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RESUMO

AVALIACAO DO PERFIL DE RESPOSTA IMUNE E DA EXPRESSAO DOS
RECEPTORES P2X7, P2Y11 E A2A NA FORMA INDETERMINADA
DA DOENCA DE CHAGAS

AUTORA: Viviane do Carmo Gongalves Souza
ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal
CO-ORIENTADOR: Jeandre Augusto dos Santos Jaques

A maioria dos individuos infectados com o protozoario Trypanosoma cruzi encontra-se na forma
indeterminada da doenca de Chagas (FIDC), que é caracterizada pela presenca de um infiltrado
inflamatério tecidual, composto por células mononucleares que proliferam e produzem citocinas pro e
anti-inflamatérias, mesmo na auséncia de morbidade aparente. A inflamacéo, resultante da ativacao
do sistema imune celular, é responsavel pelo controle do parasitismo e pelo reparo tecidual. Citocinas
anti-inflamatérias sdo importantes para a regulacdo da inflamacédo, impedindo que ocorram danos
teciduais exacerbados mediados pela imunidade. A importancia de limitar a inflamacdo na DC é
atribuida, principalmente, a prevencdo de eventos tromboembdlicos desencadeados pela infeccdo, o
que acarreta a progressao para a cardiomiopatia chagésica, uma das maiores causas de morte da
DC. A sinalizacdo purinérgica, mediada pelo ATP e pela adenosina, desempenha importante papel
nas respostas imunes, inflamatdrias e vasculares na DC. No primeiro momento da inflamagé&o, o ATP
extracelular funciona como um mediador enddgeno pro-inflamatério e imuno-estimulatério no
microambiente de células danificadas, através da ativagcao do receptor P2X7. Ja os receptores P2Y11
e A2A induzem efeitos inibitérios mediados pelo ATP e adenosina extracelulares, respectivamente,
nas diferentes células imunes. A partir de um estudo do tipo caso-controle, foi analisado o perfil de
citocinas séricas referente as respostas Thl, Th2 e Th17 por citometria de fluxo a fim de determinar o
microambiente gerado pela infec¢cdo durante a FIDC. Considerando a importancia dos receptores
purinérgicos para a propagacédo das sinalizagfes paracrinas e/ou autécrinas do ATP e da adenosina
no sistema imune, foram avaliadas as expressdes dos receptores P2X7, P2Y11 e A2A em linf6citos
de pacientes com FIDC (n=12) e de individuos saudaveis (grupo controle, n=18) por PCR em tempo
real, bem como a permeabilidade celular induzida pela ligacdo do ATP ao receptor P2X7. Os
resultados demonstraram que ndo ha alteragdo nos niveis séricos de IL-2, IFN-y, IL-17 e IL-10 nos
pacientes com a FIDC em relagdo ao grupo controle (P>0,05). No entanto, observou-se uma
correlagao positiva entre TNF-a e IL-10 bem como IFN-y e IL-4 demonstrando que ha uma regulacao
da resposta inflamatéria durante a FIDC. Uma diminui¢do significativa na relagdo TNF-a/IL-10 nos
pacientes FIDC (P<0.05) foi encontrada, demonstrando que ha uma resposta favoravel aos
mecanismos de controle da inflamacao. Este resultado foi baseado nas baixas concentragcfes séricas
de TNF-a nos pacientes FIDC, como possivel resultado da acdo dos altos niveis de IL-6 que estaria
contribuindo para a manutencgdo da resposta anti-inflamatéria. O equilibrio das respostas Th1/Th2 foi
avaliado a partir da relagdo IFN-/IL-4 que mostrou estar significativamente diminuida (P<0.05) nos
pacientes FIDC, sendo favoravel a producao de IL-4, estabelecendo um predominio de uma resposta
Th2. Enquanto, a express@o génica dos receptores P2X7 e P2Y11l bem como a permeabilidade
celular do receptor P2X7 ndo apresentaram alteragcfes significativas, uma reducdo na expressao
génica do receptor A2A em linfocitos dos pacientes FIDC foi observada estatisticamente (P<0.05). Em
conjunto, os resultados sugerem que um microambiente anti-inflamatério modula negativamente a via
de sinalizagdo mediada pelo receptor A2A em linfécitos a fim de limitar a imunossupresséo induzida
por altos niveis de adenosina extracelular durante a FIDC. Portanto, a sinalizagdo adenosinérgica
parece desempenhar um papel importante na regulacdo das respostas imunes, inflamatérias e
vasculares na FIDC, contribuindo para o equilibrio entre o hospedeiro e o parasito bem como para o
controle da evolugéo clinica da DC.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Receptores purinérgicos. Linfocito. Sistema purinérgico.

