células,
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enquanto que a Rosiglitazona teve um efeito indutor da formagédo destas

organelas nos grupos infectados (Fig 14).
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Figura 14 — Efeito da via de ativagdao de PPAR - y na formagdo de corpusculos lipidicos em
macroéfagos durante infecgao in vitro por T. cruzi por 24h. Macrofagos peritonenais foram plaqueados
por 2 horas, e meia hora antes da infecgdo receberam o tratamento com GW ou Rosiglitazona , sendo
entédo realizada a infecgédo ( MOI 3:1) por 24 horas Os CLs formados foram entdo quantificados por
microscopia de fluorescéncia (coloragao por Oil Red O). O simbolos (*) indicam diferenca significativa p <
0,05 entre os grupos, n > 5. Graficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5® ultilizando

ANOVA. Os resultados foram expressos em Média £ EPM.

4.6 — O tratamento com GW9662 estimula tanto a producdao de IL-10

quanto a producgdo de TNF-a nos grupos infectados.

Diversos estudos demonstram que a via do PPAR-y ndo parece

influcienciar na produgdo de diversas citocinas que sdo produzidas por
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macrofagos e sdo importantes marcadores de uma resposta inflamatéria eficaz
para eliminagdo do patégeno. Por exemplo, estudo de Almeida et al de 2009,
demonstrou que apesar do Mycobacterium bovis induzir a via do PPAR-y,
levando a biogénese lipidica e formagado de CLs, esta mesma via ndo parece
participar do aumento da produgao de citocinas pro inflamatérias induzidas pela
infeccdo, como por exemplo IL-12, TNF-a e IL-6 (ALMEIDA et al, 2009).

Por outro lado, estudos mostraram que a ativagao do PPAR pode inibir
as vias de NF-xB e MAPK, duas das mais importantes vias de sinalizagao que
regulam as respostas pro-inflamatorias desencadeadas pela ativagado de TLR,
resultantes também, na produgao de citocinas pro inflamatérias (OGAWA et al,
20050. Como ja foi descrito, o PPAR-y ja foi identificada nas células
apresentadoras de antigenos, mondcitos e macrofagos e agonistas sintéticos
do PPAR incluindo pioglitazona, troglitazona e rosiglitazona mostraram suprimir
a producao de citocinas inflamatérias por essas células em diversos quadros
inflamatorios, como na diabetes (RICOTE et al, 1998 ; JIANG et al, 1998).

Para avaliar se os dados descritos por Almeida et al (2009) se
repetiam na infecgdo por T cruzi, nés avaliamos o efeito do inibidor desta via,
GW 9662, sob a producido de IL-10 e TNF-a. Para avaliarmos a producao
dessas citocinas, o0 sobrenadante da cultura de células de macréfagos
infectados e tratados, e do controle nao infectado, foi coletado e o ELISA foi
realizado para deteccao destas citocinas. Demonstramos que o GW foi capaz
induzir, na infecgao experimental in vitro por T.cruzi, a produgao tanto de IL-10,
quanto de TNF-a, nos grupos infectados, ndao alterando a producédo destas
citocinas nos grupos néo infectados. (Figura 15). A produgdo de KC nao foi

alterada pelo pré tratamento com GW9662 (dados n&do demosntrados).
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Figura 15. Quantificagdo da produgdo de IL-10 e TNF-a no sobrenadante da cultura de células.
Macrofagos peritoneais foram plaqueados por 2 horas, foram pré tratados meia hora antes da infecgdo
com GW 9662 e receberam entdo a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas . O sobrenadante desta cultura foi
coletado e a IL-10 e TNF-a foram dosadas por ELISA. O simbolo (*) indica diferenga significativa p < 0,05
em relacdo ao respectivo controle, n > 5. Graficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®

ultilizando ANOVA. Os resultados foram expressos em Média + EPM.
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4.7 — O tratamento com Rosiglitazona, agonista da via do PPAR-+«y
(Rosiglitazona) reverteu os efeitos da vitamina D na supressdao da

formacao de corpusculos lipidicos.

Estudos ja demonstram que a vitamina D é capaz de alterar a via do
PPAR-y podendo sua deficiéncia levar a importante desorganizag&o estrutural
da fibra muscular e acimulo de gordura dentro e fora das fibras musculares (LI
et al, 2018). A vitamina D pode também ter importante papel no figado,
regulando a via do PPAR-y e coordenando a lipogénese e sua deficiéncia
levando a redugado da beta-oxidagao, predispondo o acumulo de gordura no
figado (BORGES et al, 2018).

Por outro lado, estudos sobre como a vitamina D poderia atuar na via
do PPAR-y em casos de infec¢des patoldgicas ainda sdo escassos, sendo esta
relacdo uma area de estudo recente. Ja é demonstrado na literatura que a
ativagcado por agonistas da via do PPAR-y, reverte efeitos protetores, em certas
infeccbes, associados ao calcitriol, como no caso da hepatite C (LIN et al,
2017).

Para investigar se a vitamina D poderia interferir na sinalizagao via

PPAR--y, LITITITITITIT ]Jinfectados foram pre-tratados com Rosilgitazona e

tratados com vitaminas D. Indo ao encontro da literatura, nossos resultados
demonstram que, o pré tratamento com o0 agonista da via do PPAR
(rosiglitazona) reverteu parcialmente a inibicdo da vitamina D sobre a formacao

de corpusculos lipidicos nos macrofagos (Figura 16).
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Figura 16 — Formagao de corpusculos lipidicos em macréfagos durante infecgdo in vitro por T.
cruzi por 48h. Macréfagos peritoenais foram plaqueados por 2 horas, e meia hora antes da infecgao
receberam o co-tratamento com Rosiglitazona , sendo entdo realizada a infecgao ( MOI 3:1) por 24 horas
e, apos esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24 horas. Os CLs formados foram entédo
quantificados por microscopia de fluorescéncia (coloragdo por Oil Red O). O simbolos (*) indicam
diferenca significativa p < 0,05 entre os grupos, n > 5. Graficos projetados a partir do programa Graphpad

prism 5® ultilizando ANOVA. Os resultados foram expressos em Média £ EPM.
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4.8 — O tratamento com vitamina D impede parcialmente a translocagao

para o nucleo do receptor nucelar PPAR-y

O (PPAR) é um membro da familia de receptores nucleares ativados
por lipidios e tem sido demonstrado que funciona como um regulador
transcricional chave da diferenciacao celular, inflamagao e metabolismo lipidico
em macro-fagos e células dendriticas (ALMEIDA et al, 2009).

PPARs funcionam como heterodimeros em associacdo a complexos
coativadores que ligam-se em sequencias de DNA chamadas de "elementos
responsivos a proliferadores de peroxissomos" presentes no promotor de
varios genes alvo, o que leva a transativacdo ou transrrepressiao de varios
genes, como por exemplo, genes ja descritos responsaveis pelo metabolismo
lipidico e pela producdo de diversos mediadores inflamatérios (TYAGI et al,
2011). Especificamente, os receptores PPAR-y sdo expressos em diversas
células do sistema imunolégico, incluindo macrofagos e mondcitos (GREENE
et al., 1995, BRAISSANT et al., 1996).

O mecanismo de translocacéo do PPAR-y para o nucleo celular, aonde
ele pode realizar suas fungdes de regulacdo génica pode ter a influéncia de
diversos outros fatores, como por exemplo, a participagcao de outros fatores de
transcrigdo, como a nocturnina (NOC) , que aparenta mediar este processo de
translocacao (KAWAI et al, 2010).

De fato, sabendo-se da natureza de receptor nuclear do PPAR-y e da
necessidade de sua translocagdo para o nucleo para que este exerca suas
fungdes reguladoras, € conhecido que a modulagdo deste processo é
importante na modulagado desta via como um todo. Para avaliar o efeito da
vitamina D nesse processo de translocacéo, nds realizamos a imunomarcacao
do PPAR-y e marcagéao dos nucleos celulares com DAPI, conforme descrito
por Almeida et al (2009). Como demonstrado na figura 16, a infecgédo induziu a
translocacdo do PPAR-y para o nucleo das células infectadas. Adicionalmente,
nossos resultados demonstraram que a vitamina D foi capaz de impedir
parcialmente a translocagdo do PPAR-y para o nucleo das células tratadas,

assim com observado no grupo controle (Figura 17). Como controle da
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imunomarcagao, foi utilizado soro de animal ndo imune, apresentando
marcacao negativa. O grupo controle tratado com vitamina D apresentou
mesmo padrdo de marcagao que o grupo controle nao tratado (dado nao

demonstrado).

DAPI PPAR Overlay

infectado

Infectado
_!_
Vit. D

Coentrole

Infectado
(lgG controle)

Figura 17. Translocagdo do PPAR-y para o nucleo em macréfagos durante infecgao in vitro por T.
cruzi por 48h. Para a imunolocalizacdo de PPAR-y em macréfagos murinos, dos grupos experimentais
controle, infectado e infectado tratado com vitamina D foram fixadas com formalina 3% por 10 minutos.
Posteriormente as células foram incubadas com anticorpo primario anti-PPAR por 1h a temperatura
ambiente. As laminulas foram lavadas 3 x com PBS 1x e as células foram incubadas anticorpo secundario
de cabra anti- coelho conjugado com Alexa Fluor 546 anti-coelho. As laminas foram analisadas através de

microscopia de fluorescéncia e camera Digital XC-50, e do programa CellSens, objetiva de 100x
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(Olympus,Tokyo, Japan). A marcacéo nuclear foi feita com DAPI. As figuras foram elaboradas utilizando
programa Adobe Photoshop versédo S6. Barra =10um.

49 - O tratamento com Rosiglitazona, agonista da via do PPAR-«y
(Rosiglitazona) reverteu os efeitos da vitamina D na replicagdo dos

parasitos

A formacdo de corpusculos lipidicos é regulada pela via do PPAR-y
conforme ja demonstrado na literatura. A formacado destas organelas em
macrofagos, representa um pior prognéstico para o desenvolvimento de uma
reposta inflamatéria capaz de eliminar diversos patdégenos, principalmente
intracelulares, como o T.cruzi (ALMEIDA et al, 2018). Estas organelas sao
especializadas na producdo de mediadores inflamatoérios lipidicos que em
grandes quantidades, podem levar a supresséo da atividade patogenicida de
macrofagos, como as prostaglandinas. As prostaglandinas (PG) sao
eicosanoides derivados de AA, que sao convertidos por ciclooxigenase (COX-1
e COX-2) em PGH2, que por sua vez & convertido in vivo e in vitro em varios
metabdlitos de araquidonato, como a PGE..

Portanto, a biogénese dos CLs na infec¢ao por T. cruzi tem um papel
direto na capacidade dos macréfagos sintetizar maiores quantidades de PGE,,
que podem ter um impacto no curso da doenga, impedindo a eliminag&o
eficiente do parasito (D’AVILA et al, 2011).

Considerando o resultado prévio de que a rosiglitazona foi capaz de
reverter a reducado da formacgao de CLs associada ao calcitriol, a importancia
da biogénese dessa organela para o controle da infeccdo e os estudos
recentes na literatura que demonstram que em algumas infecgdes especificas,
a ativacdo da via do PPAR por agonistas, € capaz de reverter a protegéo
oferecida pela vitamina D (SALAMON et al, 2014), nossos resultados
demonstram que a capacidade do tratamento com vitamina D de impedir a
replicagdo na cultura de macréfagos peritoneais, € revertida parcialmente e
significamente pelo pré-tratamento destas células com a rosiglitazona (Figura
18). De forma interessante, o tratamento com antagonista da via PPAR, o GW,
também foi capaz de inibir quase que completamente a replicagao do parasito

nos macréfagos.

70



fagos

90000 -

macro
o o
o O
e o
o O
© o
I I

N de parasitos / milhoes de
— —
n =] n
=] =] =
= =] =] =]
| ] ] |

Figura 18 — Quantificacdo da replicagdo do parasito. Macréfagos peritoneais foram plaqueados por 2
horas, e meia hora antes da infecgdo receberam o co-tratamento com GW ou rosiglitazona e foi realizada
entdo a infecgdo (MOI 3:1) por 24 horas e, apds esse periodo, o tratamento com vitamina D por mais 24
horas. No décimo dia apds o tratamento, os parasitos no sobrenadante da cultura foram contados para
averiguar a liberagdo destes. * indica diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos de estudo (n > 5).
Graficos projetados a partir do programa Graphpad prism 5®. Os resultados foram expressos como média
+ EPM.
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5 — DISCUSSAO

Atualmente, a doenca de Chagas € endémica em 21 paises do
continente americano, e estima-se que entre 6 e 7 milhdes de pessoas estejam
infectadas, embora mais de 90% delas desconhegcam a infecgcédo por falta de
oportunidade de diagndstico. Anualmente, ocorrem no mundo mais de 12 mil
mortes associadas a doenga, que, devido a globalizacdo e a processos de
migragdo descontrolados, também passou a ser importante na Europa e na
Asia (OMS).

