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RESUMO

Durante a infecg¢do pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a resposta imunologica desempenha
um papel fundamental no controle da carga parasitaria e na sobrevivéncia do hospedeiro. No
entanto, o parasita possui sofisticados mecanismos de evasdo imunologica que favorecem sua
persisténcia e a progressdo para a fase cronica da doenga. Dentre esses mecanismos, as
vesiculas extracelulares (VEs) de 7. cruzi atuam como mediadores de comunicacao
intercelular, transportando moléculas funcionais que interagem com células do hospedeiro e
modulam a resposta imunoldgica em favor do parasita. As VEs sdo estruturas delimitadas por
uma bicamada lipidica, liberadas no meio extracelular, e participam de interagdes tanto entre
parasitas quanto entre parasita e hospedeiro. Estudos indicam que essas nanoestruturas
induzem a formagdo de corpusculos lipidicos (CLs) e modulam a resposta imune do
hospedeiro. Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais as VEs regulam o
metabolismo lipidico e a resposta inflamatéria ainda ndo sdo completamente elucidados.
Neste estudo, avaliamos o papel das VEs derivadas de formas tripomastigotas da cepa DM28c
de T. cruzi na ativagdo de células C2C12. Foram analisadas a modulacao do metabolismo
lipidico, a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-12 e IL-6, e
anti-inflamatorias, como IL-10, além do impacto das VEs no curso da infec¢io pelo parasita.
Os resultados indicaram que a estimulagao das células C2C12 com VEs promove um aumento
na formacdo de CLs, efeito potencializado na presenca da infec¢do por 7. cruzi apds 24 horas.
Além disso, as VEs induziram um perfil inibitorio na produgdo de citocinas pro-inflamatorias
(IL-12, TNF-a e IL-6), efeito intensificado quando as células foram expostas simultaneamente
as VEs e ao parasita. Em contrapartida, observamos um perfil de aumento na produgdo de
IL-10 na presenga das VEs, fenomeno amplificado durante a infeccdo. Esses achados sugerem
que as VEs de T. cruzi exercem um papel imunomodulador, favorecendo a sobrevivéncia do
parasita ao suprimir a producdo de citocinas pro-inflamatorias e estimular a secrecdo de
IL-10. A imunomodulacido promovida pelas VEs, aliada a indugao da biogénese de CLs, pode
contribuir para a persisténcia do 7. cruzi nas células hospedeiras, impactando a patogénese da
doenga de Chagas.

Palavras-chave: Vesiculas Extracelulares, Corpusculos lipidicos, Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

During infection by the protozoan Trypanosoma cruzi, the immune response plays a crucial
role in controlling parasite load and ensuring host survival. However, the parasite has
developed sophisticated immune evasion mechanisms that promote its persistence and the
progression to the chronic phase of the disease. Among these mechanisms, extracellular
vesicles (EVs) from 7. cruzi act as intercellular communication mediators, transporting
functional molecules that interact with host cells and modulate the immune response in favor
of the parasite. EVs are lipid bilayer-enclosed structures released into the extracellular
environment, participating in both parasite-parasite and parasite-host interactions. Studies
indicate that these nanostructures induce the formation of lipid bodies (LBs) and modulate the
host immune response. However, the molecular mechanisms by which EVs regulate lipid
metabolism and inflammatory responses remain unclear. In this study, we evaluated the role
of EVs derived from trypomastigote forms of the 7. cruzi DM28c strain in the activation of
C2C12 cells. We analyzed the modulation of lipid metabolism, the production of
pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-12, and IL-6, as well as the anti-inflammatory
cytokine IL-10, and the impact of these EVs on the course of 7. cruzi infection. The results
indicated that EV stimulation of C2C12 cells promotes an increase in LB formation, an effect
that is enhanced in the presence of 7. cruzi infection after 24 hours. Furthermore, EVs induced
a reduction in the production of pro-inflammatory cytokines (IL-12, TNF-a, and IL-6), an
effect intensified when cells were simultaneously exposed to both EVs and the parasite.
Conversely, we observed a increase in IL-10 production in the presence of EVs, a
phenomenon amplified during infection. These findings suggest that 7. cruzi-derived EVs
exert an immunomodulatory role, favoring parasite survival by suppressing pro-inflammatory
cytokine production and stimulating IL-10 secretion. The immunomodulation induced by
EVs, combined with the promotion of LB biogenesis, may contribute to the persistence of 7.
cruzi in the mammalian host, impacting the pathogenesis of Chagas disease.

Keywords: Extracellular Vesicles, Lipid Droplets, Trypanosoma cruzi
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1- INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS HISTORICO E AGENTE ETIOLOGICO

A doenga de Chagas ¢ causada pelo protozoario 7. cruzi, sendo considerada uma
parasitose endémica, sendo amplamente distribuida pela América Latina, com estimativa de
mais de 06 milhdes de pessoas infectadas. Afeta populagdes vulneraveis e tem um impacto
importante na saude publica, bem-estar social e econdmico dos individuos infectados
(Organizagdo Mundial de Saude, 2022, chagas-disease-american-trypanomiasis). A Doenca
de Chagas insere-se no grupo de doencas tropicais negligenciadas. Trata-se de uma condigao
infecciosa cronica, exigindo uma resposta social adequada dos sistemas nacionais a partir de
suas redes de atengdo & satide, do Sistema Unico de Satide (SUS) (PEREIRA-SILVA ET AL.,
2022).

No Brasil a doenga de Chagas comegou a ser documentada pelo médico e cientista Dr.
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879 a 1934), sendo que seu sobrenome foi atribuido a
denomina¢do da doenga. Em seus estudos ecle examinou animais da fauna local onde
encontrou um protozoario flagelado que estava infectando micos. Continuando seus estudos,
ele verificou a presenga de outro tipo de flagelado, diferente do anterior, presente no tubo
digestivo de barbeiros hematofagos, de cinetoplasto extremamente denso e movimentagao

intensa (FITARELLI, HORN, 2009).

A Doenga de Chagas também ¢ conhecida como tripanossomiase ou tripanossomiase
americana, terminologia adotada pela Nomenclatura Internacional de Doengas (NID). Diz-se
tripanossomiase qualquer enfermidade causada por protozoarios do género Trypanosoma, que
parasitam o sangue e os tecidos de pessoas e animais. O 7. cruzi geralmente € transmitido de
um hospedeiro a outro por insetos — no caso humano. O principal vetor ¢ um percevejo
popularmente conhecido como barbeiro ou chupdo, insetos estes que povoam matas e
florestas (Figura 01), a qual suas prinicpais espécies sdo: Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus e Panstrongylus megistus, dentre mais de 300 espécies que podem transmitir o 7.

cruzi (KROPF, PETRAGLIA, 2009).

Desde 1960 programas governamentais foram implantados com o objetivo de
erradicar o inseto vetor, principalmente em funcdo da colonizacdo de regides antes nao
povoadas e o desmatamento generalizado, aumentando significativamente o nimero de casos,

principalemente no Brasil. Em 1991 surgiu a “Iniciativa do Cone Sul”, uma unido dos
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governos do Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru que tinha por objetivo
erradicar o principal vetor da doenga de Chagas, o Triatoma infestans. Como resultado, o
Brasil recebeu em 2006 o Certificado Internacional de Elimina¢ao da Transmissdao da Doenca
de Chagas (FERREIRA, SILVA 2006). Além disso, em 2008, a transmissdo vetorial também
foi interrompida no Chile e Uruguai (SCHOFIELD, DIAS, 1999; MASSAD, 2008).

Contudo, apesar dos esfor¢os para eliminacao do vetor, ndo houve posteriormente uma
eficiente vigilancia e prevengdo. Como resultado, em dareas antes livres de insetos
triatomineos foi possivel encontrar insetos vetores parasitados (SCHOFIELD, DIAS, 1999;

MASSAD, 2008).

1.2. EPIDEMIOLOGIA E CICLO DE VIDA DO Trypanosoma cruzi

As doengas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o
mundo, principalmente populagdes de baixa renda que vivem em climas tropicais e
subtropicais, constituindo um problema significativo de saude publica (MS 2019).

A doenca de Chagas ¢ uma antropozoonose, uma doenga que liga o homem aos
animais, a partir da domiciliagdo dos vetores, deslocados de seus nichos silvestres originais,
pela acdo do homem sobre o ambiente. A partir do momento que o homem adentrou-se nas
matas e florestas em funcdo de programas governamentais de povoamento de regides ainda
nao habitadas e em funcdao da saida do homem da cidade para o campo, o hospedeiro
intermediario (Triatominio) comegou a encontrar um ambiente propicio para viver e se
alimentar. Primariamente, ocorre apenas na América Latina, em virtude da distribuicdo do
vetor estar restrita a este continente. Entretanto, sdo registrados casos em paises nado
endémicos (Estados Unidos, Canada, Australia), paises estes que tiveram grande taxa de
migra¢do de pessoas oriundas da América Latina. Devido a processos como a transfusdo

sanguinea vieram a proporcionar quadros de transmissdao da doenga (MS, 2019).

No Brasil, atualmente predominam os casos cronicos de doenga de Chagas decorrentes
de infec¢des adquiridas no passado. No entanto, nos tltimos anos, a ocorréncia de doenga de
Chagas aguda (DCA) tem sido observada nos estados da Amazonia Legal, com ocorréncia de
casos de transmissdo vetorial e oral, como os de origem de contaminagdo através de alimentos

contaminados, alimentos estes como o agai e caldo de cana (CUTRIM, 2017).