Citocinas.



ABSTRACT

EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE PROFILE AND P2X7, P2Y11 AND A2A
RECEPTORS EXPRESSION IN THE INDETERMINATE FORM OF
CHAGAS DISEASE

AUTHOR: Viviane do Carmo Goncalves Souza
ADVISOR: Daniela Bitencourt Rosa Leal
CO-ADVISOR: Jeandre Augusto dos Santos Jaques

Most infected individuals by protozoan Trypanosoma cruzi is in the indeterminate form of Chagas
disease (IFCD), which is characterized by the presence of a tissue inflammatory infiltrate composed by
mononuclear cells which proliferate and produce pro and anti-inflammatory cytokines, even in the
absence apparent morbidity. Inflammation resulting from cellular immune activation is responsible for
parasite control and tissue repair. Anti-inflammatory cytokines are important to the regulation of
inflammation, preventing immunity-mediated excessive tissue damage. The importance of limiting
inflammation in CD is attributed mainly to the prevention of thromboembolic events triggered by
infection which leades to progression to chagasic cardiomyopathy, one of the most common causes of
death by CD. Purinergic signaling, mediated by ATP and adenosine, plays an important role in
immune, inflammatory as vascular responses in CD. At first the inflammation, extracellular ATP works
as an endogenous pro-inflammatory and immunostimulatory mediator through the activation of P2X7
receptor in the damaged cells microenvironment. On the other hand, P2Y11 and A2A receptors induce
inhibitory effects mediated by ATP and adenosine, respectively, in different immune cells. The profile
of serum cytokines involved in Thl, Th2 and Th17 responses was analysed by flow cytometry in order
to determine the microenvironment generated by the infection during IFCD, in a study of the case-
control. Considering the importance of purinergic receptors to the propagation of ATP and adenosine
paracrine and/or autocrine signaling in the immune system, the expression of P2X7, P2Y11 and A2A
receptors were evaluated by Real time-CRP in lymphocytes from IFCD patients (n=12) and apparently
healthy subjects (control group, n=18) as well as cellular permeability induced by ATP-mediated
P2X7R activation. The results showed that the serum levels of IL-2, IFN-y, IL-17 and IL-10 were not
altered in patients with IFCD in relation to control group (P>0.05). However, a positive correlation was
observed between TNF-a and IL-10 as well as between IFN-y and IL-4 showing a regulation of the
inflammatory response during IFCD. A significant decrease in the TNF-ao/IL-10 ratio was found
(P<0.05), demonstrating the presence of a favorable response to control mechanisms of inflammation
in IFCD patients. This result is based on the low concentrations of TNF-a in the serum from IFCD
patients possibly as a result of high levels of IL-6 which would contribute to the maintenance of an
anti-inflammatory response. The balance between Th1/Th2 responses was evaluated through the IFN-
v/IL-4 ratio which was shown to be decreased in IFCD patients (P<0.05), favorable to IL-4 production,
establishing a predominance of a Th2 response. While the gene expression of both P2X7R and
P2Y11R and the cell permeability to P2X7R did not present significant changes, lower levels of A2AR
gene expression in lymphocytes of IFCD patients were statistically observed (P<0.05). Together,
these results suggest that an anti-inflammatory microenvironment negatively modulates the signaling
pathway mediated by A2AR in lymphocytes so as to limit the immunosuppression induced by high
levels of extracellular adenosine. Therefore, the adenosinergic signalling appears to play an important
role in the regulation of imune, inflammatory and vascular responses in IFCD, contributing to the host-
parasite balance and to control of clinical course of CD.