No Brasil, estima-se que existam hoje mais de 1 milhdo de pessoas
infectadas, das quais 60% vivem em areas urbanas, provocando impactos
sociais, previdenciarios e assistenciais. Trata-se de geragdes de pessoas
vivendo com Chagas, a maioria na invisibilidade por nao ter sido sequer
diagnosticada e, portanto, alheia as possibilidades de tratamentos existentes.
Estima-se que no Brasil morram anualmente 6 mil pessoas devido as
complicagdes crbénicas da doenga. No entanto, pela falta de conhecimento da
doenga e pelas poucas unidades de saude a diagnosticar ou notifica-la (na
maioria das vezes, a doenca de Chagas nao é notificada na fase crdnica), é
possivel que exista um grande numero casos sem registro (Consendo

Brasileiro em Doencga de Chagas, 2015).

Se nao houver tratamento durante a fase aguda, a doenca de Chagas
passa a uma fase crénica, geralmente silenciosa. A manifestagdo dos sintomas
pode ocorrer, muitos anos depois como um problema de coragao, em 30% dos
infectados, ou do sistema digestivo, em 10% dos casos, podendo levar a morte.
Devido a isto, estudos ainda sao necessarios para a compreensdo da
imunologia da doenga, bem como para procura de tratamentos alternativos

(Consenso Brasileiro em Doencga de Chagas, 2015).

E conhecido que durante a resposta imunolégica ao Trypanosoma cruzi,

diversos mecanismos estdo associados com o controle do parasito e podem
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estar associados com os quadros silenciosos (assintomaticos) da doenga.
Estudos ja demonstram que o balanco efetivo entre TNF-a e IFN-y , citocinas
proé-inflamatérias que levam, resumidamente, a uma melhor eliminacdo do
patdgeno por parte de, por exemplo, macrofagos e IL-10, citocina que aparenta
controlar a resposta inflamatdria de modo a impedir que esta cause danos aos
préprios tecidos corporais, € essencial para o desenvolvimento assintomatico
da doenca ( ARAUJO et al, 2007 ; DE ARAUJO et al, 2012).

De fato a atividade de macrofagos é essencial para o desenvolvimento
da patologia, pois estes sdo essenciais no controle do parasito (macréfagos M1
ricos em espécies reativas de oxigeno, citotoxicas para estes), bem como dao
a partida, se ndo controlada, a uma resposta imunolégica exarcebada e
duradoura que pode causar danos teciduais e os sintomas caracteristicos da
doenca (MONTOVANI et al , 2010).

A vitamina D por sua vez, comeg¢a a receber novos estudos para
compreensao do seu papel no sistema imunoldgico, de modo que ela vem
sendo caracterizada como um agente de efeito imunosupressor, uma vez que
esta tem a capacidade de induzir a producédo de IL-10 sistémica que por sua
vez regula a atividade a expressao de citocinas pré inflamatorias importantes,
como por exemplo, o TNF-a (KOBASA et al, 2004 ; CHEUNG et al, 2002 ;
KELLUM et al, 2007). Além disto, ja foi demonstrado que a vitamina D tem a
capacidade de impedir a maturagao de linfocitos T efetores e de células
dendriticas apresentadoras de antigenos, de reduzir os receptores para
citocinas pré inflamatérias em macrofagos e de induzir a produgéo de células T
regulatorias (YIN e AGRAWAL, 2014). Por outro lado, ao sensibilizar o receptor
VDR em diversas células imunoldgicas, ela induz nestas a producdo de
diversos compostos antimicrobianos, como por exemplo o éxido nitrico, que
apresenta papel chave no controle parasitario em diversas doencas infecciosas
intracelulares, como por exemplo, a doenga de Chagas (WANG et al, 2004 ;
CIORNEI et al, 2005 ; THIJSSEN et al, 1986 ; ROCKETT et al, 1998 ).

De fato estudos prévios demonstram que, uma sintese mais intensa de
calcitriol no caso de infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis leva a uma

acentuada liberagao local de IFN-y no sitio da infec¢cdo, o que levaria a uma
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maior atividade de macréfagos, bem como de células natural killer, levando a
eliminacao da micobacteria (DAVIES et al, 1987, CADRANEL et al, 1988). No
caso da infecgéo pelo T.cruzi, alguns estudos ja demonstraram também que
animais em situacdo de hipervitaminose, apresentavam uma menor taxa de
mortalidade frente a infeccdo, bem como menores danos deciduais causados
pela doenga (ou seja, mais casos assintomaticos), sem apresentar indicios

histologicos de intoxicag&o pela vitamina (SILVA et al, 1993).

Afim de estudar a relagdo da vitamina D com a montagem da resposta
imunoldgica frente a infecgao pelo Trypanosoma cruzi, macréfagos peritoneais
(células, como ja supracitado, essenciais nesta resposta e comuns
reservatorios do parasito) de camundongos foram infectados por 24 horas com
T. cruzi e posteriormente tratados 100nM de vitamina D por 24h. Diversos
parametros reconhecidamente essenciais na resposta imunolégica da doenga
de Chagas foram avaliados, como por exemplo, a produ¢do de corpusculos
lipidicos, de citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-10 e TNF-a), a expressao de
oxido nitrico sintase induzivel (INOs), de arginase-1, produ¢ao de 6xido nitrico,
bem como as alteragbes na replicagdo parasitaria decorrente do tratamento

com vitamina D.

Primeiramente, nossos dados mostram que dentro destas condigcoes, a
infeccgdo in vitro de macrofagos peritoneais é capaz de induzir uma formagao
significativa de corpusculos lipidicos e que o pds tratamento com vitamina D
consegue por sua vez, praticamente reverter esse quadro, suprimindo

fortemente esta formacao a niveis proximos dos controles nao infectados.

Resultados do grupo indicam que infecgdes por parasitos intracelulares
como por exemplo o Mycobacterium bovis, induzem a formacao de corpusculos
lipidicos e estes sao sitios de produgao de eicosandides, resultando na inducao
da producado de PGE,, por exemplo. (D’AVILA at al, 2006; ALMEIDA et al,
2009). A conversédo enzimatica do acido araquiddnico livre em seus metabdlitos
oxigenados (PGE3) no interior dos corpusculos lipidicos parece favorecer a
sobrevivéncia do patégeno no interior do fagocito, uma vez que o acido
araquidénico livre seria capaz de estimular a nucleacdo da actina e a

maturacdo do fagossoma nas células infectadas, resultando em significativa
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morte da micobacteria (ANES et al., 2003). Desta forma, o aumento da
capacidade dos macréfagos de produzir PGE; derivada dos corpusculos
lipidicos tem sido relacionado com a inibicdo de uma resposta protetora por
parte do hospedeiro, modulando negativamente a fun¢cdo do macréfago e
favorecendo a sobrevivéncia e replicacédo do patdgeno no interior do fagécito.
De fato, estudos ja demonstram que a formacao de corpusculos lipidicos em
macrofagos infectados com T. cruzi facilita o escape do parasito dos

mecanismos normais de seu controle (D’AVILA et al, 2011).

Com isto, é possivel dizer que a redugao da formagao destas organelas
nessas células reservatério do parasito pode ter como consequéncia uma
melhor atividade antimicrobiana destas, bem como um controle mais efetivo da

carga parasitaria.

Foi avaliada também a producdo de IL-10 e TNF-a por parte dessas
células em consequéncia a infecgdo e ao tratamento, como mediadores
importantes do balango entre uma resposta pro-inflamatéria e anti-inflamataria,
uma vez que a vitamina D é conhecida por seu carater imunosupressor.
(CHANG et al, 2010). Interessantemente, os nossos dados in vitro demonstram
que a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi foi capaz de induzir uma maior
producao da IL-10 por parte dos macréfagos, o que pode ser interpretado como
uma estratégia de sobrevivéncia, uma vez que a IL-10 conhecidamente
suprime a funcdo destas células e desmonta uma resposta inflamatoria
eficiente por parte do hospedeiro. Em adigao, o tratamento com vitamina D foi
capaz de reverter parcialmente esta producdo, suprimindo esta a niveis
semelhantes a do grupo controle n&o infectado. Nossos dados demonstram
que, apesar de alguns trabalhos demonstrarem a vitamina D como indutora da
producdo de IL-10 e consequentemente, uma supressora da producdo de
citocinas pr6 inflamatérias (BAEKE et al, 2010; BAEKE et al, 2011), que
culminaria na desativagdo de células efetoras do sistema imunoldgico, no
nosso modelo experimental ela foi capaz de inibir a produgdo desta citocina.
Por outro lado, nem a infeccdo nem o tratamento com a vitamina induziram
niveis de TNF-a diferentes dos controles. De fato, com relagcdo TNF-a, em
trabalhos do nosso grupo demonstraram que drogas que modularam a

formacdo de corpusculos lipidicos tiveram pouco efeito ou nenhum efeito na
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sintese dessa citocina (D’ AVILA et al, 2006; ALMEIDA et al, 2009). Estes
achados indicam que a vitamina D pode levar a uma resposta mais efetiva por
parte dos macrofagos, para o controle de parasitos intracelulares, modulando a
sintese de IL-10 e ndo de TNF-a. Em seguida avaliamos a expressao da éxido
nitrico sintetase (INOS), a enzima e da produgado de éxido nitrico (NO), uma
espécie reativa de 6xigénio produzida principalmente por macréfagos, com um
forte carater citotdxico e muito importante na eliminagdo de parasitos nos
fagécitos destas células (SCHARTON KERSTEN et al, 1997 ; OGAWA et al,
2017)

Diversos estudos demonstram que a supressao da produgcao de NO ou o
silenciamento da expressao da enzima produtora desse composto, aumenta a
susceptibilidade em animais a doencas infecciosas intracelulares, incluindo a
doenca de Chagas (DAVIS, 2001 ; MARTINS et al, 1998 ; DIEFENBACH et al,
1999). Apesar dos mecanismos moleculares pelos quais o NO apresenta seu
efeito citotoxico ndo serem completamente compreendidos, no caso de
infeccbes por tripanossomatideos, sabe-se que o NO é capaz de interferir com
o metabolismo do parasito, inibindo a atividade da enzima cruzipaina, uma
cisteina protease que desempenha papel essencial em diferentes processos do
ciclo bioldgico do T. cruzi, tais como crescimento, diferenciagcao e sobrevivéncia
no organismo hospedeiro (VENTURINI et al, 2000 ; MOTTRAM et al, 1998).

Avaliamos entdo por Western Blotting a expressao da enzima iNOS nos
nNossos grupos controle, tratados e infectados e pudemos avaliar que a infec¢ao
por T.cruzi € capaz de induzir uma maior expressao desta em macrofagos, o
que soa como natural, podendo ser interpretado como uma tentativa destas
células de eliminar o parasito e que o tratamento com vitamina D foi capaz de
aumentar consideravelmente a expressdo dessa enzima. Paralelamente, o
tratamento com a vitamina aumentou a sintese de NO nas células infectadas e
tratadas. Indicando, novamente, que o tratamento com a vitamina parece ser
capaz de induzir uma montagem mais efetiva da resposta imunoldgica por

parte dos macréfagos peritoniais infectados por T cruzi.

Arginase1 (Arg1) € uma enzima citosélica que hidrolisa a L-arginina
em ureia e ornitina e € indutivel em muitos tipos de células, incluindo
macrofagos e células endoteliais e epiteliais (SCHLEICHER et al, 2016). No
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sistema imune, o metabolismo da Arg1, foi conceitualmente ligado a trés
processos principais. Primeiro, porque a ornitina € um precursor das poliaminas
ou prolina necessarias para a proliferagdo celular ou sintese de colageno,
respectivamente, a expressdo de Arg1 é caracteristica para cicatrizagdo de
feridas e regeneragao tecidual, e quando excessiva a atividade de Arg1 pode
causar fibrose de 6rgdos (BARRON et al, 2013). Segundo, a expressao de
Arg1 pelas células mieldides pode privar as células T da arginina e, assim,
prejudicar sua ativacdo e proliferagdo durante as respostas imunes anti-
infecciosas ou antitumorais (BOGDAN, 2015; PESCE et al, 2009). Terceiro, a
Arg1 compete com a éxido nitrico indutivel sintase (INOS) ou com a sintase do
NO 2 (NOS2), uma via antimicrobiana e imunorreguladora, que ultiliza o
substrato comum L-arginina (BOGDAN, 2015; EL-GAYAR et al, 2003;
RUTSCHMAN et al, 2001). Consequentemente, a atividade de Arg1 esta
correlacionada com o aumento de cargas de patégenos em doencas
infecciosas (DE MUYLDER et al, 2013).

Avaliamos entdo a expressdao da enzima arginase-1 em células
infectadas ou ndo e que receberam ou nao o tratamento com vitamina D,
através da técnica de Western Blotting. Avaliamos que a infecgdo com T.cruzi é
capaz de induzir a produgcdo desta enzima em macréfagos, podendo
representar um mecanismo de escape do parasito, tornando estas células
menos capazes de eliminar o parasito, constituindo assim um bom reservatorio
da infecgdo. Por outro lado, quando estes grupos infectados receberam o
tratamento com a vitamina D, foi significativa a redugdo da produgdo da
arginase-1, indo ao encontro aos nossos dados da dosagem da iNOS,
considerando que estas enzimas competem pelo mesmo substrato, conforme
descrito. Isto novamente aponta para a capacidade do tratamento com vitamina
D em potencializar a atividade antimicrobicida de macréfagos, podendo
novamente favorecer a eliminagao do patégeno.