Hoje, o perfil epidemioldgico da doenga apresenta um novo cenario com a ocorréncia

de casos e surtos na Amazonia Legal por transmissdo oral e vetorial (MS, 2019). No Brasil,
13



estima-se que existam hoje de 1 a 4,6 milhdes de pessoas afetadas pela doenga. Trata-se de
geracdes de pessoas vivendo com Chagas, a maioria na invisibilidade por ndo ter sido sequer
diagnosticada e, portanto, alheia as possibilidades de tratamentos existentes. No ano de 2019,
o Brasil registrou 4.287 mortes por doenca de Chagas como causa basica (MSF, 2020). No
entanto, pela falta de conhecimento da doenca e, consequentemente pouco diagndstico e
notificagdo, ¢ possivel que exista grande nimero de casos sem registro, principalmente

durante o periodo de pandemia da COVID-19 (MSF, 2020).

O protozodrio 7. cruzi possui varias fases do ciclo de vida sendo as tripomastigotas
sangineas, as formas circulantes no mamifero hospedeiro definitivo e as formas amastigotas
que colonizam as células do hospedeiro definitivo, tendo a funcdo de replicacao (Figura 1).
No barbeiro existem as formas epimastigotas que sdo responsaveis pela replicagdo que
ocorre na por¢ao média do intestino do barbeiro a as formas tripomastigotas metaciclicas que
sdo eliminadas através da por¢do final do intestino do barbeiro e sdo responsaveis por
infectarem o hospedeiro definitivo (Figura 1), (CONRADO, 2011). Estudos apontam a
existéncia de formas intermediarias entre tripomastigota e epimastigota (BARRIAS; DE
CARVALHO; DE SOUZA, 2020) sendo que algumas dessas formas também sdo capazes de
infectar células (KESSLER et al., 2017).

Os triatomineos, ou barbeiros infectados, alimentam-se do sangue dos mamiferos e
contaminam estes com o parasita ao depositar suas fezes com as formas tripomastigota
metacicilico sobre a pele. Ao cogar estas formas sdao inoculadas no hospedeiro. As formas
tripomastigota metaciclico penetram nas células do hospedeiro e 14 se diferenciam em formas
amastigotas que irdo se multiplicar, romper as células e se diferenciar em tripomastigotas
sanguineas que na corrente sanguinea irdo infectar novamente novas células, se diferenciar em
amastigotas ou na corrente sanguinea sdo novamente ingeridas pelo barbeiro. Uma vez no
tubo digestivo do barbeiro, a forma tripomastigota sanguinea se diferencia em epimastogota
que depois se diferencia em tripomastigota metaciclico, posteriormente ¢ eliminado nas fezes

junto ao ponto da “picada”, quando sugam o sangue (Figura 01).
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Figura 1: Ciclo evolutivo da doen¢a de Chagas. Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro
vertebrado e invertebrado. Fonte: Adaptado de DE SOUZA; DE CARVALHO e BARRIAS,
2010.

As formas tripomastigotas metaciclicas sdao altamente infectantes, podendo invadir os
primeiros tipos celulares que encontram, como macrofagos, fibroblastos ou células epiteliais,
entre outras. Apds invadir estas células, as formas tripomastigotas metaciclicas se diferenciam
em amastigotas, que sao as formas responsaveis pela proliferacdo intracelular, e liberagao de
formas tripomastigotas sanguineas, bem como algumas formas intermedidrias e amastigotas
(estas ultimas em menor propor¢ao) no espago intercelular. Estas formas podem invadir novas
células localizadas no sitio de infec¢do, podendo atingir a corrente sanfuinea e atingir todos os
tecidos do hospedeiro, onde vao invadir os mais diferentes tipos celulares (Figura 1). Nao se

deve esperar um comportamento homogéneo do 7. cruzi. Realmente, a cinética do processo
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descrito acima, assim como os tecidos mais infectados vao variar de acordo com a cepa do T.
cruzi, o animal infectado, fatores moleculares da cepa e do hospedeiro. Essa variabilidade
pode explicar a ampla patogénese observada nas infecgdes por 7. cruzi (DEVERA et al.,

2002).

1.3. INTERACOES ENTRE Trypanosoma cruzi E A CELULA HOSPEDEIRA

A interagdo entre 7. cruzi e célula hospedeira pode ser dividida em trés etapas: adesdo
ou reconhecimento, sinalizagdo e invasdao. A adesdo envolve o reconhecimento de moléculas
presentes nas duas células envolvidas: o parasita e seu hospedeiro (SANT'ANNA; DE
ALMEIDA, 2022). Portanto, a adesdo ¢ um processo mediado por receptor, restrito a
dominios de membrana (Figura 2). Varias moléculas em ambas as células estdo envolvidas
neste reconhecimento inicial, incluindo glicoproteinas, glicolipidos e proteinas do tipo lectina
(SANT'ANNA; ALMEIDA, 2022). A maioria das glicoproteinas que participam deste
processo sao ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI), cujo dominio N-terminal externo e
variavel estd localizado na glicocdlise do parasita, facilitando a conexdo com varios
constituintes da membrana celular hospedeira e da matriz extracelular (Figura 2),

(SANT'ANNA et al., 2022).

Tem sido mostrado que o 4cido sialico atua como molécula moduladora do processo
de adesdo entre o T cruzi e as células hospedeiras. As moléculas Gp82 (presente em
tripomastigotas metaciclicos) e Gp85 (presente em tripomastigota de cultivo celular) sdo

moléculas da superfamilia de gp85/sialidase (Figura 2) (SANT'ANNA et al.,2022).

Apbs a adesdo do parasita a superficie da célula hospedeira, ocorre uma série de
processos de sinalizacdo celular, que culminardo na sua internalizagdo pela célula
hospedeira. Dentre os mecanismos de entrada, ocorre a fagocitose/macropinocitose, onde as
células emitem pseudopodes e ha participa¢do de filamentos de actina (LOPES et al., 2016).
O processo conhecido como autofagia também pode ser desencadeado pela entrada (e
formagdo do autofagosoma) de 7. cruzi. Este processo ¢ marcado pela ativacdo da via de
sinalizagao mTor e pelo recrutamento da proteina LC3b (DUQUE et al, 2017).

Nos momentos iniciais de reconhecimento do 7. cruzi com a célula hospedeira ocorre

um aumento transiente dos niveis citoplasmaticos de célcio, tanto no parasita quanto na célula
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hospedeira (Figura 2) e ha também uma elevacdo nos niveis de AMP ciclico nas células
hospedeiras durante o curso da infec¢do (CALER et al.,2000; SOUZA et al., 2010). Esta
elevacao de calcio ¢ de suma importancia para a entrada do parasita. Caso a elevagdo do
calcio citoplasmatico seja bloqueada (por tratamento com Tapsigargina, por exemplo), ocorre
uma reducdo na entrada do parasita (SANT'ANNA et al, 2022). Tem sido descrito também a
participagdo de regides da membrana plasmatica e endossomas iniciais das células
hospedeiras no mecanismo de entrada. A fusdo de vesiculas da via endocitica (endossoma
inicial, tardio e de reciclagem) ¢ descrita como essencial para a maturagdo do vacuolo

contendo T. cruzi. (CORREA, 2007).

Além de ser requerida a sinalizacdo por calcio intracelular das células - fibroblastos,
células epiteliais e mioblastos - ¢ necessaria a atividade da oligopeptidase B (OPB) de T. cruzi
para a invasdo (CALER et al., 2000). Esta serino-peptidase ¢ um agonista de calcio, requerida
para a geragdo de um fator soluvel que promove o aumento da concentragao de célcio livre no
meio intracelular ao se ligar a um receptor, posteriormente ativa a fosfolipase C (BURLEIGH
et al.,, 1997; CALER et al.,, 2000)). A cisteino-protease mais abundante no parasito, a
cruzipaina, também ¢ necessaria para a mobilizagao de célcio intracelular. Ela atua sobre o
cininogénio ligado a célula, ativando uma cascata que ¢ o gatilho para o influxo de calcio

mediado por IP3 (SCHARFSTEIN et al., 2000).
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Figura 2: Interacio entre 7. cruzi e célula hospedeira. Modelo esquematico da superficie
de uma célula e uma tripomastigota de T. cruzi hipotéticas resumindo as moléculas envolvidas
na interagdo parasito-célula hospedeira. Fonte: Adaptado de DE SOUZA; DE CARVALHO e
BARRIAS, 2010.

1.4 A INFECCAO POR Trypanosoma cruzi E ATIVACAO DA RESPOSTA IMUNE

A ativagdo das células do sistema imunologico tem inicio através do reconhecimento
de Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) do parasita pelos Receptores de
Reconhecimento de Padrdoes (PRRs) das células dos mamiferos. Receptores do tipo toll-like
do complexo TLR-2, TLR-6, TLR-4 e receptores de manose presentes na membrana
plasmatica da célula reconhecem as moléculas de superficie do parasita

(HENRIQUES-PONS; NAGARAIJU, 2009). O reconhecimento de glicoproteinas do parasita
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(gp82, gp85) por receptores TLR2 desencadeia, em macréfagos, sinalizagdo via Fator Nuclear
kB (NFkB), (COSTA, et al. 2022). Os receptores intracelulares TLR- 9, TLR-7, NOD-/ike,
helicases RIG-/ike sdo responsaveis por reconhecerem estruturas especificas do parasita,
como RNA ou DNA gendmico, ja dentro da célula (DUTRA et al., 2017).