Keywords: Chagas disease. Purinergic receptors. Lymphocyte. Purinergic signling. Cytokines.
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APRESENTACAO

Esta tese esta descrita na seguinte forma: primeiramente sdo apresentados a
introducao, a revisdo bibliogréfica e os objetivos.

A seguir, a metodologia e os resultados estao apresentados na forma de dois
manuscritos.

Por fim, os itens discussao e concluséao, contém interpretacdes e comentarios
gerais referentes aos dois manuscritos.

As referéncias bibliograficas apresentadas no final da tese referem-se as
citacbes que aparecem nas secdes introducdo, revisdo bibliografica, discussao e

concluséao.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana, foi descoberta em
1909, pelo médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, que identificou seu
vetor, agente etioldgico e descreveu suas caracteristicas clinicas. E causada pelo
Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado, cuja principal forma de transmisséo é
a vetorial, que ocorre através das excretas de triatomineos hematéfagos, e em
menor frequéncia pelas vias sanguinea (transfuséo), vertical (placentéaria), oral e
acidental. A DC esta relacionada com a pobreza, uma vez que a presenca de
triatomineos esta associada as mas condicdes de habitacdo que causam riscos para
a saude do ser humano. Mesmo ha mais de 100 anos da sua descoberta, é
considerada a doenca parasitaria com maior impacto socioeconémico na Ameérica
Latina, sendo responséavel por baixa produtividade e alto custo médico para o
tratamento de individuos infectados cronicos sintométicos (WHO, 2012).

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas, principalmente
em areas endémicas da América Latina, o que abrange 21 paises (RASSI et al.,
2010). Devido a intensa mobilidade populacional, a DC saiu de uma situacéo
regional para risco de infeccdo mundial, tornando-a um importante problema de
salde publica. Nas dUltimas décadas aumentou a sua deteccdo em paises
considerados ndo-endémicos, como Estados Unidos da América, Canadda, Europa e
alguns paises do Pacifico Ocidental (MUNOZ et al., 2009; WHO, 2013).

Uma natureza multifatorial dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
das diferentes formas clinicas da doenca tem sido apresentada e relacionada a
fatores inerentes tanto ao parasito quanto ao hospedeiro (MACEDO et al., 2004).
Dentre os fatores inerentes ao parasito destaca-se a presenca de populacdes
geneticamente distintas, relacionadas a um tropismo celular, além de caracteristicas
peculiares de resposta a quimioterapia (MACEDO et al.,, 2004). No ambito do
hospedeiro, o padréo de resposta imune tem sido apontado como fator determinante
para as diferentes formas clinicas, bem como para a eficacia terapéutica (RIVERA et
al., 2003).

A doenca manifesta-se sob a forma aguda ou crbnica, que pode ser
indeterminada (assintomética) ou apresentar manifestacdes clinicas. A fase aguda
frequentemente € oligossintomatica, porém em 5-10% dos casos leva a morte,