Tendo em vista as alteraggoes geradas pelo tratamento com vitamina
D, nestes fatores imunolégicos tdo importantes envolvidos no efetivo controle
do T.cruzi por macréfagos, avaliamos a replicagdo do parasito nos grupos
tratados e controle. Interessantemente, o que encontramos foi que a vitamina D
foi capaz de reduzir a praticamente a zero o numero de parasitos no

sobrenadante de nossas culturas, indicando entdo uma menor replicagéo
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destes no interior da célula hospedeira, bem como menor escape destes
organismos. Este dado por si s6 ja € de extrema significancia, porém, se
tivermos em vista que a linha de tratamento atual para a doenca de Chagas se
basea em controlar a parasitemia em pacientes na fase aguda, e que este
controle leva a uma cura da doenca ou ao desenvolvimento de uma doenca
cronica assintomatica (Il Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015),
podemos dizer que o pos-tratamento com vitamina D podera atuar como uma

estratégia terapéutica adicional concomitante ao tratamento convencional.

A fim de averiguar um possivel mecanismo pelo o qual a vitamina D
exerce esse efeito de protecao por nés demonstrado, investigamos entédo a via
de sinalizacdo do PPAR-y, uma importante via inibitéria da atividade de
macrofagos, que esta relacionada com a biogénese de corpusculos lipidicos e
producao de prostaglandinas em infec¢des por patdogenos intracelulares, como

na infeccao experimental por Mycobacterium bovis (ALMEIDA, et al 2009)

Como ja descrito, diversos ligantes e agonistas desta via sdo capazes
de estimular a transcricdo de varios genes-alvo via mecanismos dependentes
de PPAR-y e promover a resolucdo do processo inflamatério como um
regulador endégeno do processo inflamatério in vivo (GILROY et al, 1999 , KIM
et al, 2017). Além disso, ja foi relatado também que a ativacao da via do PPAR-
v pode suprimir a atividade de outras importantes vias metabdlicas produtoras
de citocinas pré-inflamatérias e essenciais para uma montagem eficiente de
uma resposta imunologica capacitada para eliminagao destes parasitos, como
por exemplo, a via do NF-xB (RICOTE et al, 1998). De fato, a ativagao desta
via leva a resolugdo de um processo inflamatério e tem sido estudada como
potencial alvo terapéutico para doengas auto imunes, por desenvolver um
quadro de analgesia nos pacientes (SAGAR et al, 2008 ; SAITO et al, 2015).

Estudos ja demonstraram que a ativacdo de PPAR-y aumenta a
expressao de genes M2 em macrofagos, induzindo a produgédo de marcadores
carateristicos deste tipo celular, incluindo arginase, CD206 (receptor de
manose) e IL-10 (ODEGAARD et al, 2007 ; BOUHLEL et al, 2007). De fato, um
estudo de Hasegawa-Moriyama e colaboradores, de 2012, demonstrou que a
administracdo de rosiglitazona aumentou a expressdo de marcadores

especificos de M2, incluindo arginase e |IL-10. Considerando dados da literatura
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que demonstram que esse balango entre perfis M1 e M2 de macréfagos é
chave para o controle e graus de severidade no desenvolvimento de diversas
doencas infecciosas (uma vez que macréfagos M1 sao macréfagos capazes de
produzir metabdlicos capazes de eliminar os patégenos, bem como produzir
mediadores que induzem um feedback positivo nessa resposta imunoldgica pro
inflamatoria) (KUSAKA et al, 2018 ; HALSTEAD et al, 2018). Além disso, os
nossos resultados do tratamento da vitamina D, que indicam que o calcitriol &€
capaz de aumentar a expressao de iINOS e sintese de NO, e inibicdo de
arginase, caracteristicas da polarizagdo de macréfagos para o perfil M1, sendo
capazes entdo de eliminar o parasito, a via do PPAR-y se apresenta como uma
possivel via de sinalizacao intracelular pela qual a vitamina D poderia estar
atuando também.

Primeiramente, a fim de confirmar a agdo da via do PPAR-y na formagao
de corpusculos lipidicos durante a infecgao experimental in vitro de macrofagos
peritoneais por T. cruzi, nds utilizamos de moduladores desta via, sendo o GW
9662 um dos mais potentes antagonistas desta via e a Rosiglitazona, um
farmaco agonista. O que nos encontramos foi que conforme descrito na
literatura para outros patégenos, como o Mycobacterium bovis, a inibicao da via
do PPAR por GW leva a uma reduc¢ao significativa na formagéo de corpusculos
lipidicos. E sua ativagdo por Rosiglitazona, leva a uma indugdo também
significativa na formacéo destes corpusculos lipidicos durante a infecgéo por T
cruzi. Estes dados demonstram a participacdo desta via na formacado de CLs
na responsta inflamatéria desencadeada pelo T. cruzi. Isto é importante, pois
como ja demonstrado na literatura e aqui ja descrito, a formagdo destas
organelas leva a formagdo de mediadores lipidicos, principalmente
prostaglandinas, e estas podem desativar macréfagos os tornando incapazes
de eliminar o parasito, sendo este processo de biogénese entéo relacionado
com o favorecimento a sobrevivéncia do patogeno (D’AVILA et al, 2011).
Dados da literatura descrevem que a ativagcdo da via do PPAR-y inibe a
producao de citocinas proé-inflamatérias, num mecanismo dependente de
sinalizacao através de TLRs que resultam na inibicado do NF-kB, como é o caso
do TNF-a, que é uma citocina capaz de capacitar macréfagos a produzirem

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio citotdéxicas para os parasitos (JIANG
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et al, 1998). Interessantemente, tivemos também como resultado o fato da
inibicdo com GW desta via, ter induzido a producéo de IL-10, bem como de
TNF-a. O que sugere estar ocorrendo alguma reagéo secundaria especifica de
certos pontos do processo de infecgcao e replicacdo do parasito. Apesar deste
dado, todo nosso trabalho e a literatura apontam que a regulagdo negativa
desta via levam para formagao de uma resposta com carater pro-inflamatério. A
producao da quimiocina KC, nao foi alterada pela ultilizagdo do GW 9662 ou da

Rosiglitazona

Através do pré-tratamento com a Rosiglitazona, conseguimos
demonstrar que este agonista da via do PPAR reverteu os efeitos da vitamina
D com relacédo a formacao de corpusculos lipidicos e replicagao de parasitos.
De fato, estudos recentes na literatura demonstraram que a vitamina D é capaz
de influenciar nessa via de sinalizacdo, sendo sua deficiéncia um importante
fator no aumento da biogénese lipidica em adipécitos, desestruturagéo
muscular e acumulo de gordura hepatica (LI et al, 2018 ; BORGES et al, 2018).

Interessantemente, conseguimos demonstrar também que o calcitriol é
capaz de impedir parcialmente a translocagdo do PPAR-y para o nucleo dos
macrofagos, impossibilitado assim, espacialmente, de se ligar e regular a
atividade génica dos mais diferentes genes controlados pela via, em destaque
para nosso trabalho, os genes controladores da biogénese lipidica e da
formagao de corpusculos lipidicos (ALMEIDA et al, 2009). Com efeito, pelo fato
dos receptores da familia do PPAR serem receptores nucleares que ao serem
estimulados s&o translocados para o nucleo, aonde entdo regulam a expresséao
génica. A inibicdo da translocacéo para o nucleo causado pela vitamina D,
regulou negativamente a acgdo desta via, podendo explicar os efeitos
supressores do calcitriol sob esta, descritos na literatura eobservados neste
trabalho. Sabe-se que alguns outros receptores nucleares, como a NOC,
também podem participar deste processo de translocacao (KAWAI et al, 2010),
sendo assim, mais estudos sao necessarios para demonstrar por quais

mecanismos a vitamina D impede este processo de translocagao.

Considerando entdo dados da literatura que demonstram que o balanco

entre os perfis de resposta de macrofago (M1 e M2) sdo essenciais para uma
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resposta eficiente contra uma grande gama de parasitos (sendo o perfil M1 o
perfil produtor de metabdlicos capazes de eliminar parasitos, além de produzir
mediadores inflamatérios que polarizam ainda mais esta resposta para um
perfil pré inflamatério), incluindo o T.cruzi (PENAS et al, 2015), torna-se
essecial avaliar qual seria o efeito da via do PPAR na replicacdo do parasito
em cultura, uma vez que, como ja foi descrito, a literatura demonstra que esta
via participa da polarizagdo da resposta M2, culminando em um perfil de
resposta anti-inflamatério e insuficiente para eliminagcdo dos patdégenos
(ODEGAARD et al, 2007 ; BOUHLEL et al, 2007).

Para tal, nés realizamos o pré-tratamento com Rosiglitazona em grupos
de células infectadas que receberam depois o pds-tratamento com vitamina D.
Observou-se que este pré tratamento foi capaz de reverter significativamente
os efeitos de eliminagdo parasitaria resultantes do tratamento com a vitamina
D. Indo ao encontro a nossos proprios dados prévios que demonstraram que o
agonista do PPAR foi capaz de reverter parcialmente a supressao da
expressao de diversos fatores celulares relacionados com a sobrevida do

parasito intracelularmente.

Em conclusao, nossos dados nos permitem dizer que o tratamento com
a vitamina D em macrofagos peritoneais infectados com T. cruzi suprime
parcialmente a via de sinalizagdo dependente do receptor nuclear PPAR-y
(através do impedimento da translocacdo deste para o nucleo celular), a
producao de citocinas anti-inflamatérias, aumentando por outro lado, a
producao de mediadores pré-inflamatérios, como a KC murina. Esta regulagao
por sua vez, diminui a biogénese de corpusculos lipidicos, induzindo assim,
uma resposta de carater mais pro-inflamatério, com macréfagos expressando
mais iINOS e produzindo maiores niveis de oxido nitrico (marcadores de perfil
M1) e menores quantidades de marcadores M2 como arginase e IL-10. De
maneira geral, podemos dizer que vitamina D torna os macréfagos mais
competentes para eliminagdo do Trypanosoma cruzi, podendo atuar como um
tratamento adicional para o controle da infecgdo, ao mesmo tempo colabora

para um melhor progndstico para o controle da doenga hospedeiro.
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6 — CONCLUSAO

Os resultados encontrados neste trabalho nos permitem concluir que:

- A vitamina D é capaz de inibir a formagao de corpusculos lipidicos e a sintese
de IL-10, induzir a producédo de KC, mas nao de TNF-a, durante a infec¢ao por

T. cruzi em macrofagos;

- A vitamina D aumentou a expressao de iNOS, bem como a sintese NO e
inibiu a expressédo arginase-1 e a replicagdo do parasito, demosntrando seu
papel no aumento da fungao antiparasitaria destas células, tipicas de um perfil
M1;

- A infecgao por T.cruzi foi capaz de induzir a formagao de corpusculos nessas
células, através da via de sinalizacdo do PPAR-y. A supressao desta via foi
capaz de induzir a producao de IL-10 e TNF-a por parte de macrofagos

infectados com T.cruzi.

- A vitamina D é capaz de impedir a translocagao do receptor nuclear PPAR-y
para o nucleo da célula aonde ele exerce sua fungao de alterar a transcrigéo de
diverses genes, inclusive varios relacionados com o metabolismo lipidico e a

formacéao de corpusculos lipidicos.

- Por outro lado, a ativagédo da via do PPAR-y é capaz de reverter parcialmente
os efeitos da vitamina D sobre a formacgao de CL e replicagado do parasito, em

cultura de macrdéfagos infectados com T.cruzi.

- Em conjunto, nossos dados sugerem que a vitamina D teve um papel protetor

durante a infecgao experimental por T cruzi em macréfagos.
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During Chagas disease, the Trypanosoma cruzi can induce some changes in the host
cells in order to escape or manipulate the host immune response. The modulation of
the lipid metabolism in the host phagocytes or in the parasite itself is one feature that
has been observed. The goal of this mini review is to discuss the mechanisms that
regulate intracellular lipid body (LB) biogenesis in the course of this parasite infection
and their meaning to the pathophysiology of the disease. The interaction host—parasite
induces LB (or lipid droplet) formation in a Toll-like receptor 2-dependent mechanism in
macrophages and is enhanced by apoptotic cell uptake. Simultaneously, there is a lipid
accumulation in the parasite due to the incorporation of host fatty acids. The increase
in the LB accumulation during infection is correlated with an increase in the synthesis
of PGE» within the host cells and the parasite LBs. Moreover, the treatment with fatty
acid synthase inhibitor C75 or non-steroidal anti-inflammatory drugs such as NS-398
and aspirin inhibited the LB biogenesis and also induced the down modulation of the
eicosanoid production and the parasite replication. These findings show that LBs are
organelles up modulated during the course of infection. Furthermore, the biogenesis of
the LB is involved in the lipid mediator generation by both the macrophages and the
parasite triggering escape mechanisms.

Keywords: T. cruzi, lipid droplets, prostaglandin, infectious diseases, inflammation, lipid mediators, parasite
replication, Chagas disease

INTRODUCTION

Chagas disease represents an infectious condition classified by the World Health Organization
(WHO) as a neglected illness. It is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and presents
several symptoms, leading to a continuous inflammatory process that results in the replacement
of functional health tissues by connective tissue, and thereafter, function loss of tissues and organs,
which may lead to death (Teixeira et al., 1978, 2002; Parada et al., 1997; Rodriguez-Salas et al., 1998;
Huang et al., 1999; Machado et al., 2008).