O reconhecimento da infeccdo por macrofagos e células dendriticas logo nas
primeiras horas de infec¢@o induz a produgdo de citocinas como interleucina IL- 12 e TNF-a
por essas células (Figura 3). Essas citocinas ativam as células Natural Killer (NK), que
passam a produzir interferom gama (IFN-y) (TEIXEIRA, 2017). Ao mesmo tempo que as
células do sistema imunoldgico inato respondem a infec¢do, células apresentadoras de
antigeno, particularmente células dendriticas, fazem a ponte entre a imunidade inata e
adquirida (JUNQUEIRA et al., 2010). Nesse contexto, o IFN-y secretado por células NK e
linfécitos Thl ativados também participa do recrutamento de células TCD4+ e TCD8+
(Figura 3), induzindo a expressdo local de quimiocinas e moléculas de adesdao (NEVES et al.,
2015).

A resposta imune adaptativa atua tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenga
de Chagas, desempenhando um papel de suma importdncia na resposta a eliminacdo do
parasita no hospedeiro (BRAZ et al., 2015) O T. cruzi induz a produgdao de uma série de
citocinas de carater inflamatdério como IFN-y, IL-12 e o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)
que caracterizam um perfil de resposta contra o 7. cruzi. Uma das mais importantes citocinas
produzidas ¢ a IL-12, que participa do controle inicial da infeccio (MEIRA, 2018). Esta
citocina ativa células fagocitarias que destroem os parasitas internalizados pelo aumento da
producdo de reativos de nitrogénio e oxigénio, ativa células NK que serdo responsaveis pela
ativagdo de mais macrofagos, células TCD8+ e anticorpos, através da produgdo de INF-y
(Figura 03) (HENRIQUES-PONS, A.; NAGARAIJU, K, 2009). Ja a citocina IL-10 e o fator
de transformac¢do do crescimento (TGF-) possuem papel modulador da ativagdo da resposta
imunoldgica contra diversos patdgenos, ou seja, perfil anti-inflamatério (TEIXEIRA, 2017).

Nos estagios iniciais da infecc¢ao as células do sistema imunologico inato (macrofagos,
NK, e células dendriticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e moléculas efetoras
(reativos intermedidrios do nitrogénio e GTPases induzidas por IFN-y) que controlam a
replicacdo do parasito (GANNAVARAM et al., 2016). Ao mesmo tempo células dendriticas,
fazem a ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas (como a IL-12)
necessarias para a diferenciacdo e expansao clonal de células T CD8+ e de linfécitos B. O

IFN-y produzido pelas células CD4+ Thl ou T CD8+ ativam a maquinaria efetora em
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macrofagos para destruir amastigotas intracelulares (KIMURA et al., 2016). Anticorpos
produzidos por células B promovem a lise de formas tripomastigotas ou facilitam a fagocitose

de parasitos opsonizados com IgG (Figura 03).
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Figura 3: Representacido esquematica da resposta imunologica durante a infecciao pelo
T. cruzi. Citocinas e células envolvidas na resposta imune ao protozoario 7. cruzi. Fonte:

Adaptado de JUNQUEIRA et al., 2010.

De fato, no inicio da resposta adaptativa, a maior parte dos leucdcitos mononucleares
presentes em infiltrados inflamatérios de tecido cardiaco de animais experimentalmente
infectados sdo linfocitos T CD8" (LEAL DE ARAUJO et al., 2022). Essas células citotoxicas
exercem um importante papel no controle parasitario durante os estagios iniciais da infecgao
(SILVA et al., 2017). Contudo, na fase cronica da doenca a cardiomiopatia chagasica cronica
em pacientes ¢ marcada pela presenca de infiltrado inflamatdério mononuclear rico em células
T associado a pouquissimos parasitos nas lesdes cardiacas (PAIVA, 2012).

Adicionalmente, ja foi descrito que essas células T reconhecem por reacao cruzada a
cadeia pesada da miosina cardiaca e possuem um perfil de producdo de citocinas Thl,
demonstrando envolvimento de resposta auto-imune na cardiomiopatia chagésica

(ABRAHAMSOHN, 1998).
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Os linfocitos T auxiliares (linfocitos T helper Th) desempenham a funcdo de agentes
da resposta imunologica via producdo de citocinas (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014).
Portanto, a ativacdo dos macrofagos na fase aguda da infecgdo, que € essencial para o
controle do parasitismo, depende muito do padrdo de citocinas que ¢ produzido pelos
linfocitos T helper, classicamente divididos em padrdo Thl e Th2 (LIU et al., 2023). O
tratamento in vitro de macrofagos com citocinas associadas ao padrdo Thl, como IFN-y,
IL-12 e TNF-a resulta em eficiente ativagdo dos macréfagos com consequente morte das
formas amastigotas intracelulares (FIGURA 3). Por outro lado, o tratamento iin vitro com
citocinas do padrao Th2, tais como o fator TGF-f e IL-10 diminuem a agdo tripanocida de
macrofagos (ABRAHAMSOHN, 1998). As citocinas do padrdo Th2 estdo associadas a
susceptibilidade do hospedeiro (SILVA et al., 1998) por possuirem propriedades inibitdrias
sobre a proliferagdo de células T (carater anti-inflamatorio), reducdo da expressao de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e maturagdo de células
dendriticas, necessarias para a resposta a infec¢ao por 7. cruzi (DUTRA, 2014).

A regulagdo da resposta imunologica ¢ tdo importante quanto a sua eficiéncia na
eliminacdo do parasito. Algumas evidéncias apontam para a hipdtese de que exista um
delicado balango entre citocinas pro-inflamatorias e citocinas moduladoras derivadas de
células T helper distintas (equilibrio Th1/Th2), representando um fator-chave na prevengao de
lesao por excesso de inflamagdo no hospedeiro.

A imunidade humoral também tem sua fun¢do na resposta imune ao 7. cruzi. A
importancia dos anticorpos produzidos pelos linfocitos B, ativados pelo INF-y via Th1 (Figura
3), no controle da infeccdo foi demonstrado através da transferéncia de soro de camundongos
infectados para camundongos sem infec¢do, que resultou em significante reducdo da
parasitemia nesses animais. Os anticorpos atuam principalmente fazendo a opsonizagdo do
parasito, induzindo assim a sua fagocitose (Figura 3) (KRETTLI, BRENER, 1976;
KIERSZENBAU, 1980; JUNQUEIRA et al., 2010). Contudo, os anticorpos gerados na
infeccdo por 7. cruzi também estdo relacionados com aspectos de auto-imunidade observados
na patogénese da doenga de Chagas (ENGMAN et al., 2015).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ uma espécie de radical livre produzido por meio da agdo de
isoformas da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), dependentes de NADPH. Os efeitos
tripanocidas do NO dependem de sua combinacdo com outros radicais livres, como o anion
superoxido, produzindo uma espécie altamente reativa denominada peroxinitrito, capaz de
ligar-se a estruturas celulares como proteinas e DNA (ABRAHAMSOHN, 1998). A produgao
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de peroxinitrito pelos macrofagos € capaz de dificultar a motilidade ou até mesmo levar a
morte formas tripomastigotas do parasito. Nas formas epimastigotas, o peroxinitrito interfere
com o metabolismo energético do parasito. Além disso, esta molécula € capaz de ocasionar a
nitracdo de proteinas do parasito, agindo como um mecanismo antiparasitario
(ABRAHAMSOHN, 1998).

Durante a resposta a infeccdo por 7. cruzi ha intensa producdo dos mediadores
lipidicos denominados eicosandides, como leucotrienos e prostaglandinas (MACHADO et
al., 2011). Em geral, as células do sistema imunologico contém em sua membrana o acido
araquidonico e, adicionalmente, expressam constitutivamente todas as enzimas necessarias a
metabolizacdo desse dcido graxo via enzima 5-lipo-oxigenase (KANAOKA; BOYCE, 2004) e
as enzimas ciclo-oxigenases (COX) sdo as principais enzimas envolvidas com a produgdo de
prostandides, dentre eles as prostaglandinas, dando atencao especial a prostaglandina E2. A
expressdo de COX-1 estd envolvida com a homeostase (protecio da mucosa gastrica,
regulagdo do tdnus vascular, entre outros), enquanto a COX-2 ¢ induzida principalmente por
estimulos inflamatdrios, como infec¢des (ADELLIZI, 1999). No entanto, o papel especifico
da COX-2 e das outras enzimas da via em contextos de infeccao dependem muito do agente
infeccioso em questao (GOMEZ et al., 2015). A prostaglandina E, (PGE,), produto final da
enzima PGE, sintase, possui propriedades pro-inflamatérias (KRAUSE et al., 2009) e também
imunossupressoras (VAN DER POWN KRAAN et al., 1995). A PGE, também est4 associada
a diminuicao da fagocitose por macréfagos e reducao da migracdo de mondcitos em resposta
a gradientes quimiotaticos (PANZER & UGUCCIONI, 2004; ARONOFF et al., 2004).