principalmente por encefalomielite ou miocardite aguda (PRATA, 2001; WHO, 2002).
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Nesta fase h4 a inducdo no hospedeiro de uma resposta imune pré-inflamatoria do
tipo T helper 1 (Th1), com aumento dos niveis de IFN-y e IL-2; que garante o controle
do parasitismo, além de gerar um processo inflamatorio reparador tecidual. No
entanto, uma inflamacdo desregulada pode levar a uma reacdo exagerada,
causando a doenca inflamatoria crénica propriamente dita. Para que se estabeleca
um limite do processo inflamatério, mediadores anti-inflamatérios, como IL-4 e IL-10,
sdo produzidos por células T helper 2 (Th2) (SAMUDIO et al., 1998). Quando um
equilibrio entre respostas Thl e Th2 & alcancado no hospedeiro, tem-se a forma
indeterminada da DC (FIDC), em que individuos infectados encontram-se sem
morbidade aparente, correspondente a 60-70% dos casos. No entanto, 30-40% dos
infectados evoluem para uma das formas clinicas da DC (cardiaca, digestiva ou
cardiodigestiva) (PRATA, 2001).

Por muito tempo, o equilibrio das respostas imune e inflamatoria foi explicado
baseando-se apenas na producao de citocinas por células Thl e Th2. No entanto,
este balanco foi reconsiderado apds a descoberta de uma nova linhagem de células
T CD4" efetoras, denominadas Th17, que produzem IL-17, IL-21, IL-22 e TNF-a
(PARK et al., 2005). Particularmente, a IL-17, tem propriedades pré-inflamatodrias,
sendo capaz de induzir células a produzirem varios mediadores inflamatorios (por
exemplo, IL-6, TNF-qa, IL-1) levando ao recrutamento de neutrdfilos e inflamacao
(KOLLS & LINDEN, 2004). Com isto, a resposta Thl7 tem sido associada a
patogénese de diversas doencas infamatorias e autoimunes incluindo a esclerose
multipla, a psoriase e a artrite reumatoide (TESMER et al., 2008) bem como
infeccdes parasitolégicas como a esquistossomose (RUTITZKY & STADECKER,
2006). No entanto, estudos em humanos e em modelos experimentais de infeccéo
pelo T. cruzi ttm demonstrado que a IL-17 desempenha um papel protetor na DC
cardiaca (DA MATTA GUEDES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2013).

Devido ao elevado nimero de casos de DC e a grande quantidade de
infectados crénicos que estdo em risco de desenvolver uma das formas clinicas da
doenca, a DC torna-se uma das principais causas de morbidade cardiovascular e
morte prematura na América Latina (WHO, 2012). No entanto, os fatores que
determinam a conversao de individuos infectados assintomaticos para uma das
manifestacdes clinicas sintométicas, ainda permanecem desconhecidos (DIAS,
2007).
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Um importante sistema envolvido nas vias de biossinalizacdo capaz de
modular as respostas imunes e inflamatorias no hospedeiro e de especial interesse
para este estudo € o sistema purinérgico. Este sistema exerce suas funcdes atraves
de trés componentes principais: nucleotideos (ex.: ATP, ADP e AMP) e/ou
nucleosideos (ex.: adenosina); receptores purinérgicos (ex.: P1 e P1) e enzimas
especificas (ex.: ecto-nucleotidases). Os nucleotideos e/ou nucleosideos de
adenina, quando no meio extracelular, servem como moléculas sinalizadoras para
diversas funcdes na resposta imune, incluindo proliferacéo, diferenciacéo, migracao
e apoptose celular através da ativacdo de receptores purinérgicos. A ativacao destes
receptores, por sua vez, é regulada por ecto-enzimas especificas do sistema
purinérgico, que além de serem responsaveis por finalizar a ativacdo dos receptores,
protegem-nos de uma dessensibilizacdo (BURNSTOCK, 2006; DI VIRGILIO, 2007).