Studies in T. cruzi experimental infection models have established a strong immunological
response in the acute phase, characterized by an intense infiltration of activated macrophages with
the ability to process and present antigens, cytokines synthesis, and give co-stimulatory signals
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demonstrating their essential function in innate immune
responses, in order to control the parasite multiplication and
elimination (Teixeira et al., 2002). A distinguishing aspect of
Chagas disease-triggered macrophages is the increased numbers
of distinct cytoplasmic organelles called lipid bodies (LBs)
(Figure 1) (Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2011).

Lipid bodies are lipid rich-organelles that have been found
in almost all organisms from bacteria to humans (Alvarez et al.,
1996; Waltermann et al., 2005; Murphy, 2012). In mammalians,
LBs are found in the major part of leukocytes and other cellular
types, such as endothelial cells, fibroblasts, and mastocytes
(Dvorak et al.,, 1993; Bozza et al.,, 2007) and can be involved
directly or indirectly in numerous cellular functions, such
as lipid metabolism, membrane traffic, intracellular signaling
and the production of several inflammatory mediators (Bozza
et al, 2007). LBs within infected cells are involved in the
production of inflammatory mediators which can potentially
inhibit the host Thl response, thus, modulating parasite
growth (Snijdewint et al., 1993; Kalinski, 2012). Interestingly, a
recent study established that T. cruzi LBs are also active and
producing immunosuppressive inflammatory mediators which
may represent not only an evasion strategy but also a survival
factor exhibited by the parasite (Toledo et al., 2016).

The purpose of this mini review is to present the recent
progress in elucidating the structure, formation mechanisms and
functions of intracellular LBs within both infected host cells and
the protozoan parasite T. cruzi, as well as their impact on the host
response and parasite escape mechanism during Chagas disease.

LIPID BODY CHARACTERIZATION AND
STRUCTURE

Lipid bodies, also known as lipid droplets or adiposomes, are
multi-functional organelles associated with lipid homeostasis in
virtually all cells (Figure 1). Although, the cellular and molecular

mechanisms of LBs biogenesis remain to be determined; it is
currently known that the endoplasmic reticulum (ER) structure
may have an important role during LB biogenesis. In eukaryotic
cells, LBs are formed de novo from the ER (Jacquier et al,
2011; Kassan et al., 2013; Choudhary et al., 2015). The most
accepted model suggests that it was as a building model,
where enzymes, such as diacyltransferase DGAT1 and DGAT2,
produce triacylglycerols (TAG). Moreover, these enzymes are
involved in lipid metabolism localized in specific compartments
of the ER, favoring the synthesis of neutral lipid between the
two membrane leaflets of the ER, producing a hydrophobic
neutral lipid core (Murphy and Vance, 1999; Bozza et al., 2009;
Walther et al., 2017). After reaching a determined size, nascent
LBs carried with proteins lacking trans-membrane spanning
domains bud off from ER into the cytoplasm and finally
the lipids are coated by a phospholipid monolayer from the
cytoplasmic leaflet of the ER membrane (Murphy, 1999, 2001;
Martin and Parton, 2005; Bozza et al, 2009; Walther et al,
2017).

In general, the LB structure consists of a neutral lipid core,
containing TAG and cholesterol ester (CE) in its majority,
surrounded by an outer monolayer of phospholipids because
LBs besides being heterogeneous organelles also lack a true
delimiting unit membrane structure (Tauchi-Sato et al., 2002).
Moreover, LBs are structured by perilipin (PLIN) family
proteins, including perilipin/PLIN1, PLIN2/ADRP (adipose
differentiation-related protein), PLIN3/TIP47 (tail-interacting
protein of 47 KDa) (Figure 1B) (Brasaemle et al, 1997;
Wolins et al., 2006; Dalen et al., 2007; Welte, 2007). The
protein content can be diverse once proteomic studies have
shown ribosomal, mitochondrial, and vesicular transport
proteins, such as Ras-associated binding protein (RAB)s,
ADP-ribosylation factor (ARF)s, caveolins and ER components
compartmentalized in the LBs, suggesting their role in fusion
and fission with other LBs or organelles, as well as cell
signaling and inflammatory mediator proteins under different

r

Plin-1 (perilipin)

Macrophage

Plin-2 (ADRP)

-
. - DAG
®
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&
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From: Melo, RCN (courtesy); Toledo, DAM and D’Avila, H.

FIGURE 1 | Lipid bodies (LBs) biogenesis and components in both the host cell cytoplasm during the interaction and/or infection with T. cruzi and in the
trypomastigotes forms of T. cruzi. (A) LBs accumulation (green) in murine infected macrophage after staining with BODIPY® 493/503. Nuclei of macrophage and
internalized parasites were stained with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole; blue). (B) Schematic representation of the structural composition of a LB. Colored
objects represent LBs surface-bound proteins located in the phospholipid monolayer. Prostaglandin E2 (PGE) 2, arachidonic acid (AA), diacilclycerols (DAG),
triacylglycerols (TAG), and cholesterol esters (CE) are found in the neutral lipid core. (C) Electron micrograph showing a LB in the trypomastigote form of T. cruzi.
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conditions. However, the lipid and protein content depend
on the cell type and condition of the cellular activation
(Dvorak et al.,, 1993; Bozza et al., 1997; Yu et al., 1998, 2000;
Wau et al., 2000; Fujimoto et al., 2001; Chen et al., 2002; Umlauf
et al., 2004; Ozeki et al., 2005; Bartz et al., 2007; Bostrom et al.,
2007; Hodges and Wu, 2010).

LIPID BODY FORMATION DURING
T. cruzi INFECTION

The mechanism of formation of LBs in host cells is a
highly regulated event. Upon leukocytes activation LBs
are formed rapidly in response to different stimuli and
pathological conditions, such as infection by distinct pathogens:
mycobacteria (Cardona and Ausina, 2000; D’Avila et al,
2006; Almeida et al., 2009, 2014; Mattos et al., 2010, 2011),
virus (Ferguson et al., 2017) or protozoan, such as T. cruzi
(Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2011), Leishmania major (Rabhi
et al.,, 2016), L. amazonensis (Pinheiro et al., 2009; Lecoeur
et al, 2013), and Toxoplasma gondii (Gomes et al., 2014;
Mota et al., 2014).

During in vivo studies in T. cruzi infection, it was
demonstrated that this disease promotes an important
inflammatory response featured by intense macrophage
migration to the infectious sites, mainly the heart (Melo and
Machado, 2001; Melo et al., 2003). Melo et al. (2006) showed
LBs enhancement in inflammatory macrophages associated with
increased myocardial parasitism (Melo et al., 2006). Moreover,
during T. cruzi infection, LBs show a diversity electron-density,
which suggest a diverse composition associated with recruitment
and/or in situ production of lipid inflammatory mediators (Melo
et al., 2003, 2006).

In macrophages, the T. cruzi internalization potentiates LB
biogenesis; however, the phagocytosis is neither sufficient nor
essential for triggering the biogenesis. It has been demonstrated
that after a 24 h period of infection with T. cruzi, peritoneal
macrophages with internalized parasites, as well as non-
parasitized cells show increased number of LBs compared to
control (D’Avila et al,, 2011). Although not fully elucidated,
the formation of LBs in host macrophages seems to involve
the pathogen recognition by surface receptors, as well as
paracrine signaling that soluble factors secreted by parasites or
infected cells might induce LB biogenesis in non-parasitized
cells.

Our group demonstrated that, in murine macrophages,
the in wvitro T. cruzi infection induced LBs formation
through recognition via toll like receptor 2 (TLR-2)
(Figure 2) (D'Avila et al, 2011). In fact, some groups
of researchers have identified different molecular motifs
from this parasite able of activating TLRs in macrophages,
such as Glycosylphosphatidylinositol-anchored mucin-like
glycoproteins (tGPI-mucin) present in the parasite membrane
and capable of inducing the inflammatory response through
an activation of TLR2 (Almeida et al., 1999; Campos et al,
2001; Gravina et al., 2013). However, the identification of
downstream signaling pathways involved in this processes

during T. cruzi infection needs to be more elucidated. TLR4
has also been involved in the immune response during the
first stage of infection (Rodrigues et al., 2012); nonetheless,
it was not able to mediate the LB formation in macrophages
(D’Avila et al., 2011).

During T. cruzi infection, the induction of apoptosis,
especially of T and B lymphocytes (Freire-de-Lima et al,
2000; DosReis, 2011) and neutrophils (Magalhaes et al., 2017)
represents an important mechanism that contributes to the
parasite replication, due to the immunomodulatory effects
on the host immune response (Decote-Ricardo et al., 2017).
Consequently, the efferocytosis or phagocytic clearance of these
apoptotic cells by macrophages has profound consequences on
innate and adaptive immune responses in inflamed tissues (Elliott
et al.,, 2017). Moreover, it has been shown that the formation
of LBs during T. cruzi infection in macrophages is potentiated
in the presence of apoptotic, but not necrotic or living cells
(D’Avila et al., 2011).

The uptake of apoptotic cells through the o,B; integrin
(vitronectin receptor) is critical in the induction of LBs during
T. cruzi infection (Figure 2). In addition, the treatment with
flavoridin, a desintegrin that blocks binding via a,p3, completely
abolished the LB-formation induced by the apoptotic cells uptake
(D’Avila et al., 2011). Furthermore, some groups have shown that
the interaction of apoptotic cells and phagocytic cells induces
the production of cytokines such as IL-10 and TGF-B (Voll
et al., 1997; Xiao et al., 2006, 2008) causing these cells to be
more permissive to T. cruzi infection (Freire-de-Lima et al,
2000; D’Avila et al., 2011). Studies in vitro have shown that the
TGEF- B produced by macrophages could induce LBs in these
cells. The use anti-TGF B1 neutralizing antibody inhibited the
secretion of TGF- B, and abolished the LB formation induced
by this cytokine, demonstrating that this mediator can directly
trigger LB formation (Figure 2) (D’Avila et al,, 2011). Even
though the attachment of other co-receptors cannot be ruled
out, these data suggest that efferocytosis by macrophages through
a,P3 receptor triggers TGF-p1l-dependent potentiating the LB
biogenesis.

LIPID BODY FORMATION IN THE
PROTOZOAN T. cruzi

In recent years, it has become of interest the study of the
biogenesis, structure, composition, and function of LBs formed
within protists parasites, such as T. cruzi. These parasites are able
to acquire host lipids or to codify their own lipid biosynthesis
machinery, thus allowing LBs biogenesis independently of their
host (D’Avila et al., 2012; Herker and Ott, 2012).

Toledo et al. (2016) showed that metacyclic trypomastigote
forms from T. cruzi, co-cultured with peritoneal macrophages
for 1 h had enhanced LB biogenesis, suggesting that the
interaction of infective forms of parasite with inflammatory
host leukocytes such as macrophages might quickly modulate
the LB formation in the T. cruzi (Figure 2). Moreover,
ultrastructural analyses of LBs from amastigote forms inside
macrophages, showed the presence of a typical monolayer
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FIGURE 2 | Lipid bodies formation in response to interaction macrophage- T. cruzi favors parasite replication. The uptake of trypomastigotes through TLR2 induces
LBs formation in macrophages, which is potentiated by phagocytosis of apoptotic cells through avp3 receptor. The interaction of parasite-macrophage also induces
LBs accumulation in extracellular trypomastigotes and intracellular amastigotes, which can serve as lipid sources for parasite growth. In addition, the TGF-g
produced by infected macrophages acts autocrinally contributing for LBs increase. New formed LBs from parasite and macrophage are sites for PGE, synthesis,
because they compartmentalize the substrate (AA) and the enzymes as (COX-2 and PGE, synthase) for their production. PGE; is a potent lipid mediator that,
together with TGF- B, potentially reduces the host Th1 immune response, thus decreasing the microbicidal capacity of the macrophage. The macrophages treatment
with Aspirin, NS-398 or C75 can inhibit LBs accumulation and LBs-derived PGE, synthesis, controlling the parasite replication. AA, arachidonic acid; COX-2,
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of phospholipids with varied electron-density, similar for
the one of the mammals cells. In addition, the electron
density was dependent on the cell activation state and the
LBs from the amastigotes inside heart macrophages, during
in vivo infection, were more electron-dense, than the LBs from
peritoneal macrophages, during in vitro infection (Toledo et al.,
2016).

Furthermore, it has been showed that the arachidonic acid
(AA) is a potent inductor of LB formation in eukaryotic cells
(Weller et al., 1991b; Bozza et al., 1996) and that these organelles
incorporate AA, mostly esterified in phospholipids (Weller and
Dvorak, 1985; Weller et al., 1991a). Interestingly, trypomastigotes
forms of T. cruzi stimulated by AA in vitro presented an enhanced
number of LBs when compared to unstimulated parasites in
a time- and dose-dependent manner, with a peak at 24 h of
in vitro stimulation. Raman spectroscopy and MALDI-TOF mass
spectroscopy confirmed that both parasites stimulated by AA can
incorporate a higher content of unsaturated fatty acids, such as
AA inside parasite LBs (Toledo et al., 2016). These organelles,
formed as the outcome of host interaction, suggest that the high

content of AA can be captured from host cell by the parasite
(Figure 2).