A producdo de prostaglandinas em altos niveis nos macréfagos diminui a secregdo de
citocinas proé-inflamatorias, reduzindo também a apresentacdo de antigenos e a producgdo de
radicais livres nessas células (PUERTOLLANO et al., 2005). Foi mostrado que a inibigao
farmacologica da enzima COX com aspirina em macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c diminui a internalizagdo de tripomastigotas nessas células, com aumento da
interleucina-1p (IL1-B), de 6xido nitrico e possivelmente de lipoxinas (HIDEKO et al., 2008).

Além disso, estudos de LOVO-MARTINS et al., (2018) demonstraram o importante
papel de estruturas denominadas Vesiculas Extracelulares (VEs) no curso da infecg¢ao por T.
cruzi, com impacto na reprogramagao metabolica, formagao de Corpusculos Lipidicos (CLs),
e aumento de sintese de PGE2, o que contribui para mecanismos de escape do 7. cruzi do

sistema imunologico do hospedeiro.
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1.5. VESICULAS EXTRACELULARES: CARACTERIZACAO

Recentemente, o processo de invasdo de 7. cruzi vem sendo relacionado as Vesiculas
Extracelulares (VEs) liberadas por esses parasitas (CORNET-GOMEZ, 2023). As VEs
podem ser secretadas naturalmente ou induzidas por métodos quimicos. Essas VEs, liberadas
por formas tripomastigotas e amastigotas, podem conter fatores de viruléncia (antigenos,
micro-RNA, dentre outras moléculas) envolvidas na invasdao de células hospedeiras e
desenvolvimento de parasitas intracelulares, evasao imune, aumento do parasitismo cardiaco,
inflamagdo e arritmia que contribuem para a patogénese da doenca de Chagas. Durante a
ultima década, observou-se uma crescente importincia nos estudos sobre VEs como

mediadoras da comunicagéo intercelular, parasita-célula do hospedeiro (THERY, 2006).

Essas microparticulas, delimitadas por uma bicamada lipidica, sdo liberadas no espago
extracelular, podendo exercer respostas a distincia (THERY, 2006). As VEs desempenham
importantes funcdes em vias fisiologicas, no envelhecimento, cancer, doengas infecciosas e
complicagdes da obesidade (THERY, 2006). Recentemente, a Sociedade Internacional de
Vesiculas Extracelulares (ISEV) define o conceito “Vesicula Extracelular” (VE) como o termo
usado para definir particulas naturalmente liberadas pela célula, que sdo delimitadas por uma
bicamada lipidica e que ndo podem se replicar, ou seja, ndo cont€ém um nucleo funcional

(THERY, 2006).

Dentre as VEs, destacam-se microvesiculas (MVs), formadas a partir da membrana
plasmatica e exossomos, originados de um compartimento intracelular; e corpos apoptoticos
(Figura 4), vesiculas heterogéneas conhecidas por serem liberadas de células submetidas a
processos de morte celular programada apoptotica, sendo alvo de nossos estudos as
microvesiculas e exossomos (VEs) (VAN DER POL et al. 2012; THERY, 2006). Pode-se
definir os subtipos de VEs considerando: a) caracteristicas fisicas das VEs, como tamanho
("VEs pequenas" e "VEs médias / grandes") com intervalos definidos [por exemplo, 200 nm
(grande) (Figura 5); densidade (baixa, média, alta); b) composi¢ao bioquimica (CD63, CD8I1,
anexina V, etc.); ¢) descrigdes da célula de origem) (THERY, 2006).

As principais populagdes incluem exossomos, MVs e corpos apoptoticos.
Microvesiculas, formadas a partir da membrana plasmatica, exossomos originados de um
compartimento intracelular e corpos apoptdticos, vesiculas heterogéneas conhecidas por
serem liberadas de células submetidas a processos de morte celular programada apoptotica
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Figura 4: Representacido esquematica da origem das vesiculas extracelulares. Fonte:
Adaptado de Gyorgy, 2011.

Enquanto os exossomos compartilham distribuicdo de tamanho com virus, as MVs se
sobrepdem em tamanho com bactérias e agregados de proteinas. Tanto os corpos apoptdticos

quanto as plaquetas se enquadram na faixa de tamanho de 1-5 um.
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Exossomo Microvesicula Corpo apoptético Célula

Figura S: Escalas de tamanho dos principais tipos de vesiculas extracelulares. Fonte:
Adaptado de Gyorgy, 2011.

MVs sdo vesiculas (100- 1000 nm) cobertas por membrana derivadas de muitos tipos
diferentes de células em condigdes normais e fisiopatologicas (THERY, 2006). Muitas células
podem liberar microvesiculas, incluindo mondécitos/macréfagos, adipocitos, reticuldcitos e

plaquetas, células B células T , células dendriticas, mastocitos células epiteliais e células
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tumorais (THERY, 2006; RAPOSO G. et al., 2013).

Exossomos (30 a 100 nm) sdo ricos em tetraspaninas, moléculas de adesao, enzimas,
proteinas de ligacdo a RNA, RNAs, DNAs e glicanos complexos (YOSHIDA, 2006;
BAYER-SANTOS et al., 2013). E importante ressaltar que tanto os exossomos quanto as
MVs carregam moléculas funcionais capazes de modificar o fendtipo do receptor das
células-alvo (VAN DER POL et al. 2012). Os exossomos sdo preferencialmente endocitados e
podem liberar seu conteudo por fusdo com o receptor endossomico num processo chamado
back-fusion (LINHARES-LACERDA et al., 2015). Mesmo que algumas MVs sejam
internalizadas por endocitose mediada por receptor monoacilglicerol fosfato (BMP), sua
membrana ¢ desprovida deste receptor. Assim, a fusdo entre MVs e a membrana plasmatica
celular pode representar o mecanismo preferencial de transferéncia de material para as células
receptoras.

Finalizando os tipos de VEs, os corpos apoptéticos sdo as maiores VEs, variando entre
1 e 5 um de didmetro. Os corpos apoptoticos sao formados durante a morte celular
programada e sinalizam para a fagocitose por macrofagos (Figuras 4 e 5) (AKERS et al.,

2013).

As VEs podem interagir com as células alvo do hospedeiro de diversas formas. A
interacdo pode ocorrer de forma direta, resultando na fusdo da membrana da VEs com a
membrana celular e consequente liberagdo do contetido da vesicula na célula receptora. Outro
possivel mecanismo ¢ via endocitose da VEs, pela célula com posterior liberacdo do seu
contetido. Além disso, a interagdo pode envolver a ligagdo a receptores de membrana ou a
transferéncia de receptores das VEs para a célula (MOREL et al., 2004; TURTURICI et al.,
2014). A internalizacio de VEs ja foi atribuida também a processos de fagocitose,
macropinocitose e internalizacdo mediada por clatrina (FITZNER et al., 2011; TIAN et al.,
2014). Quando internalizadas, as VEs permanecem segregadas dentro de endossomos e
podem ter dois destinos: a fusdo com lisossomos ou a fusao com membrana do endossomo e
liberacao do contetido das VEs no citoplasma celular (MATHIVANA et al., 2010). Além de
interagir com células, foi descrito que as VEs podem exercer efeitos sobre a matriz
extracelular através da inclusdo de metaloproteinases, como MMP-2 ¢ MMP-9 (CANDELA
et al., 2010; LOZITO & TUAN, 2012).
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1.6. VESICULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi

A cada dia mais evidéncias vem sendo apresentadas sobre a participa¢do de VEs em
infecgdes parasitarias, atuando tanto na comunicagdo parasita-parasita como na comunicagao
parasita-célula do hospedeiro (BARTENEVA; MALTSEV; VOROBIJEYV, 2013). Durante uma
infeccdo parasitaria, as VEs liberadas por diversos agentes infecciosos podem agir de
diferentes formas, podendo desempenhar uma sinalizacdo a favor do parasita ou de forma
contraria, podendo favorecer a resposta do hospedeiro a infec¢do, dependendo de fatores
como a cepa do parasita, do sistema imune do hospedeiro, dentre outros fatores

(BARTENEVA; MALTSEV; VOROBIJEYV, 2013).

Diferentes estudos tém destacado a relagdo entre o conteudo das VEs secretadas por 7.
cruzi com a comunicacao intercelular, ou seja, relacdo parasita-hospedeiro (DEOLINDO et
al., 2013; MARCILLA et al., 2014; SCHOREY & HARDING, 2016). As VEs liberadas por
um determinado parasita podem ter efeitos ambiguos, elas podem carregar moléculas
originadas do patégeno capazes de ativar mecanismos da resposta imunoldgica e induzir
defesa e imunidade do hospedeiro, ao mesmo tempo, podem desencadear mecanismos

favoraveis ao patdégeno, promovendo sua permanéncia e evasao do sistema imunoldgico

(D’AVILA, 2021)

O contetido das VEs, reflete a célula de origem, isso inclui proteinas citosodlicas e de
superficie celular, acidos nucléicos, lipidios e metabdlitos (Figura 06). As VEs medeiam a
comunicagdo intercelular numa grande variedade de processos bioldgicos durante a
homeostase ¢ em condigdes patologicas, onde atuam como entidades mensageiras que
entregam carga especifica as células receptoras, alterando assim o seu estado fisioldgico

(D’AVILA, 2021).

Apods andlises protedmicas de conteudo das VEs de T cruzi, foram identificadas
centenas de proteinas diferentes presentes nestas estruturas (Figura 6). Dentre elas, proteinas
envolvidas na interacdo parasita-hospedeiro, sinalizagdo, transporte, vias de 6xido-redugao e
vias de metabolismo de carboidratos (BAYER-SANTOS et al., 2013). De fato, as VEs
secretadas por 7. cruzi apresentam proteinas normalmente associadas a membrana do parasita
como proteina flagelar ligadora de célcio (FCaBP), glicoconjugados a-galactosil, GP35/50 e
glicoproteinas da superfamilia das gp85/transialidades. (BAYER-SANTOS et al., 2013). Essas

estruturas tem um importante papel para o processo de adesdo do parasita a célula hospedeira,
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e talvez tenham func¢des semelhantes nas VEs (YOSHIDA, 2006). Também componentes com
atividades de fosfatases dcidas e alcalinas, relacionados a adesao e infec¢do do parasita, foram
encontrados em VEs de T. cruzi (NEVES et al., 2014). Além do estagio do ciclo de vida do
parasita, a cepa do 7. cruzi representa outro fator relevante para a composicao das VEs.
NOGUEIRA et al., (2015), relataram a presenga de diferentes proteinas em VEs obtidas das
cepas Y, Colombiana, CL-14, e Yu Yu de 7T «cruzi, especialmente em relacdo a

glicoconjugados a-galactosil.

Virios estudos protedmicos identificaram fatores de viruléncia de 7. cruzi em VEs
isoladas de formas tripomastigotas de 7. cruzi, como trans-sialidases, mucinas, proteinas
MASP, a protease cruzipaina, fosfatases, TcSMP e TcTASV (MARTINS et al.,2015). Outras
moléculas que podem ser encontradas em VEs tripomastigotas sao proteinas de sinalizagao,
peptidases, proteinas de oxidagdo/reducdo, ATPases, proteinas de transcricdo e sintese de
proteinas, enzimas metabdlicas, proteinas do citoesqueleto, proteinas de ligagdo a acidos
nucleicos, proteinas de choque térmico e chaperonas, membros da familia RAB GTPase ¢

RNA, entre outros (SRIKANTH; WOO; GWACK, 2017).
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Figura 06: Moléculas identificadas em vesiculas extracelulares secretadas por
tripomastigotas de 7. cruzi. Ilustracdo esquematica das moléculas identificadas em vesiculas
extracelulares secretadas por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Fonte: Adaptado de

CORTES SERRA et al., 2022.
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Essas moléculas funcionais existentes nas VEs do 7. cruzi fazem parte do mecanismo
de comunicagdo intercelular parasita-parasita ou parasita-célula do hospedeiro, mudando o

fenotipo da célula alvo a favor do parasita.

Em 1979 foi demonstrado pela primeira vez a liberagdo de VEs por 7. cruzi no
trabalho de Da Silveira et al (1979). Estes conseguiram mostrar a secre¢ao de VEs ricas em
glicoconjugados por epimastigotas de 7. cruzi, tanto pelo corpo celular do parasito quanto
pela bolsa flagelar. Mais de uma década depois esse tipo de secre¢ao foi reportado em
tripomastigotas derivados de cultivo celular (OUAISSI et al., 1986) sendo descrito como um
fendomeno espontaneo dependentes de temperatura e tempo, € ndo influenciado pela presenca

de proteinas ou soro no meio de cultivo (GONCALVES et al., 1991).

Proteinas presentes nas VEs liberadas pelo 7. cruzi sdo capazes de estimular a resposta
imunolégica em camundongos, sem no entanto, gerar uma resposta protetora efetiva
(PEREIRA, 2018). De Pablos et al (2016) descreveram que regioes C-terminais das
proteinas MASPs (proteinas de superficie associadas a mucina) presentes em subpopulagdes
de VEs liberadas por 7. cruzi que sdo capazes de estimular uma rapida resposta humoral em
camundongos BALB/c, com producdo de IgM logo apds a infecgdo sem, no entanto, uma
eficiente mudanga de classe para a producao de [gG. Dessa forma, a presenca dessas regioes
C-terminas das proteinas MASPs em VEs de 7. cruzi estdo associadas com a evasdo do

parasita a resposta imunoldgica do hospedeiro.
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Epimastigote

Figura 7: Vesiculas extracelulares de 7. cruzi. Através de imagens de microscopia
eletronica de transmissdo de formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos (Figura 07)
foram demonstradas formas epimastigotas liberando vesiculas da membrana plasmatica (A-C)
e MVB proximos a bolsa flagelar (D e E), contendo pequenas vesiculas no seu interior (F e
G). Foi visualizdo também formas tripomastigotas metaciclicos liberando vesiculas a partir
da membrana plasmatica (H-J) e MVBs préximos a bolsa flagelar (K e L), contendo pequenas
vesiculas dentro (M e N). Pontas de flechas indicam uma grande vesicula vazia proximo a
bolsa flagelar que pode ter sido resultante de exocitose de MVBs. Barra de escala = 250 nm,
exceto para imagem N (=100 nm). N= nutcleo, K= cinetoplasto, F= flagelo, Fp = bolsa

flagelar, MVB = corpos multivesiculares. Fonte: Adaptado de BAYER-SANTOS et al., 2014.

Além disso, VEs liberadas por células do hospedeiro infectadas por 7. cruzi
desempenham fungdes imunomoduladoras a favor do parasita, dependendo do tipo de cepa do

parasita, do sistema imune do hospedeiro, dentre outros fatores. (PEREIRA, 2018),
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demonstraram que tripomastigotas metaciclicos infectam células sanguineas e rapidamente

induzem a liberacdao de VEs por essas células.

Em infecgdes por 7. cruzi, um mecanismo potencial da persisténcia da parasitemia ¢ a
liberacdo de VEs, que participa da comunicagdo intracelular por transportar moléculas
funcionais que sinalizam as células do hospedeiro e podem modular a resposta imune por
meio da inducdo da formagdao de CLs (LOVO-MARTINS et al. 2018; D’AVILA et al. 2021).
Através do aumento da producao de CLs ocorre um aumento na produgdo de PGE, que ira

modular a resposta imunologica do hospedeiro a favor do parasita, aumentando sua sobrevida.

1.7 MODULACAO DO METABOLISMO LIPiDICO DO HOSPEDEIRO DURANTE
A INFECCAO POR T. cruzi

Estudos experimentais relacionados a Doenca de Chagas demonstraram uma forte
resposta imunologica na fase aguda da doenga, com a presenca de macrofagos ativados,
produgdo de citocinas e outros mecanismos a fim de controlar a infec¢do e eliminar o parasita
(GAZZINELLI & DENKERS, 2002). Outro fato observado na Doenca de Chagas ¢ o
aumento da produgdo de organelas citoplasmaticas denominadas de corpusculos lipidicos
(CLs) produzidos por diferentes tipos celulares durante a resposta a infec¢dao (Figura 07)

(D'AVILA et al. 2021; FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

Os CLs sao organelas ricas em lipideos que podem ser encontradas em células de
todos os seres vivos desde bactérias a células de mamiferos (COSTA et al., 2006). Essas
organelas ja foram visualizadas em diversos tipos de leucdcitos, fibroblastos, mastocitos,
células endoteliais (COSTA et al., 2006) e podem estar envolvidas em intimeras fungdes como
producado de mediadores inflamatérios, trafego de membrana, sinalizagdo celular e
metabolismo lipidico (COSTA et al., 2006) (Figura 7).

Na figura 08 vemos o acumulo de CLs (em verde) corados por BODIPY R 493/503
(A), em macrofago murino infectado com 7.cruzi. O nlcleo do macrofago e os parasitos
internalizados foram corados por DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) em azul. Em (B) vemos
uma representacdo esquematica da composi¢ao estrutural de um CL. Em cor, as proteinas de
superficie do CL. Prostaglandina E2 (PGE) 2, acido araquidonico (AA), diacilcillicois (DAG),

triacilglicerois (TAG) e ésteres de colesterol (CE) que sdo encontradas no nucleo lipidico
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neutro. Em (C) vemos uma micrografia eletronica mostrando um CL na forma tripomastigota

de Trypanosoma cruzi.
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FIGURA 08 - Representacdo da estrutura de CLs por microscopia de fluorescéncia e
eletronica de transmissdo. CLs (em verde) corados por BODIPY R 493/503 (A), em
macrofago murino infectado com 7 cruzi. O nicleo do macréfago e os parasitos internalizados
foram corados por DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) em azul. Em (B) vemos uma
representacdo esquematica da composi¢ao estrutural de um CL. Em cor, as proteinas de
superficie do CL. Prostaglandina E2 (PGE) 2, 4cido araquidonico (AA), diacilcillicéis (DAG),
triacilglicerois (TAG) e ésteres de colesterol (CE) que sdo encontradas no nucleo lipidico
neutro. Em (C) vemos uma micrografia eletronica mostrando um CL na forma tripomastigota

de Trypanosoma cruzi. Fonte: ALMEIDA P.E.; et al., 2018.

A estrutura de um CL consiste basicamente em um nucleo de lipideos neutros
contendo triacilglicer6is (TAG) e éster de colesterol (CE) e envoltos por uma monocamada de
fosfolipideos (Figura 8), (DE LIMA, 2006).