LIPID BODIES ARE SPECIALIZED IN THE
EICOSANOIDS SYNTHESIS IN BOTH
PARASITE AND HOST CELLS

As described before, LBs can accumulate AA, suggesting that
these LBs are potentially efficient to initiate intracellular signaling
pathways that culminate in the formation of lipid inflammatory
mediators, such as eicosanoids (Weller and Dvorak, 1985; Weller
et al., 1991a). Prostaglandins (PG) are eicosanoids derived from
AA, which are converted by cyclooxygenase (COX-1 and COX-2)
into PGH,, which in turn is converted in vivo and in vitro
into various arachidonate metabolites, such as PGD,, PGE,,
and PGF,, (Hayaishi and Urade, 2002; Miller, 2006). The
PGE; sustains homeostatic functions and mediates pathogenic
mechanisms, including the inflammatory response associated
with parasitic disease (Kubata et al,, 2007). In fact, previous
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works documented LBs as sites of compartmentalization of
eicosanoid-forming enzymes (Yu et al, 1998; Bozza et al,
2002; D’Avila et al., 2006, 2011), and in situ production of
eicosanoids, such as leukotrienes and prostaglandins, were really
identified in these organelles within activated cells during an
inflammatory situation (Bandeira-Melo et al., 2001; Pacheco
et al, 2002; Vieira-de-Abreu et al, 2005; D’Avila et al,
2006).

Earlier works have demonstrated that macrophages infected
by T. cruzi were positively immunostained for COX-2, and COX-
2 expression was increased when macrophages were co-cultured
with apoptotic cells (Freire-de-Lima et al., 2000; D’Avila et al.,
2011). In addition, D’Avila et al. (2011) confirmed that COX-2
is localized within LBs as well as in the perinuclear membrane
in infected cells. Using Eicosacell technique, a strategy developed
for direct in situ immunolocalization of eicosanoid synthesis
(Bandeira-Melo et al., 2011), new formed PGE, was produced in
LBs induced by T. cruzi infection in the presence of apoptotic cells
(D’Avila et al., 2011).

After the findings on the synthesis of PGE, in LB-induced
by T. cruzi in macrophages, it was showed that LBs from
trypomatigotes forms of T. cruzi, are capable to incorporate
AA and might be sources of PGE, synthesis, suggesting an
activation of the AA cascade and a likely pathway for PGE,
production in the parasite (Toledo et al, 2016). Moreover,
the parasites produce PGs, like eukaryotic cells possessing the
enzymatic machineries for PG biosynthesis (Daugschies and
Joachim, 2000; Kubata et al., 2002; Noverr et al., 2003). However,
the homologs of mammalian COX have not been found in any
parasitic protozoan so far, although proteins called COX-like
enzymes, that are similar to the mammalian COX-1 and COX-
2 have already been identified (Kubata et al., 2002). Indeed,
trypomastigotes forms of T. cruzi, stimulated by AA led to
quantitative increases in LBs biogenesis in parallel with PGE,
secretion and PGE, synthase expression (Toledo et al., 2016).
Thus, the co-localization of LB and PGE, sites within stimulated
trypomastigotes, give credence to the LBs as organelles to the
sites for newly formed PGE, during the activation (Toledo
et al,, 2016). This is also true for the T. cruzi infection in
macrophages (D’Avila et al, 2011). These data suggest that
LBs may be the source of lipid and inflammatory mediators,
in response to the host-parasite interaction. Furthermore,
PGE; may be a powerful immunomodulator and acts in
the immunosuppression that occurs during T. cruzi infection,
indicating a function for PGs from T. cruzi in the Chagas disease
pathogenesis.

LIPID BODY INHIBITION AS INFECTION
CONTROL STRATEGY

Based on the effects that T. cruzi infection and apoptotic
cell uptake cause on LBs formation in the host cell, it has
been investigated whether modulation of the formation of
this organelle could impact the replication of the parasite
(D’Avila et al., 2011). It was tested the effect of two non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), aspirin (COX-1

and COX-2 inhibitor) and NS- 398 (COX-2 inhibitor) which,
in addition to their COX inhibitory effect, also inhibit COX-
independent LB formation (Bozza et al., 1996, 2002). Both
aspirin and NS-398 inhibited the LB biogenesis in infected
macrophages in the presence or absence of apoptotic cells,
suppressing the T. cruzi effects on LB-derived PGE, synthesis,
and reversing the enhancement on parasite replication induced
by apoptotic cells (Figure 2). Therefore, the biogenesis of
the LBs in both the T. cruzi infection and in the parasite
interaction has a direct role in the ability of the macrophages
to synthesize increased amounts of PGE,, which may have
an impact on the course of the disease (D’Avila et al,
2011).

In parallel, LB biogenesis seems to request de novo lipid
synthesis in a cellular mechanism controlled by fatty acid
synthase (Schmid et al., 2005; D’Avila et al, 2006; Accioly
et al, 2008). Therefore, the fatty acid synthase inhibitor
C75 significantly inhibited LB biogenesis induced by T. cruzi
infection, with or without the uptake of apoptotic cells, through a
mechanism independent of the inhibition of the COX-2 enzyme
(Figure 2). Remarkably, it was demonstrated that the treatment
with C75 also reversed the parasite replication in macrophages as
well as the formation of LBs (D’Avila et al., 2011).

In conclusion, it is safe to say that these organelles show
an important role in the inflammatory response, especially
against intracellular pathogens, since their biogenesis leads to
the production of inflammatory mediators, suppressing the
macrophage effectiveness to respond and reduce its capacity to
eliminate the parasite and control the infection. In this mini
review, we analyzed the structure, composition and function of
the LBs in the parasite and host cell during T. cruzi infection
(Melo et al., 2003; D’Avila et al., 2011). The increases in LB
numbers in T. cruzi, associated with changes in LB ultrastructure
highlight the fact that LBs parasites are also plastic, dynamic
and active organelles, which are efficient in modifying their
structure and composition in line with immune cell activation
mechanisms.

CONCLUDING REMARKS

Studies have investigated the intriguing formation of LBs, both
in the host cell and in the parasite itself (D’Avila et al., 2011;
Toledo et al., 2016). Newly formed host LBs are distinguished for
their efficiency to synthesize lipid inflammatory mediators, such
as PGE; and to compartmentalize eicosanoid-forming enzymes,
such as COX-2 (Yu et al.,, 1998; Bozza et al., 2002; D’Avila et al.,
2006, 2011).

Host leukocytes LBs triggered by T. cruzi infection and
increased by the phagocytosis of apoptotic cells are accepted
not only as inflammatory organelles and structural markers of
parasite-induced cell activation, but also as organelles efficient
in the orchestration of the host cell metabolism (D’Avila et al.,
2011). A recent work supports the idea that the T. cruzi
itself is capable of producing LB-derived PGE, after contact
with the host cell to facilitate its own survival (Toledo et al,
2016). This is evidence that parasites have adapted to their
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lipid hosts modulation mechanisms by taking advantage of
the cellular metabolism favoring the diseases progression.
However, the effects of modulating the formation of LBs by
distinct drugs and their influence in the control of parasite
replication experimentally, suggest mechanisms that could
help in the discovery of new effective therapies for Chagas
disease.
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Eosinophils have been long associated with helminthic infections, although their functions
in these diseases remain unclear. During schistosomiasis caused by the trematode
Schistosoma mansoni, eosinophils are specifically recruited and migrate to sites of
granulomatous responses where they degranulate. However, little is known about the
mechanisms of eosinophil secretion during this disease. Here, we investigated the
degranulation patterns, including the cellular mechanisms of major basic protein-1
(MBP-1) release, from inflammatory eosinophils in a mouse model of S. mansoni
infection (acute phase). Fragments of the liver, a major target organ of this disease,
were processed for histologic analyses (whole slide imaging), conventional transmission
electron microscopy (TEM), and immunonanogold EM using a pre-embedding approach
for precise localization of major basic protein 1 (MBP-1), a typical cationic protein
stored pre-synthesized in eosinophil secretory (specific) granules. A well-characterized
granulomatous inflammatory response with a high number of infiltrating eosinophils
surrounding S. mansoni eggs was observed in the livers of infected mice. Moreover,
significant elevations in the levels of plasma Th2 cytokines (IL-4, IL-13, and IL-10) and
serum enzymes (alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase) reflecting
altered liver function were detected in response to the infection. TEM quantitative
analyses revealed that while 19.1% of eosinophils were intact, most of them
showed distinct degranulation processes: cytolysis (13.0%), classical and/or compound
exocytosis identified by granule fusions (1.5%), and mainly piecemeal degranulation
(PMD) (66.4%), which is mediated by vesicular trafficking. Immunonanogold EM showed
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a consistent labeling for MBP-1 associated with secretory granules. Most MBP-1-positive
granules had PMD features (79.0 + 4.8%). MBP-1 was also present extracellularly and
on vesicles distributed in the cytoplasm and attached to/surrounding the surface of
emptying granules. Our data demonstrated that liver-infiltrating mouse eosinophils are
able to degranulate through different secretory processes during acute experimental S.
mansoni infections with PMD being the predominant mechanism of eosinophil secretion.
This means that a selective secretion of MBP-1 is occurring. Moreover, our study
demonstrates, for the first time, a vesicular trafficking of MBP-1 within mouse eosinophils
elicited by a helminth infection. Vesicle-mediated secretion of MBP-1 may be relevant for
the rapid release of small concentrations of MBP-1 under cell activation.

Keywords: schistosomiasis, eosinophil degranulation, major basic protein-1, granuloma, inflammation, liver,

immunonanogold electron microscopy, piecemeal degranulation

INTRODUCTION

Eosinophils are innate immune cells with a broad distribution
in tissues and notably associated with allergic and helminth
parasitic diseases [reviewed in (1-3)]. Increase in the numbers
of eosinophils has long been reported during the acute phase
of schistosomiasis, a neglected tropical disease of great clinical
and socioeconomic relevance (4-7). The etiological agents of
human schistosomiasis are trematode worms of the genus
Schistosoma with most species, including Schistosoma mansoni,
the only one that occurs in the Americas, affecting mainly the
liver and the intestines (8). Human infection with this parasite
causes significant chronic morbidity with the development of a
granulomatous reaction and severe tissue inflammation, which
can lead to life-threatening hepatosplenomegaly [reviewed in
1.

There is considerable debate on the role of eosinophils during
schistosomiasis. It remains uncertain if eosinophils act as major
effector cells against the parasite; as immunomodulators of the
immune response; as participants in tissue homeostasis and
metabolism, which could favor establishment and maintenance
of parasitic worms in their hosts, or merely as operators in
remodeling and clearance of debris following injury (7, 10-14).

Eosinophil responses to inflammatory ~ and/or
immunoregulatory situations are underlined by the ability
of these cells to release granule-stored products, that is, to
degranulate (15). Direct attention to events of eosinophil
degranulation during schistosomiasis mansoni has been paid in
earlier studies. Several authors showed in vitro that eosinophils,
operating via antibody-dependent cytotoxicity, exert damage to
schistosomula of S. mansoni (16, 17). This effect was attributable,
at least in part, to degranulation and release of granule contents,
especially to major basic protein (MBP), a typical cationic
protein stored pre-synthesized in secretory (specific) granules,
onto the surface of the parasite (18). In fact, the toxicity of MBP
and Eosinophil Peroxidase/Eosinophil Protein X (EPO/EPX) has
given support to the effector function of eosinophils in defense of
the host to helminthes, although evidence for such importance
have arisen just from in vitro data (reviewed in 13). Within S.
mansoni egg-induced granulomas, there are well-defined clusters

of eosinophils and other inflammatory cells embedded in a
collagen-rich extracellular matrix around mature parasite eggs
(7, 19), but there is a lack of clarity regarding the degranulation
patterns of eosinophils and its significance in both humans and
mouse models.

Here, we performed a comprehensive in vivo study to
investigate the secretory processes involved in eosinophil
degranulation during the acute phase of schistosomiasis mansoni
in mice. By using conventional transmission electron microscopy
(TEM), which is the only technique with resolution suitable
to clearly identify and distinguish between different modes of
cell secretion (20) and immunogold EM for detecting MBP-1
subcellular localization, we identified, for the first time, a major
vesicle-mediated secretory process for MBP-1 release underlying
the responses of eosinophils to the infection.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Infection in Mice

Swiss Webster mice aged 70 days were inoculated or not
(12 mice per group) with a single inoculum of cercariae of
S. mansoni (100 cercariae/mouse), LE strain. Cercariae were
harvested from infected Biomphalaria glabrata snails, washed,
counted, and injected subcutaneously into each mouse by
an experienced technician. S. mansoni LE strain used in the
experiments was originally isolated from a patient in Belo
Horizonte, Brazil, and has been maintained in successive passages
through Biomphalaria glabrata snails and hamsters (Mesocricetus
auratus) at the Laboratory of Schistosomiasis (Department of
Parasitology, UFMG, Brazil). Infected animals and respective
uninfected controls from the same age were euthanized at 55
days of infection (acute phase) (5). Infection was confirmed by
findings of parasite eggs in the rodent feces at week five of
infection (21).

Ethics Statement

This study was carried out in full accordance with all
international and Brazilian accepted ethic guidelines and was
approved by the Oswaldo Cruz Foundation Ethics Committee
on Animal Use [CEUA-Comissdo de Etica no Uso de Animais,
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under the protocol 32/2012). CEUA follows the Brazilian national
guidelines recommended by the National Council for Animal
Experimentation-CONCEA (Conselho Nacional de Controle em
Experimentagio Animal). Mice experimentally infected and
uninfected controls were monitored daily for survival and well-
being status (home cage evaluation, body condition, skin lesions,
mobility and other general conditions) (22). No animals died
prior to the experimental endpoint (55 days of infection).