Os CLs sdo organelas que tem a caracteristica de se conectar com varios
compartimentos celulares (DE LIMA, 2006). Existem varias proteinas descritas que estdo
presentes nos CLs, como as perilipinas (PLINs), enzimas biossintéticas de triacilglicerol
(TAG), proteases transmembranares (FIT 1 e FIT 2) e SEIPINA, entre outras. As enzimas
denominadas de aciltransferases 1 e 2 (DGAT 1 e DGAT 2) participam do armazenamento do
TAG (CHITRAJU et al.,, 2023). Essas proteinas atuam coletivamente na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE) auxiliando na formagao do CL.

Os triacilglicerois (TAG) sdo sintetizados e se acumulam no interior da bicamada
lipidica na membrana do reticulo, emergindo-se para a superficie do RE em dire¢do ao
citoplasma com auxilio da FIT 2 (CHITRAJU et al., 2023). As proteinas FIT representam um

grupo de proteinas que tem como papel facilitar o brotamento dos CLs nas células
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(CHOUDHARY et al., 2019).

Ja a SEIPINA tem um papel na biogénese das goticulas e também sdo importantes
para a manutencao do contato dos CLs com o RE (SHPILKA & ELAZAR, 2015). Outro
papel da SEIPINA consiste em auxiliar o trafego de lipideos em direcdo as goticulas
(SHPILKA & ELAZAR, 2015). O brotamento do CL ¢ determinado por uma tensdo
superficial local das membranas do RE (SHPILKA & ELAZAR, 2015).

Varios estudos vem demonstrando o aumento significativo do nimero e didmetro dos
CLs em macrofagos infectados por 7. cruzi € no proprio protozoario em contato com a célula
hospedeira (D'AVILA et al., 2021).

Os mediadores lipidicos como PGE, tem potencial de inibir a resposta do linfocito T
helper tipo 1 (TH1) modulando dessa forma o crescimento e a sobrevivéncia do parasito
(NASCIMENTO et al., 2020). Diversos trabalhos vém ressaltando que os CLs favorecem a
replicagdo do microorganismo, seja enfraquecendo a acdo imunoldgica do hospedeiro, seja
interagindo e forncendo a matéria prima para producdo das moléculas lipidicas do proprio
parasita favorecemdo sua sobrevida no hospedeiro (VALLOCHI:; TEIXEIRA; OLIVEIRA;
MAYA-MONTEIRO et al., 2018) (Figura 9).

Assim neste trabalho, pretendemos elucidar o impacto das associacdes entre VEs
produzidas por formas tripomastigotas metaciclicas de 7. cruzi na ativagao das células C2C12,
focando na modulacdo da producdo do metabolismo lipidico através da analise de CLs e do

perfil da resposta inflamatdria através da analise de citocinas.
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Figura 09: Interacdes entre 7. cruzi, VEs e a célula do hospedeiro e o impacto do
metabolismo lipidico. T. cruzi induz a formacdo de corpusculos lipidicos (LBs) em
macrofagos, e o PGE: gerado nesses LBs favorece a replicagdo dos amastigotas e a liberagao
de vesiculas extracelulares (EVs). Essas EVs, junto com as do T. cruzi (EVsT), ativam
macrofagos via TLR2, promovendo mais formagdo de LBs e PGE:. A ativagdo de PPAR-y
altera o metabolismo lipidico, enquanto o PGE: suprime a resposta imune (reduz TNF-a e
IL-6, aumenta IL-10), enfraquecendo a fun¢do microbicida do macréfago. NF-kB também

regula citocinas nesse processo. Fonte: Adaptado de D’AVILA et al., 2021

2. JUSTIFICATIVA

Apesar de existirem diversos estudos sobre o papel/fungdo das interagdes entre VEs e
células do hospedeiro na doenca de Chagas, pouco se sabe sobre o impacto das VEs
provenientes de patdgenos na regulacdo do metabolismo lipidico e produgdo de citocinas
nestas células. Desse modo, ao compreender melhor tais mecanismos, sera possivel o
entendimento de como infecgdes causadas por patdgenos intracelulares, como o 7. cruzi,
podem ser favorecidas e/ou controladas por fatores metabolicos/inaflamatérios endogenos,
buscando, assim, terapias mais eficazes no controle de doencas como as causadas por

patogenos intracelulares.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Compreender o papel modulador das VEs obtidas a partir das formas tripomastigotas
de T. cruzi no processo de ativacdo das células C2C12, com foco no metabolismo lipidico e

resposta inflamatoria in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
(D) Quantificar e caracterizar as VEs liberadas por formas tripomastigotas de 7 cruzi.

(IT) Avaliar a biogénese de CLs em células C2C12 estimuladas com VEs originadas de T.

cruzi e infectadas ou ndo com 7. cruzi in vitro.

(IIT) Analisar a sintese de citocinas tanto de perfil pro-inflamatorio (IL-12, IL-6, TNF-a)
quanto antinflamatério (IL-10) em células C2C12 estimuladas com VEs de T. cruzi e

infectadas ou ndao com 7. cruzi in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO DE VEs ORIGINADAS DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE

T. cruzi in vitro

O isolamento das VEs foi realizado por centrifugacdo diferencial do sobrenadante
obtido apos a diferenciagdo das formas epimastigotas em tripomastigotas metciclicos da cepa
de T cruzi DM 28c. Todas as centrifugacdes e procedimentos foram realizados a 4 © C para
minimizar a degrada¢do de proteinas e das VEs. Todo o conteido da garrafa onde se
encontram as formas tripomastigotas foi pipetado e colocado em um tubo Falcon e logo apos
centrifugada a 3500 X g por 15 minutos a 4 graus celsius (centrifuga Multispeed
ThermoScientific IEC CL31R, rotor T41 * 11210435). O pellet resultante (precipitado) foi
congelado e o sobrenadante colocado em novo tubo Falcon. Apds a obtengdo deste
sobrenadante, ele foi centrifugado a 1.700 X g por 30 minutos a 4 graus Celsius. Logo apods a
centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi colocado em um novo tubo Falcon. O sobrenadante
foi entdo submetido ao processo de ultracentrifugacdo (Théry e colaboradores, 2006) a
110.000 X G por 02 horas a 4 graus Celsius (Ultracentrifuga Beckman Coulter Optima
L-100XP). Apos a Ultracentrifugacdo, o sedimento contendo VEs foi cuidadosamente
ressuspenso (Figura 08). O pellet foi entdo aliquotado a cada 50 pl e armazenado a -80°C ou

-4°C, para posterior analise do material. Tal procedimento foi realizado em triplicata.

""%' ‘) SOBRENADANTE
\_ ] 13.500g x 15 mim x 4°C

SOBRENADANTE

11.700g x 30 min x 4°C

- SOBRENADANTE

| 110.000g x 02 horas x 4°C
PELLETS 50 ul

Figura 10 — Representacdo esquamatica do processo de extra¢do de vesiculas extracelulares.
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4.2 ESTIMULO DE CELULAS DA LINHAGEM CELULAR C2C12 COM
VESICULAS EXTRACELUALRES DE T, cruzi

O estimulo foi feito adicionando-se as VEs (50 ug/ml e 100 ug/ml, concentragdes estas
padronizadas a partir de trabalhos anteriores de nosso grupo). Utilizamos também formas
tripomastigotas de 7. cruzi da cepa DM28C. Foi utilizada uma placa, onde os pogos foram
plaqueados com células da linhagem celular C2C12, sendo que foram estabelecidos os grupos
controle (CT), pogos em que s6 haviam células C2C12, grupo VE50 onde as células C2C12
foram sensibilizadas com 50 ug/ml de VEs, grupo VE100, células C2C12 sensiblizadas com
100 ug/ml de VEs, grupo onde as células foram sensibilizadas com 7. cruzi (MOI 3:1) (TC) e
por ultimo os grupos onde as células foram sensibilizadas com 50 ou 100 ug de VEs mais o T.

cruzi (TC + VE50 e TC + VE100).

Primeiramente plaquemos as células C2C12, deixamos por um periodo de 16 horas em
estufa de CO2 para adesdo. Utilizou-se a concentragdo de 1 x 10° células/pogo, previamente

calculada através da utilizagdo de uma camara de NEWBAUER.

Apo6s o periodo de adesdao o sobrenadante foi retirado e as placas submetidas a
lavagem com PBS. Apos a lavagem coloca-se o meio novamente e logo apds adicona-se o 7.
cruzi nos pogos. Apds 24 horas retira-se novamente o sobrenadante e adiciona-se as VEs (50 e
100 ug/ml). No ultimo dia (24 horas depois), o sobrenadante foi retirado para a dosagem de

citocinas e as células fixadas na placa foram coradas com ORO para a contagem de CLs.

4.3. OBTENCAO E CULTURA DE T. cruzi

A Cultura do T cruzi (cepa DM28c) foi obtida e mantida em laboratorio como descrito
em (MOREL et al., 2004). As culturas de 7. cruzi foram crescidas ¢ mantidas em Meio de
Infusdo de Coracdo 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 parasitas foram centrifugados
a 2200 rpm por 15 minutos a 10°C, ressuspendidos em meio que simula a Urina Artificial de

Triatominio (TAU) (NaCl 190 mM, tampao fosfato 8 Mm pH 6.0, KCI 17 mM, CaCI2 2 mM,
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MgCI2 2 mM), e incubados por 2 h a temperatura ambiente. Os parasitas foram diluidos em
TAU suplementado com bicarbonato de sodio 1,4%, 2,5% (v\v), 500 unidades de penicilina
(mL), 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, para posterior isolamento das VEs, utilizando a metodologia citada.

44. COLORACAO COM OIL RED O E CONTAGEM DE CORPUSCULOS
LIPIDICOS

As laminulas circulares de 13mm, foram submetidas a colora¢do com Oil-Red-O. A
solucao estoque de OilRed O (Sigma Aldrich) foi preparada utilizando-se a concentragdo de
0,3% (0,3 g de OilRed O/ 100 mL de isopropanol [acido isopropilico), filtrada e
acondicionada em temperatura ambiente. Para a execugdo da coloragdo, a solu¢dao de uso foi
preparada diluindo-se a solugdo estoque em agua destilada na propor¢do 3:2. Apods a
conclusdo da diluigdo, a solugdo foi novamente filtrada e utilizada para a coloragdo de CLs, na
propria placa de cultura adicionando-se 300 pl da solugdao de uso de Oilred O, e incubando
por 5 minutos, no escuro. Decorrido o tempo, as células foram lavadas em sequéncia 2 vezes
com agua destilada, isopropanol 30% e PBS 1%. As laminulas foram montadas com meio de
montagem contendo DAPI (VECTASHIELD® mountingmediumcontaining DAPI
(4',6-Diamidino-2- Phenylindole) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para a
marcagdo do nucleo das células. Os CLs foram contados em 50 células consecutivas apos
analise em microscopio de fluorescéncia BX-51 acoplado com camera digital XC-50, sob

objetiva de 100x (Olympus, Tokyo, Japan).

4..5. AQUISICAO DE IMAGENS

As imagens foram capturadas a partir das laminas confeccionadas para a analise
quantitativa e qualitativa quanto a biogénese de corpusculos lipidicos e morfologia celular das
células C2C12. As imagens foram processadas por meio do programa CellSens Dimension,

em microscopio de fluorescéncia Olympus DP73, no aumento de 20x ou 100x.
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4.6. DOSAGEM DE PROTEINAS

Quantificacdo de proteinas das VEs foi realizada pelo espectrofotometro
NANODROP, que utiliza o espectro completo de 220 a 750 nm, utilizando 1 a 2 ul de
amostra. O sistema de reten¢do utiliza a tensdo superficial para posicionar a amostra entre
duas fibras opticas. Em cada experimento foram utilizadas 03 aliquotas (Pellets) para serem
submetidos a dosagem da concentragdo de proteinas. Apds a dosagem, os valores obtidos
serviram de base para a padronizacdo da concentragdo deVEs a serem utilizadas na interacao

com as células C2C12.

4.7. DOSAGEM DE CITOCINAS

Os niveis das citocinas IL-12, IL-6, IL-10, TNF-a, foram detectados no sobrenadante
das células C2C12 dosados pela técnica de ELISA segundo o protocolo oferecido pela
fabricante (R&D Systems). A quantificacdio foi mensurada a partir das curvas padrdo
proveniente da dilui¢do sugerida no kit (R&D). A leitura foi realizada em 450 nm utilizando o

programa Softmax Pro.
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S. RESULTADOS
5.1 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS REFERENTES AS VEs PURIFICADAS

Apobs a obtencdo e purificacdo das VEs das formas tripomastigotas metaciclicas da
cepa de T cruzi DM28c, o material obtido foi separado em pellets e congelados a -80°. Este
procedimento foi estabelecido nos 02 experimentos. Foram escolhidos aleatoriamente 03
pellets com 50 ul de amostra de cada experimento, denominando os pellets de 01 a 06, sendo
que todos foram padronizados em duplicata e logo depois submetidos a dosagem de proteinas
realizada por NANODROP (Rockford, USA). As concentracdes totais obtidas em cada
amostra encontram-se nas duas tabelas abaixo (Tabelas 01 e 02 ). A partir das concentragdes
encontradas e trabalhos anteriores do grupo, padronizamos as concentragdes de uso das VEs
em 50 e 100 ug/ml, para os experimentos de interacdes com a linhagem celular C2C12 de

mioblastos.

As tabelas representam 02 (n=2) experimentos diferentes de extracdo de VEs dos
sobrenadantes de culturas de formas tripomastigotas de 7. cruzi cepa DM28c. As analises dos
Pellets de 01 a 06 (em duplicata) correspondem ao material obtido nos respectivos
experimentos com suas respectivas concentragdes de proteinas, dosadas no NANODROP. A
temperatura indica onde o sobrenadante contendo as VEs ficou acondicionado antes da

dosagem de proteinas no freezer -80.

TABELA 01 / EXPERIMENTO 01

-80

0,024 24

-80 0,030 30
-80 0,034 34
-80 0,028 28
-80 0,027 27
-80 0,030 30

TABELA 02 / EXPERIMENTO 02
39



0,019 19
0,018 18
0,028 28
0,024 24
0,031 31
0,032 32

Tabelas 01 e 02. Dosagem de proteinas em VEs.

5.2. ANALISE DA BIOGENESE DE CORPUSCULOS LIPIDICOS EM CELULAS
C2C12 ESTIMULADOS COM VEs ORIGINADAS DE T. cruzi E INFECTADAS OU
NAO COM T. cruzi.

Foi avaliada a biogénese de CLs em células C2C12 apds a interacdo com VEs em
diferentes concentragdes e infectadas ou ndo com 7. cruzi. Verificou-se que apds a interagao
das VEs (VE 50ug e VE 100ug) ocorreu uma modulagdo positiva na formagao de CLs em
relacdo ao controle (células ndo estimulas e ndo infectadas). Esta modulacdo foi
potencializada quando estimulamos as células com as VEs nas diferentes concentragdes,
juntamente com a infec¢do com o 7. cruzi (Figura 10 A). Além disso, essa inducao parece ser
dose-dependente onde a dose de 100 ug/ml apresentou um maior aumento das estruturas tanto
nos estimulos s6 com VEs, quanto nas células estimuladas com VEs e infectadas com 7. cruzi.
As andlises de morfologia foram obtidas através da contagem de 50 células consecutivas
(Figura 11B) apos analise em microscopio de fluorescéncia. Na figura 10 B podemos observar
a morfologia e a marcacao dos CLs (setas brancas) frente aos diferentes estimulos. Nao houve

analise de estatistica, n=2.

Na quantificagdo de CLs os estimulos utilizados foram VE50 e VE100 (concentracdes
de VEs em ug/ml), Controle, 7. cruzi, T. cruzi + VE50 e T. cruzi + VE100 (Figura 10 A).
Analisamos também a formagao dos CLs (setas brancas) em células C2C12 estimulados ou
ndo com VEs e infectados ou nao por 7. cruzi (24 h) (Figura 10 B). O estimulo com VEs ¢
indicado por VE 50 e VE 100 referente as concentragdes usadas. As imagens foram obtidas

por microscopio de fluorescéncia e a andlise da formacdo de corpusculos lipidicos foi feita
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apos coloracdo com Oil Red O, contra-coloragdao do nticleo com DAPI. As andlises foram
realizadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX-51 acoplado com camera digital

XC-50, sob objetiva de 100x (Olympus, Tokyo, Japan).
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CONTROLE

VE S0 + T. cruzi VE 100 + T, crugi

Figura 11 A e B: Analise da biogénese de corpusculos lipidicos em células C2C12
estimuladas com diferentes concentracdes de VEs originadas de 7. cruzi e infectadas ou nao
com o 7. cruzi. (n=2).

5.3. ANALISE DA PRODUCAO DE CITOCINAS EM CELULAS ESTIMULADAS
COM VEs ORIGINADAS DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE T cruzi E
INFECTADAS OU NAO COM T. cruzi APOS 24 HORAS.

As andlises da secrecdo de citocinas tanto de perfil pro-inflamatério quanto
anti-inflamatorio foi realizada nos sobrenadantes das culturas celulares apds 24 de interacao
e/ou infec¢ao. Apesar de s6 termos resultados referentes a dois experimentos, verificou-se que
apos a interacdo somente com as VEs em ambas concentragdes ocorreu uma diminui¢do na
concentragdo das citocinas de perfil pré-inflamatorio (Figura 11 A, B e C) como a IL-12,
TNF-0, e IL-6, em relagdo ao controle. Além disso, o estimulo com as VEs juntamente a
infeccao com 7. cruzi parece potencializar esse perfil de reducao da produgdo destas citocinas
pelas células C2C12. Entretanto, j& para a citocina IL-10 (Figura 11D), a qual apresenta um
perfil anti-inflamatdrio, de modo interessante os dados mostram um sugestivo aumento dessa

citocina, ap6s a interacdo com as duas concentragdes de VEs, sendo tal efeito potencializado
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apos o estimulo das VEs (50ug e 100ug) juntamente com a infec¢do pelo 7. cruzi (Figura

11D).
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Figura 12 A, B, C, e D. Analise da producao de citocinas em células C2C12. As dosagens
foram realizadas nos sobrenadantes das culturas celulares apds 24 h de estimulos. As citocinas

foram dosadas através da técnica de ELISA. A quantificacdo foi mensurada a partir das curvas
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padrdo proveniente da diluicdo realizada. A leitura realizada em 450 nm utilizando o
programa Softmax Pro.

6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, diversos estudos tém evidenciado o papel das VEs no curso de
infec¢des causadas por patdgenos intracelulares, incluindo o 7. cruzi. Entretanto, os
mecanismos celulares e moleculares que mediam a ativagdo das células hospedeiras pelas
VEs do T cruzi ainda sao pouco compreendidos (LOVO-MARTINS et al., 2017). Assim, este
trabalho traz como contribuicao um melhor entendimento sobre como essas interagcdes podem
modular o metabolismo lipidico e a resposta inflamatdria iin vitro, através da analise de CLs e

do estudo da producao de citocinas.