Collection of Samples

Experimentally infected animals and their respective uninfected
controls were anesthetized, euthanized, and blood samples and
organ fragments were collected for different studies as below.
Animals were euthanized by exsanguination (full bleed) under
deep anesthesia by cardiac puncture. The anesthetic protocols
included ketamine (100 mg /mL) combined with acepromazine
(10 mg /mL) at a ratio of 9:1 (dose of 0.15 mL/100 g body weight)
(23). Blood samples were collected by cardiac puncture without
anti-coagulant for enzyme determinations or with heparin for
cytokine evaluations. Another group of infected and non-
infected animals (n = 4 for each group) was euthanized in a CO,
chamber at the same day for peritoneal lavage (PL).

Antibody Reagents

Rat monoclonal anti-mouse IgG2a MBP-1 (clone 14.7.4) (Lee
Laboratories; Mayo Clinic, Scottsdale, AZ) whose MBP-1
specificity has been well validated in previous studies (24-
26) and irrelevant isotype control monoclonal antibodies IgG
(Abcam; Cambridge, MA) were used for the ultrastructural
immunodetection studies at concentration of 20 g/mL. The
secondary antibody used for immunoEM was an affinity-purified
goat anti-rat Fab fragment conjugated to 1.4-nm gold particles
(1:100, Nanogold, Nanoprobes, Stony Brook, NY).

Liver Enzymes Determinations

To evaluate the serum enzymes reflecting liver function,
blood samples were centrifuged at 3000 rpm for 10 min and
analyzed in a Roche Cobas Mira Plus Chemistry Analyzer
(Roche Diagnostics®, IN, USA) as before (27). Assay Kits for
measurement of the levels of aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) (Bioclin®, Belo Horizonte,
MG, Brazil) were used according to the manufacturer’s
instructions. A total of 24 samples were evaluated from mice (12
from infected animals and 12 from uninfected of the same age).
Results were expressed as units/liter (U/L).

Cytokine Determinations
To investigate the Th2 profile immune response during the
acute phase of the disease, plasma from S. mansoni-infected and
control animals were processed for cytokine (IL-4, IL-10, IL-
13) analyzes by ELISA assay (DuoSet® ELISA Development
System, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to
the manufacturer’s instructions. After blood centrifugation (3000
rpm for 10min at 4°C), plasma was collected and frozen at
—80°C for subsequent processing.

For ELISA assay, the plates were incubated with 50 pwL of
capture antibody, diluted in PBS (0.15 M NacCl) at RT, overnight.

Next day, the plates were washed three times with washing
buffer (0.05% Tween® 20 in PBS), blocked with 150 wL of
PBS-BSA (bovine serum albumin) 10% for 1h and washed as
before. Samples or cytokine patterns (50 L) were diluted in PBS-
BSA and incubated at 4°C, overnight. Next day, the plates were
washed as above and incubated with the detection antibody (50
nL) for 2h at RT, followed by 50 nL of streptavidin conjugated
to peroxidase for 20 min protected from exposure to light. After
washing, the reaction was revealed by adding 50 L of substrate
[H20;: tetramethylbenzidine (TMB)] (1:1) for 20-40 min and
blocked with 50 wL of sulfuric acid (H2SO4 2N). Samples were
read in a SPECTRAMAX 190 Microplate Reader (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) at 450 nm.

Preparation and Quantification of the

Peritoneal Lavage Fluid Cellularity

The numbers and types of cells recruited from the bone
marrow to the peritoneal cavity were determined by PL. PL
fluid was recovered following injection of 5mL of 0.02M PBS,
pH 7.4, and cells were counted in a Neubauer chamber after
dilution (1:40) in Turk solution (2% acetic acid solution).
Additionally, cytocentrifuged preparations (100 pL of PL
fluid/slide) were obtained in a Cytospin 4 Shandon (Thermo
Scientific Corporation, Waltham, MA) at 450 rpm for 5min
at room temperature and stained with a routine hematology
stain (Panotico Rapido kit, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). Cells
(100/slide) were counted in an Olympus BX-41 microscope
(Tokyo, Japan) at a magnification of 1,000x.

Histopathology and Histoquantitative
Analyses

Liver samples from uninfected and infected mice (6
animals/group) were removed from the right lobe and divided
into approximately 5 mm? fragments, which were immediately
fixed in 4% paraformaldehyde in buffered phosphate, pH
7.3, 0.1 M overnight at 4°C (28). Next day, the specimens
were transferred to a 0.1 M phosphate buffer solution, pH
7.3 and kept in this solution at 4°C for further histological
processing. Samples were then dehydrated, embedded in
glycolmethacrylate resin (GMA) (Leica Historesin Embedding
Kit, Leica Biosystems, Heidelberg, Germany) as before (28) and
cut at 3 pm-thick sections using a Leica microtome RM2155.
This histological approach combines optimal fixation and
processing for visualization and quantification of inflammatory
processes. Three sections per animal were obtained at an interval
of 300 um between sections to ensure analysis of different
granulomas. Sections were stained with hematoxylin-eosin
(Sigma-Aldrich) for qualitative and quantitative evaluation of
granulomas and other parameters.

Histological slides from livers were scanned using a 3D
Scan Pannoramic Histech scanner (3D Histech Kft. Budapest,
Hungary) connected to a computer (Fujitsu Technology
Solutions GmbH, Munich, Germany). This scanner enables
a resolution of 0.23 wm per pixel. Tissue section areas were
analyzed using Pannoramic Viewer 1.15.2 SP2 RTM (3D Histech
kft.) and Histoquant (3D Histech kft.) softwares, which provide
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a morphometric detailed analysis with precise measurements of
different histological parameters, including areas and types of
granulomas at high resolution of entire histological slides (19).

The following morphometric parameters were evaluated and
quantitated in the liver: (i) Distribution and types of granulomas
as previously described (19); (ii) Area taken by granulomas: the
total area related to the granulomatous response was measured
in three sections per animal. The area occupied by different types
of granulomas was also specified. A total of 203 granulomas was
recorded. iii) Area taken by non-granulomatous inflammatory
infiltrates: the total area occupied by infiltrates was measured in
three sections per animal; (iv) Number of parasite eggs in the liver
per mm? of tissue; (v) number of eosinophils per total area of
granuloma.

Additionally, the proportion of eosinophils was estimated in
hepatic granuloma types. For this, the number of eosinophils
was counted among 400 immune cells in three randomly chosen
granulomas per cell section from each animal. Considering that
three sections were studied per animal (#n = 6 animals), a total of
54 granulomas was analyzed for this eosinophil quantification.

Conventional TEM

For conventional TEM, hepatic and intestinal (small and large)
fragments were prepared as in previous works (19, 29). Tissue
was fixed in a mixture of freshly prepared aldehydes [1%
paraformaldehyde and 1.25% glutaraldehyde (EM grade, 50%
aqueous, Electron Microscopy Sciences-EMS, Hatfield, PA)] in
0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4, at room temperature
(RT). After 2h, fragments were sliced into small pieces of 1
mm? and fixed in the same fixative overnight at 4°C. Next,
the fragments were washed twice in 0.1 M sodium phosphate
buffer for 4h each at 4°C and kept in the same buffer at 4°C
for further processing. All fragments were post-fixed in 1%
osmium tetroxide in Sym-Collidine buffer, pH 7.4, for 2h at
RT. After washing with sodium maleate buffer, pH 5.2, they
were stained en bloc in 2% uranyl acetate (EMS) in 0.05M
sodium maleate buffer, pH 6.0, for 2h at RT and washed in the
same buffer as before prior to dehydration in graded ethanols
and acetone, and infiltration and embedding with a propylene
oxide-Epon sequence (Eponate 12 Resin; Ted Pella, Redding,
CA, USA). After polymerization at 60°C for 16h, thin sections
were cut using a diamond knife on an ultramicrotome (Leica,
Bannockburn, IL). Sections were mounted on uncoated 200-
mesh copper grids (Ted Pella) before staining with lead citrate
and viewed with a transmission electron microscope (CM 10;
Philips, or Tecnai G2-20-ThermoFischer Scientific/FEI 2006,
Eindhoven, the Netherlands) at 60-80 KV. Electron micrographs
from different experiments (n = 3) were randomly taken at
different magnifications to study the ultrastructural features of
secretory granules and other subcellular morphological aspects.

Tissue Preparation for Inmunonanogold
Electron Microscopy (immunoEM)

For immunoEM, liver fragments were immediately fixed in
fresh 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS)
(0.02 M sodium phosphate buffer, 0.15M sodium chloride, pH
7.4) (30). Samples were fixed for 4h at RT, washed in PBS,

immersed in 30% sucrose in PBS overnight at 4°C, embedded
in OCT compound (Miles, Elkhart, IN), and stored in —180°C
liquid nitrogen for subsequent use.

Pre-embedding Immunonanogold EM

As detailed before (30), pre-embedding immunolabeling was
carried out before standard EM processing (postfixation,
dehydration, infiltration, resin embedding and resin sectioning).
Alllabeling steps were carried out at RT on cryosections as before
(30) as follows: a) one wash in 0.02M PBS, pH 7.4, 5min; (b)
immersion in 50 mM glycine in 0.02M PBS, pH 7.4, 10 min; (c)
incubation in a mixture of PBS and BSA (PBS-BSA buffer; 0.02 M
PBS plus 1% BSA) containing 0.1% gelatin (20 min) followed
by PBS-BSA plus 10% normal goat serum (NGS) (30 min) -
(this step is crucial to block non-specific Ab binding sites); (d)
incubation with primary Ab (1h); (e) blocking with PBS-BSA
plus NGS (30 min); (f) incubation with secondary Ab (1h); (g)
washing in PBS-BSA (three times of 5 min each); (h) postfixation
in 1% glutaraldehyde (10 min); (i) five washings in distilled water;
(j) incubation with HQ silver enhancement solution in a dark
room according to the manufacturer’s instructions (Nanoprobes)
(10 min). This step enables a nucleation of silver ions around gold
particles. These ions precipitate as silver metal and the particles
grow in size facilitating observation under TEM; (k) three
washings in distilled water; (1) immersion in freshly prepared 5%
sodium thiosulfate (5min); (m) postfixation with 1% osmium
tetroxide in distilled water (10 min); (n) staining with 2% uranyl
acetate in distilled water (5min); (o) embedding in Eponate
(Eponate 12 Resin; Ted Pella); (p) after polymerization at 60°C
for 16 h, embedding was performed by inverting eponate-filled
plastic capsules over the slide-attached tissue sections; and (q)
separation of eponate blocks from glass slides by brief immersion
in liquid nitrogen. Thin sections were cut using a diamond
knife on an ultramicrotome (Leica). Sections were mounted on
uncoated 200-mesh copper grids (Ted Pella) before staining with
lead citrate and viewed with a transmission electron microscope
(CM 10; Philips) at 60 kV. Two controls were performed: (1)
primary Ab was replaced by an irrelevant Ab, and (2) primary
Ab was omitted. Electron micrographs were randomly taken
at different magnifications to study the entire cell profile and
subcellular features.

TEM Quantitative Analysis of Eosinophils

For quantitative studies of secretory granules, electron
micrographs randomly taken from eosinophils infiltrated
into infected livers were evaluated after conventional preparation
for TEM. A total of 148 electron micrographs showing the
entire cell profile and nucleus were analyzed to determine the
total number of secretory granules per cell section. Moreover,
different magnifications from the same cell were taken to identify
ultrastructural changes indicative of PMD, classical exocytosis
and/or cytolysis. A total of 2,868 secretory granules were
counted, and the numbers of intact, emptying and fused granules
were established per cell section. Intact granules were observed
as membrane-bound organelles full of contents without evident
ultrastructural changes. Emptying granules, that is, undergoing
losses of their contents, were indicative of the PMD process,
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and were identified as enlarged granules with lucent areas in
their cores, matrices or both and/or disassembled contents in
the absence of granule fusions (20, 31). Granules fused with
each other and/or with the plasma membrane were indicative of
classical exocytosis (32). The process of cytolysis was recognized
by partial or total loss of the plasma membrane integrity and/or
extracellular deposition of intact granules (31). For controls,
tissue eosinophils randomly distributed in the small and large
intestine from uninfected animals were also analyzed by TEM.

Additionally, the total number of specific granules positive
for MBP-1 was quantitated in electron micrographs obtained
from the liver after ultrastructural immunolabeling for this
protein. These analyses were done in clear cross-cell sections
(total of 9 cells, n = 218 granules) exhibiting the entire
eosinophil cell profile, intact plasma membranes and nuclei as
previously performed for single-cell analyses at high resolution
of immunogold-labeled eosinophils (32). All quantitative studies
were done using the Image ] software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD).

Finally, the total number of round large, cytoplasmic vesicles
was evaluated per cell section. A total of 755 vesicles was
enumerated in 19 randomly taken electron micrographs showing
the entire cell profile and nucleus from both infected and
uninfected tissue eosinophils.

Statistical Analyses

ANOVA followed by Turkey multiple comparisons test, or
Kruskal-Wallis test was performed using GraphPad Prism
version 7.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla
California, www.graphpad.com). Significance was P < 0.05.