Neste estudo, o estimulo das células C2C12 com VEs em diferentes concentracoes (50
e 100 pg/mL) revelou um aumento na formacao de CLs. Esse aumento foi mais acentuado
quando as células foram co-infectadas com 7. cruzi durante 24h. Esses achados corroboram
com os resultados descritos por LOVO-MARTINS et al. (2019), que também relataram a
capacidade das VEs em induzir a formagdo de CLs. Esse fendmeno reflete o papel das VEs
como mediadores do metabolismo lipidico, participando tanto na sinalizagdo célula-célula

quanto na modulagdo da interagdo parasita-hospedeiro (LOVO-MARTINS et al., 2017).

Corroborando nossos dados, outros trabalhos também tém demonstrado que VEs sdo
as responsaveis pela indu¢ao da formagdo de CLs, com participagdo na modulagdo do sistema
imune do hospedeiro (NOGUEIRA et al. 2015). Essas microparticulas, delimitadas por uma
bicamada lipidica, sdo liberadas no espaco extracelular, podendo exercer respostas a distancia
(RUSSELL, Ashley E. et al., 2019) e participar de interagdes parasita-parasita e
parasita-hospedeiro (D’AVILA H., et al., 2021).

Além disso, a andlise da producdo de citocinas revelou uma modulagao diferencial
pelos estimulos com VEs. Observamos um perfil de inibi¢ao das citocinas pré-inflamatoérias
TNF-a, IL-6 e IL-12, enquanto a producdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, foi
aumentada. Esse efeito foi intensificado na presenc¢a da infecgdo pelo 7. cruzi, sugerindo que
as VEs ndo apenas favorecem a sobrevivéncia do parasito, mas também contribuem para a
evasdo do sistema imunoldgico, ao regular negativamente a resposta inflamatéria do
hospedeiro. Esses resultados corroboram com estudos prévios que destacaram o papel

imuno-modulador das VEs em modelos in vitro e in vivo, como os descritos por
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TROCOLI-TORRECILHAS et al. (2009) e LOVO-MARTINS et al. (2018), que relataram

alteracdes na produgdo de citocinas e na resisténcia do hospedeiro a infecgao.

Em estudos em macrofagos cultivados in vitro, o estimulo com VEs resultou em um
aumento da internalizagdo do parasita, aumento da liberagdo de formas tripomastigotas
infectantes, além da formacdo de CLs e producdo de prostaglandina E2 (PGE2), mesmo na
auséncia de 7. cruzi. Em macrofagos infectados, VEs diminuiram a produg¢do de PGE2 e
citocinas TNF-a e IL-6, 24 horas ap6s a infeccao, sugerindo que as VEs modulam a resposta
do hospedeiro a favor do parasita e indica um papel dos CLs e da PGE2 na modulagao

imunoldgica exercida por VEs (LOVO-MARTINS et al., 2017).

Estudos realizados analisando os efeitos das VEs de 7. cruzi em modelos murinos de
infeccdo experimental ainda sdo escassos. A inoculacdo de VEs em camundongos antes da
infeccdo por 7. cruzi resultou em um aumento da parasitemia, aumento do parasitismo
cardiaco, diminui¢do do oxido nitrico (NO) plasmatico, reducao da producdo de NO pelas
células do baco ¢ modulagdo da producao de citocinas, com redugdo do TNF-a no plasma e
diminuicdo da producdo de TNF-a e IL-6 pelas células do bago de animais infectados

(LOVO-MARTINS et al., 2017).

O trabalho de TROCOLI TORRECILHAS et al. (2009) avaliou os efeitos da
inoculagdo de VEs secretadas por tripomastigotas de 7. cruzi cepa Y em camundongos
BALB/c. Os resultados indicaram que a inoculagdo prévia de VEs, aumentou o parasitismo
cardiaco e modulou a producao de citocinas, sendo encontrados maiores niveis de IL-4 e
IL-10 no tecido cardiaco, indicando efeitos imunoduladores das VEs de T. cruzi in vivo e
consequente reducdo da resisténcia do hospedeiro a infec¢cdo, aumentando a sobrevida do

parasita no hospedeiro.

Estes dados em conjunto com a literatura nos permitem evidenciar que as VEs tém
papel relevante na patogénese do 7. cruzi (THERY et al., 2006). Embora alguns mecanismos
desencadeados pelas VEs a favor do parasita ja tenham sido descritos (inativacdo do
complemento, modulagdo na producdo de citocinas, aumento da infeccao de células por T.
cruzi) assim, € provavel que mecanismos ainda desconhecidos estejam envolvidos. O estudo
de outras vias relacionadas a patogénese das VEs de 7. cruzi representa um avango tanto no

entendimento da biologia do parasita como da interacao 7. cruzi-célula hospedeira.
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Importante destacar também que formas tripomastigostas de Tripanossomatideos
secretam varias moléculas, como proteinas, enzimas, acidos nucléicos e glicoconjugados, na
forma soltvel ou em VEs, que contribuem significativamente para o seu comportamento
parasitario. Varios estudos t€ém documentado a relacao entre o contetido das VEs secretadas

por T. cruzi com a comunica¢do intercelular (NOGUEIRA et al. 2015).

Nesse sentido, a presenca de pequenos fragmentos de RNAs nas VEs de 7. cruzi pode
representar um mecanismo relevante de modulagdo tanto do ciclo de vida do parasita como da
célula hospedeira (LINHARES-LACERDA et al., 2015). Os pequenos fragmentos de RNAs
presentes em VEs de 7. cruzi variam de acordo com o estdgio do ciclo que o parasita se
encontra, sendo derivados tanto de RNAs transportadores como de RNAs ribossomais do 7
cruzi (BAYER-SANTOS et al., 2014). Adicionalmente, a exposicao de células HELa a VEs
de T. cruzi provoca mudanga no padrdo de expressdo génica dessas células, principalmente de
genes envolvidos com vias da resposta imunologica, citoesqueleto e matriz extracelular
(GARCIA-SILVA & CABRERA-CABRERA, 2014) mostraram que as VEs de epimastigotas
de T cruzi possuem pequenos RNAs especificos, com distribuicdo diferente da que ¢
encontrada no parasita, evidenciando um mecanismo especifico de processamento € secre¢ao

de pequenos RNAs nas VEs de T cruzi.

Por fim, considerando a auséncia de vacinas ou biomarcadores eficazes para a doenga
de Chagas, as VEs representam potenciais alvos terapéuticos, seja para o desenvolvimento de
vacinas, seja para a identificagdo de novos biomarcadores diagnosticos € prognosticos.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para explorar os mecanismos especificos pelos
quais as VEs modulam o metabolismo lipidico e a resposta imune. Como perspectivas futuras,
pretende-se investigar mediadores lipidicos, como a prostaglandina E2 (PGE2), além de
proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, como PLIN2, DGAT-1 e PPARYy. Essas analises
podem ampliar nosso entendimento sobre as estratégias de evasdo imunoldgica do 7. cruzi e

contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem inferir aspectos do papel modulador das
VEs na ativacdo de células C2C12 durante a infeccdo pelo 7. cruzi in vitro. As principais

conclusodes sdo:

- Produgdo de corpusculos lipidicos (CLs): O estimulo de células C2C12 com VEs induziu
um aumento na formagdo de CLs, efeito que foi ainda mais pronunciado na presenca da

infeccao pelo 7. cruzi apds 24 horas.

- Modulagdo de citocinas pro-inflamatérias: O estimulo das células C2C12 com VEs resultou
no perfil de supressao das citocinas de perfil pro-inflamatério (TNF-a, IL-6 e IL-12) no tempo
avaliado. Essa inibi¢ao foi intensificada quando as VEs foram combinadas com a infec¢ao

pelo T. cruzi.

- Producao de citocinas anti-inflamatérias: O estimulo com VEs parece aumentar a produgao
de IL-10 em comparacao ao grupo controle apds 24 horas, com esse efeito sendo amplificado

nos grupos infectados.

Esses dados refor¢gam a hipotese de que as VEs desempenham um papel critico na
comunicacdo parasita-hospedeiro. Especificamente, as VEs podem transportar moléculas
patogénicas que desencadeiam mecanismos favoradveis a permanéncia do parasita no

organismo hospedeiro o que contribuiria para progressdao da Doenca e um pior progndstico.

Perspectivas

Apesar das contribuicdes deste estudo, mais investigagdes sdo necessarias para validar
os dados aqui apresentados e aprofundar o entendimento dos mecanismos de a¢do das VEs

sobre as células hospedeiras. Assim pretendemos:

° Estudar produgcdo de mediadores lipidicos, como a prostaglandina E2 (PGE2) e

mediadores inflamatorios como 6xido nitrico (NO);

° Investigar das vias de sinalizacao relacionadas ao metabolismo lipidico, com énfase na

expressao de proteinas como PLIN2, DGAT-1 e PPARY.
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Essas andlises complementares visam esclarecer os mecanismos moleculares que permitem a
evasdo imunoldgica e a adaptacdo metabodlica mediadas pelas VEs do 7. cruzi, oferecendo

subsidios para o desenvolvimento de estratégias terap€uticas para a doenca de Chagas.
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