RESULTS

The Liver Pathology Induced by S. mansoni
Schistosomiasis mansoni is characterized by a robust egg-
induced granulomatous inflammation in the liver [reviewed
in (33)]. Granulomas are formed around the eggs that are
lodged in the presinusoidal capillary venules of this organ;
and hepatomegaly, secondary to granulomatous inflammation,
occurs early in the evolution of this disease (33). In the
mouse model used in the present work, well-characterized
granulomas associated with hepatomegaly were clearly observed
(Supplementary Figure 1). While the body weights of the
infected animals did not show significant difference when
compared to the controls (42.7 £ 1.3g and 40 + 0.8g
for the infected and control groups respectively, mean =+
SEM, n = 6 animals/group), the livers were significantly
increased (4.3 & 0.2g vs. 1.5 & 0.05g for infected and control
groups respectively, mean £+ SEM, n = 6 animals/group,
P < 0.0001).

To study liver histopathology in more detail, we used
a histological approach that combines optimal fixation
and processing with a plastic resin (glycolmethacrylate)
embedding, which provides better tissue resolution than
conventional paraffin embedding (28) with optimal visualization
of inflammatory processes including granulomas (27). Sections
obtained from glycolmethacrylate-embedded liver fragments

were then analyzed by whole slide imaging (WSI), which enables
scanning and imaging of entire histological slides (Figure 1A).
The resulting digital images have high resolution and offer access
to all areas on the slide, thus allowing reliable assessment of the
number, evolutional types, frequency and areas of granulomas
(19).

By applying WSI, we found three main types of granulomas:
pre-granulomatous exudative (PE); necrotic-exudative (NE)
and exudative-productive (EP) (Figures 1B-D), as previously
demonstrated by our group for this experimental model
(19). In the PE stage (Figure1B), inflammatory cells are
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FIGURE 1 | Representative types of granulomas and their frequencies in the
livers of mice infected with S. mansoni. (A) Histological analyses on entire
tissue sections identified three types of granulomas: (B) Pre-granulomatous
exudative (PE), characterized by an infiltrate of inflammatory cells in process of
organization around the parasite egg; (C) necrotic-exudative (NE), identified by
a central halo of necrosis and numerous inflammatory cells distributed
irregularly on subsequent layers; and (D) exudative-productive (EP),
characterized by a rich structure of collagen fibers and inflammatory cells
concentrated in the periphery and by a more organized and circumferential
aspect. The numbers of granulomas and their areas in the hepatic tissue are
shown in (E,F), respectively. Morphometric analyses were performed using
Pannoramic Viewer software after whole slide scanning. Data represent mean
+ SEM. ***P < 0.0001 vs. numbers of granulomas PE and EP; HHHHP <
0.0001 area of granuloma PE; TP = 0.04 vs. area of granuloma PE. Images
are representative of 3 independent experiments.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

December 2018 | Volume 9 | Article 3019



Dias et al.

Schistosomiasis and Vesicular Trafficking of MBP-1

in process of organization around the egg while the other
stages (Figures 1C,D) are associated with a more organized
circumferential structure in which clusters of inflammatory
cells such as eosinophils, lymphocytes and macrophages are
intermixed with collagen fibers (34, 35). After recording 203
granulomas, we detected that the NE type, identified by a central
halo of necrosis and numerous inflammatory cells distributed
irregularly on subsequent layers, was the most frequent type
of granuloma (Figures 1C-E). Because the sizes of granulomas
greatly vary in target tissues, we next measured the tissue area
taken by granulomas in the liver. The NE type showed the
largest area (Figure 1F). The area occupied by the EP type
was significantly higher than that occupied by the PE type
(Figure 1F), although these two types of granulomas did not
differ in terms of numbers (Figure 1E). Next, the percentage of
granuloma area in relation to the entire tissue was obtained. We
found that the percentage of hepatic tissue taken by inflammatory
granulomatous processes represented 7.7 &= 1.3% (mean £ SEM,
n = 6 animals) of the liver while the number of parasite
eggs in this organ was 2.08 & 0.5/mm? of tissue. Additionally,
we measured the area taken by inflammatory infiltrates (non-
granulomatous), which represented 35.1 & 1.1% (mean £ SEM,
n = 6 animals). In conjunction, the inflammatory response
(non-granulomatous and granulomatous) occupied 42.8 £ 2.4%
(mean 4 SEM) of the hepatic tissue, thus denoting a remarkably
compromised liver.

Accordingly, significant increases in the levels of the
serum enzymes alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) reflecting altered liver function (7, 36,
37) were detected in response to the infection (Table 1). We
observed approximately 3- and 4-fold elevations, respectively, in
response to the acute S. mansoni infection (Table 1).

Detection of Th2 Cytokines in Response to

S. mansoni Infection

The continuous antigenic stimulation resulting from the trapped
eggs in target organs leads to a pronounced inflammatory
response at 6-8 weeks post-infection associated with a dominant
CD4+ T cell-dependent immune response [reviewed in (38)].
The interleukins (IL) IL-4, IL-10, and IL-13 are dominant
cytokines driving this reaction (38). In fact, by analyzing
these cytokines in the plasma, we detected significantly higher

TABLE 1 | Serum transaminases of uninfected and S. mansoni-infected animals.

Parameters Animals P-value**
Uninfected Fold 1 Infected Fold ¢
(n=12) (n=12)
AST (U/L) 76 +£12 1.0 322148 4.24 <0.0001
ALT (UL 49+8 1.0 160424 3.26 <0.0001
De ritis ratio* 1.6 +£0.1 1.0 2.0+01 1.25 <0.0001

AST, Aspartate Aminotransferase; ALT, Alanine Aminotransferase. "De ritis ratio was
calculated as [AST/ALT] and indicates the degree of hepatocelular damage. ~P-value
indicates difference between infected and unifected animals.

levels of them in infected compared to uninfected animals
(Supplementary Figure 2).

Eosinophils Are Actively Recruited and
Represent the Main Inflammatory Cell
Population Within S. mansoni

Infection-Induced Granulomas

During the acute schistosomiasis, increases in the numbers of
eosinophils can be detected in the circulation, peritoneal cavity
and target tissues (4, 5, 7, 10). Our quantitative analyses of
eosinophils in the PL showed that the number of these cells was
15 times higher in the peritoneal fluid collected from infected
animals than in controls (4.8 & 1.1 for infected vs. 0.3 £ 0.02
for control, mean £ SEM, P = 0.003, n = 4 animals/group)
(Figure 2A). Eosinophils were also quantitated within NE
granulomas, which, as noted here (Figure 1E) and before (19),
represent the most frequent stage of granuloma found in this
model of acute schistosomiasis. A total of 34,432 eosinophils
was counted. By applying two morphometric evaluations in
whole sections, that is, assessment of the eosinophil numbers per
granuloma area and proportion of eosinophils per granuloma,
we found that these cells corresponded to 60.1 =+ 0.3%
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FIGURE 2 | Detection of eosinophils in the peritoneal cavity (A) and hepatic
granulomas (B-C) of mice infected with S. mansoni. (A) Eosinophil numbers
quantitated in the peritoneal lavage. (B) Eosinophil numbers quantitated per
area of granuloma considering all granulomas, and in the most frequent type of
hepatic granuloma (NE type). In (C), a representative NE granuloma. The
boxed area in (C) is shown in (Ci). Arrowheads indicate examples of
eosinophils with characteristic acidophilic cytoplasm. Data represent mean +
SEM. **P = 0.008 vs. control uninfected mice; ***P < 0.0001 vs. other
immune cells within granulomas of infected mice. Morphometric evaluations
were done with the use of Histoquant software. Cytocentrifuged preparations
were stained and analyzed at magnification of 1000x. A total of 34,432
eosinophils were counted in 203 granulomas at a magnification of 20x.
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FIGURE 3 | Conventional TEM shows infiltrating eosinophils in the liver of S.
mansoni-infected mice. (A) A representative electron micrograph of the
hepatic tissue in low magnification shows a group of eosinophils (colored in
pink) in close contact with each other and with neutrophils (brown) and plasma
cells (blue). In (B), eosinophils exhibit their typical ultrastructure with a
lobulated nucleus (N) and a robust cytoplasmic population of specific granules
with a unique morphology-an internal well-defined electron-dense crystalline
core and an outer electron-lucent matrix (seen in higher magnification in Bi).

(mean £ SEM) of all immune cells within NE granulomas
(Figures 2B,C,Ci).

Infiltrating Eosinophils Degranulate

Through Different Degranulation Patterns
Having confirmed the striking number of eosinophils in hepatic
granulomas with WSI, we investigated morphological features
of these cells at high resolution. For this, liver fragments were
processed for conventional TEM. First, eosinophils with typical
ultrastructure, that is, exhibiting a polylobed nucleus and a
prominent population of cytoplasmic secretory granules with a
electron dense crystalloid core surrounded by an electron lucent
matrix were easily identified as isolated cells or forming tight
groups of cells (Figure 3). Eosinophils were in contact with each
other and/or with cells such as neutrophils, plasma cells and
lymphocytes (Figure 3).

Second, we sought to identify and characterize ultrastructural
signs underlying degranulation (as described in material and
methods) in infiltrated eosinophils. We found that while 19.1%
of eosinophils were intact (Figure 4A), most eosinophils (66.4%)
exhibited predominantly features of PMD (Figures 4Ai-iii,B).
Characteristic features of cytolysis (Figure 4C) were observed
in 13.0% of eosinophils (Figure 4B) and just 1.5% (Figure 4B)
showed classical or compound exocytosis (Figure 5).

Third, we wondered if the numbers of intact and emptying
secretory granules in infected eosinophils would differ from
values shown by resting cells. Because eosinophils are not
normally found in the liver, we analyzed the ultrastructure
of eosinophils distributed in the intestinal tract of uninfected
animals (Supplementary Figure 3). A total of 131 cells showing
intact plasma membranes, that is, not undergoing cytolysis,
was evaluated. Our quantitative analysis revealed a significant

increase of emptying, non-fused granules (49.5 & 1.9/cell section
for infected vs. 32.3 4= 6.9/cell section for control, mean & SEM, P
=0.003, n = 2868 secretory granules) and a significant reduction
of intact granules in response to the acute schistosomiasis (P =
0.001) (Figure 4D), thus confirming the ability of these cells to
secrete mostly through PMD.

PMD Is the Predominant Secretory
Process of MBP-1 Release by S.

mansoni-Activated Eosinophils
MBP-1 is the main cationic protein stored as preformed pool
within eosinophil secretory granules and considered a hallmark
for these cells. Because MBP-1 has been associated with the
immunopathogenesis of various helminthic diseases, including
schistosomiasis mansoni [reviewed in (39)], we next investigated
the structural mechanism of MBP-1 release by applying pre-
embedding immunonanogold EM. This methodology has proved
to be very effective in localizing immune mediators in human
eosinophils and other cells from the immune system (30, 32, 40).
We observed a clear labeling for MBP-1 in the entire
population of inflammatory eosinophils while other infiltrated
immune cells were completely negative (Figure 6). Infected
cells, for which the primary antibody was replaced by an
irrelevant antibody or omitted (Supplementary Figure 4), were
negative. MBP-1 positivity was mostly associated with eosinophil
secretory granules (Figure 7). By using software for quantitating
granules, we detected that the majority of them (84.0 £ 2.5%,
mean = S.EM, n = 9 cells) in each eosinophil section was
labeled for MBP-1 and that most of these labeled granules were
undergoing PMD (Figure 7A), that is, showing disassembled
cores, enlargement, matrix coarsening and/or reduced electron-
density (Figures 7B-E).

Identification of a Vesicular Trafficking of
MBP-1 Within S. mansoni-Triggered

Eosinophils in the Liver

When human eosinophils are activated by inflammatory stimuli,
there is a significant increase of cytoplasmic large vesicles termed
Eosinophil Sombrero Vesicles (EoSVs), which are involved
in the transport of granule-derived products (15, 31, 41).
The existence of EoSVs-like vesicles in mouse eosinophils is
unknown. By performing conventional TEM in the liver from
infected animals, we noticed, for the first time, the presence
of numerous round, reasonably large (~80-150 nm) vesicles in
the cytoplasm of inflammatory eosinophils (highlighted in pink
in Figures 4A, 8B). By enumerating a total of 755 vesicles in
infected and uninfected tissue eosinophils, we found a significant
increase of these vesicles in infected compared to uninfected
cells (68.1 = 7.3/cell section for infected vs. 14.2 £ 3.5/cell
section for control, mean + SEM, P < 0.0001, n = 19 cells)
(Figure 8A).

Next, we analyzed the population of these vesicles after
ultrastructural immunolabeling for MBP-1. Our single-cell
analyses at high resolution were revealing in demonstrating
MBP-1-positive vesicles distributed in the cytoplasm and
attached to or surrounding the surface of emptying granules
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FIGURE 4 | Ultrastructural features of eosinophil degranulation in inflammatory sites of the liver of S. mansoni-infected mice. (A) A representative eosinophil shows
PMD, characterized by the presence of emptying, non-fused secretory granules. The population of eosinophil specific granules is colored in yellow while large vesicles
are highlighted in pink. The boxed areas in (A) are shown in (Ai-Aiii) in higher magnification. (Ai-Aiii) Note structural signs of PMD such as granule enlargement and
disarrangement of granule cores and matrices. (B) Quantification of the secretory patterns shown in vivo by hepatic eosinophils in response to the acute infection. In
(C), an eosinophil in advanced stage of cytolysis shows extracellular free secretory granules (Gr). (D) Most eosinophil secretory granules undergo structural changes
indicative of PMD compared to that in uninfected mice. Data represent mean + SEM. One hundred eight electron micrographs showing the entire cell profile and
nucleus were analyzed and 2868 secretory granules were counted. ***P = 0.001 vs. intact granules, TP = 0.003 vs. emptying granules, #P = 0.03 vs. fused
granules of uninfected mice. Gr, secretory granule. N, nucleus. Fragments of the liver of animals experimentally infected (acute phase) and intestines (for uninfected
controls) were prepared for conventional TEM.

(Figure 8B). Computational analyses showed that ~20% of all
cytoplasmic vesicles from the same size range were carrying
MBP-1 (Figure 8Bi). Altogether, our findings consistently
demonstrate the occurrence of a secretory process based on

vesicular trafficking as a main mechanism for MBP-1 release in
response to the acute schistosomiasis in mice. Accordingly, MBP-
1 immunolabeling was also detected in the extracellular matrix
(Figure 8B, arrows). Interestingly, the deposits of MBP-1 were
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FIGURE 5 | Ultrastructure of eosinophils undergoing compound exocytosis in
inflammatory sites of the liver of S. mansoni-infected mice. (A) A representative
electron micrograph shows an eosinophil with granules in process of fusion. In
(B), secretory granules show several crystalline cores, a feature also
considered as an evidence of fusion. The boxed areas in (A,B) are shown in
(Ai,Bi) in higher magnification. (*) Denotes some of the secretory granules.
Arrows indicates a fusion area. N, nucleus. Fragments of the liver of animals
experimentally infected (acute phase) were prepared for conventional TEM.

not massive, but dispersed in the extracellular matrix (Figure 8B,
arrows).

DISCUSSION

Expansion and recruitment of eosinophils is a central feature
of the host response to the S. mansoni infection. How these
cells release their products in target organs of this disease is
unknown. Our study describes marked eosinophil degranulation
in vivo in the liver triggered by schistosomiasis mansoni in mice
and identifies, for the first time, PMD as the main mode of
eosinophil secretion. We also provide direct evidence that MBP-
1 is transported in the cytoplasm of infiltrating eosinophils and
released through a vesicular trafficking in response to the acute
infection.

In this work, we explore the ability of inflamatory
eosinophils to degranulate in a murine model of schistosomiasis

FIGURE 6 | Ultrastructural immunolocalization of MBP-1 in the liver from a S.
mansoni-infected mouse. (A,B) Positivity is seen within representative
infiltrating eosinophils while other inflammatory cells such as lymphocyte (A)
and neutrophil (B) are negative. Labeling was associated with secretory
(specific) granules, as observed in higher magnification (Bi). A close apposition
between an eosinophil and a lymphocyte is noted in (A). Liver fragments were
prepared for pre-embedding immunonanogold electron microscopy. N,
nucleus.

mansoni. Acute schistosomiasis is characterized by a systemic
hypersensitivity reaction against the migrating schistosomula
and eggs (42). During the first 3-5 weeks, the host is exposed to
migrating immature parasites while at weeks 5-6, the parasite
matures and begins to produce eggs, which is associated with
a Th2 response (reviewed in 39). All classical parameters
confirmatory of the acute infection, such as hepatomegaly,
high density of eggs in a target organ; well-characterized
granulomatous inflammation around deposited eggs; alteration
of liver enzymes, increased levels of Th2 cytokines and extensive
eosinophil infiltration were consistently demonstrated in
this model. Moreover, our detailed analysis of granuloma
formation in infected mice corroborates the prevalence of the
NE granuloma, which is greatly enriched in inflammatory cells
and it is also the major granuloma type found during the acute
schistosomiasis mansoni in humans (42).

Acute schistosomiasis in mice led to substantial degranulation
of infiltrating eosinophils in the liver through PMD. PMD is
a frequent secretory process of human eosinophils observed
in vivo in varied human inflammatory and other disorders
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FIGURE 7 | Immunolocalization of MBP-1 on liver-infiltrating eosinophils from S. mansoni-infected mice. (A) Most MPB-1-positive secretory granules (~80%) showed
characteristics of piecemeal degranulation (PMD). (B-E) Single-cell analyses at high-resolution reveal robust labeling of MBP-1 within secretory granules (Gr) of
activated eosinophils. Note the typical signs of PMD such as enlargement and disarrangement of granule cores and matrices. N, nucleus. Data represent mean +
SEM. The numbers of labeled and not labeled granules (n = 218 granules) were counted in electron micrographs (n = 9). **P = 0.005 vs. intact granules; ***P <
0.0001 vs. fused granules. Liver fragments were prepared for pre-embedding immunonanogold electron microscopy.

such as asthma (43); nasal polyposis (44); allergic rhinitis
(44, 45); ulcerative colitis (44); Crohn’s disease (44); atopic
dermatitis (46); functional dyspepsia (47), gastric carcinoma
(48); shigellosis (49) and cholera (50), but this is the first
time that it is clearly recognized during the acute infection
with S. mansoni. In this mode of secretion, eosinophils
release granule contents, but retain their granule containers
[reviewed in (51)]. PMD is identified mainly by structural
disarrangement of the granules cores and matrices within
granules delimited by intact membranes, but other subtle signs
such as granule matrix coarsening and granule enlargement
can additionally indicate PMD occurrence in mouse eosinophils
(52) (Figure4). In fact, there have been controversies that
mouse eosinophils are not able to “degranulate” in some
mouse models of allergic airway inflammation (24, 53, 54).
In our work using detailed ultrastructural analyses to examine
mouse eosinophils in a “classic” host-response model of murine
schistosomiasis, we provide definitive findings for the in vivo
capacity of mouse eosinophils, like human eosinophils, to
undergo PMD.

To compare the extent of the secretory processes shown by
infiltrating eosinophils in the liver of infected animals, we used
resident intestinal eosinophils as controls since eosinophils are
not resident cells of the liver. Hepatic inflammatory eosinophils
had significantly higher numbers of secretory granules with
PMD features compared to the eosinophil population of the
intestinal tract (Figure 4D). However, it should be highlighted
that this population showed considerable PMD (Figure 4D),
which can be explained by the fact that intestinal eosinophils
are phenotypically distinct from blood eosinophils and exhibit
an activated phenotype based on their cytokine expression
and degranulation status (55). In fact, eosinophils that reside
in the gastrointestinal tract are required for the homeostatic
intestinal immune responses, including IgA production through
secretion of cytokines (56, 57) and constitutively express antigen
presentation markers (58). Thus, intestinal eosinophils are more
active and consequently with a higher activity of secretion.

In addition to PMD, our quantitative EM analyses revealed
that 13% of liver-infiltrating eosinophils exhibited different
degrees of cytolysis (Figures 4B,C), which deposits cell-free
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FIGURE 8 | Vesicular trafficking of MBP-1 in the cytoplasm of inflammatory eosinophils in the liver of S. mansoni-infected mice. (A) The acute infection induces a
prominent formation of cytoplasmic, large (80—-150 nm) round vesicles (highlighted in pink in B. Note in Bi) that immunolabeling for MBP-1 is clearly associated with
several of these vesicles in addition to secretory granules (Gr, highlighted in yellow). Arrows indicate extracellular deposition of MBP-1. Data represent mean + SEM.
The numbers of vesicles (n = 755) were counted in a total of 19 electron micrographs, after conventional processing for TEM. ***P < 0.0001 vs. control group. For
immunolabeling of MBP-1, liver fragments were prepared for pre-embedding immunonanogold electron microscopy.

secretory granules in the surrounding tissue [reviewed in (31)].
Cytolysis is a physiologically important mode of eosinophil
secretion because the specific granules remain active even after
cell death (31). Cytolysis is defined ultrastructurally by physical
rupture of the cell and is morphologically distinct from both
apoptosis and necrosis (46, 59). More recently, another form of
cell death—pyroptosis—, which is mediated by caspase-1 (60), was
identified in hepatic eosinophils isolated from a mouse model
of S. mansoni infection (61). Because cell disruption is also a
feature of pyroptotic cells (60), we cannot rule out that part of the
cytolytic eosinophil population found by our EM analyses may be
undergoing pyroptosis.

Formation of large secretory vesicles (EoSVs) that arise
from eosinophil specific granules and contain granule proteins
and cytokines is another indication of PMD and has been
documented in human eosinophils [reviewed in (51, 62)]
but heretofore not in mouse eosinophils. Moreover, amplified
formation of EoSVs is considered a morphological feature of
activated human eosinophils (15, 41). For example, eosinophils
stimulated with CCL11/eotaxin-1 or tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) show increased numbers of cytoplasmic EoSVs (40)
as well as do naturally activated eosinophils from patients with
hypereosinophilic syndrome when compared to normal donors
(63). Our present quantitative EM studies demonstrate, for the
first time, that S. mansoni-triggered mouse eosinophils have
an augmented population of large (80-150 nm) round vesicles,
analogously to EoSVs found in human eosinophils (15). As with
human EoSVs, these large vesicles from mouse eosinophils are
seen distributed in the cytoplasm and clearly associated with

secretory granules, but these vesicles do not exhibit the same
typical tubular morphology of human EoSVs (Figures 4A,Aii,
8B,Bi).

MBP has been extensively detected extracellularly in
inflammatory sites of eosinophil-associated human diseases
(64-68), including schistosomiasis mansoni (69). Here, we also
observed extracellular localization of MBP in the liver elicited
by the acute S. mansoni infection in mice (Figure 8B). MBP
extracellular deposition comes from degranulating eosinophils,
which can release their products via, as noted, cytolysis,
classical/compound exocytosis and/or PMD. Because PMD was
detected in most infiltrated eosinophils (66.4%) and relies on
vesicular transport of granule products, we were expecting to find
granule-mobilized MBP in association with cytoplasmic vesicles.
Indeed, our single-cell analyses using very small gold particles
(1.4nm) for membrane microdomains access enabled labeling
of MBP-1 on intracellular vesicles of eosinophils in the livers
of S. mansoni-infected animals (Figures 7, 8). Therefore, it is
clear that part of the cytoplasmic vesicle population is trafficking
MBP-1 within inflammatory eosinophils for extracellular release.
In fact, deposits of MBP-1 were dispersed in the extracellular
matrix (Figure 8), which is compatible with gradual vesicle-
mediated release of this protein. Vesicular secretion of MBP was
also described in human activated eosinophils in vitro (63), but
this is the first report on this secretory pathway in mice and in
association with a parasitic disease in vivo.

What is the meaning of PMD and the release of MBP-
1 through PMD during acute shistosomiasis? Eosinophils
produce an array of granule-stored immune mediators that
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are known to be key regulators in diverse physiological and
pathological processes (3) and are a source of both pro-
inflammatory and immune regulatory cytokines (70). In contrast
to classical and compound exocytosis, whereby whole granule
contents are extruded in toto, PMD enables extracellular
delivery of specific mediators in small amounts (“piece-by-
piece”) through a vesicular trafficking. Gradual release of immune
mediators, including MBP-1, by inflammatory eosinophils may
be involved with immunoregulatory functions of these cells
during schistosomiasis. MBP, in addition to be classically
associated with parasite killing, has been implicated with the
regulation of cytokine responses during helminth infections (71).

In fact, there is increasing evidence that eosinophils exert a
role of immunoregulation in both adaptive and innate immunity
including in the context of parasitic diseases [reviewed in (12,
72)]. Tt is now well documented that eosinophils have key
immunoregulatory functions as professional antigen-presenting
cells and as modulators of CD4(+) T cell, dendritic cell, B cell,
mast cell, neutrophil, and basophil functions(72). Of interest, our
comprehensive ultrastructural analyses revealed direct contact
of eosinophils undergoing PMD with other immune cells
such as neutrophils (Figure 3A), plasma cells (Figure 3A), and
lymphocytes (Figure 6A). It is documented that eosinophils are
able to modulate the functions of other leukocytes [reviewed in
(2)] and our findings showing eosinophil interactions with other
immune cells may represent such capacity.

Our results shed light on the ill-understood in vivo roles
of eosinophils, underlined by their degranulation ability, in
target organs of the S. mansoni infection. The current view
of eosinophils as effector cells, able to kill parasites through
massive discharge of granule products, is beginning to change.
However, the meaning of eosinophil cell-to-cell interactions and
if PMD represent a subtle immunomodulatory contribution of
eosinophils in both experimental and human schistosomiais
awaits further investigation.

Lastly, it is important to highlight the emerging role of
eosinophils in tissue homeostasis and repair (3). Sustained
PMD-mediated secretion of infiltrating eosinophils during
acute schistosomiasis might additionally be associated with the
competence of these cells to promote a tissue repair response.
Particularly in the liver, the functions of eosinophils and type-
2 cytokine signaling were studied in the context of experimental
tissue regeneration (73). It was demonstrated that type 2 immune
responses related to eosinophils and IL-4/IL-13, via IL-4Ra in
hepatocytes, stimulated liver regeneration after experimental
injury (73). Thus, it is clear that eosinophils have unanticipated
functions in vivo and their roles during eosinophilic diseases such
as schistosomiasis have been more difficult to establish.
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