Uma vez liberado, o ATP extracelular (ATPe) é reconhecido como um sinal de
dano ou padrdo molecular associado ao dano (DAMP, do inglés Damage-Associated
Molecular Pattern) (DI VIRGILIO, 2005), contribuindo para a instauracdo da
inflamacdo juntamente com os padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Pattern) (MARIATHASAN &
MONACK, 2007). Em particular, o receptor purinérgico P2X7 expresso na membrana
plasmética de diferentes tipos celulares (NORTH, 2002; VITIELLO et al., 2012) é
sensivel as elevadas concentracbes do ATPe e o aumento de sua expressao é
regulado por citocinas como IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a e INF-y (ZHANG et al., 2005). A
ativacdo do receptor P2X7 pelo ATPe altera 0 meio ambiente i6nico das células,
desencadeando a ativacdo de diversas vias metabdlicas que estdo associadas a
morte de patégenos bem como morte celular, incluindo a do inflamassoma, levando
a producao de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B e IL-18); da proteina cinase ativada
pelo estresse, resultando na inducdo da apoptose; da proteina cinase ativada por
mitdgeno, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além da
fosfolipase D, estimulando a fusédo do lisossoma ao fagossoma (COUTINHO-SILVA
et al.,, 1999; MILLER et al., 2011). Devido ao seu envolvimento nestas vias
celulares, o receptor P2X7 é considerado um importante regulador da inflamacéo no
hospedeiro.

Um papel mais complexo na regulacdo das respostas imunes tem sido
atribuido ao ATPe (BOEYNAEMS & COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO et al., 2009). O

ATP, por sua vez, pode potencialmente inibir fun¢cdes imunes de diferentes
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leucécitos quando em baixas concentra¢cdes no meio extracelular, como ocorre em
infeccdes crbnicas (DI VIRGILIO et al., 2009). O receptor P2Y11l é o principal
mediador dos efeitos imunossupressores do ATPe, por estar funcionalmente
acoplado a proteina Gs, que induz a ativacdo da producdo do AMP ciclico
intracelular (ABBRACCHIO et al., 2006; VITIELLO et al.,, 2012). A ativagdo do
receptor P2Y11 mediada ATPe, controla véarios processos fisiologicos, incluindo o
bloqueio de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-1, IL-12, enquanto, a
producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e antagonista do receptor IL-1
ndo é afetada ou estd aumentada (HORCKMANS et al., 2006; LA SALA et al., 2001).

Além das citocinas, outros mediadores anti-inflamatérios, como a adenosina,
sdo produzidos ou liberados rapidamente no meio extracelular, a fim de limitar o
processo inflamatoério induzido pela ativacdo do sistema imune. A adenosina
extracelular, por sua vez, pode ser proveniente do catabolismo do ATPe por agéo de
ecto-nucleotidases ou do meio intracelular através da acdo de transportadores de
nucleosideos situados na superficie das células. A adenosina atua como um agente
anti-inflamatério endégeno (CRONSTEIN, 1994) através da ativacdo de receptores
A2A na superficie das células imunes. Os efeitos imunossupressores da adenosina
sdo produzidos a partir da ativacdo da proteina G acoplada ao receptor A2A, que
consequentemente, desencadeia uma cascata de sinalizag&o intracelular, resultando
no aumento dos niveis de AMPc. O AMPc é um potente imunossupressor, por inibir
a proliferacdo e a ativacédo de linfécitos T e B (JOHNSON, 1988; MOSENDEN &
TASKEN, 2011), além de modular a diferenciacéo e a funcdo das células mieldides
(SEREZANI et al., 2008).

A modulacéo da expressao de receptores purinérgicos tem sido demonstrada
em doencas inflamatorias crénicas, como um mecanismo de controle das respostas
imunes e inflamatérias. Até o momento, foi demonstrado o envolvimento de ecto-
enzimas do sistema purinérgico do T. cruzi na sua infectividade e viruléncia (FIETTO
et al., 2004; SANTOS et al., 2009; SILVA-GOMES et al.,, 2014) bem como do
hospedeiro na regulacdo das respostas imune, inflamatéria e vascular na FIDC
(SOUZA et al., 2012a; 2012b). Embora estudos prévios tenham apresentado efeitos
na regulacéo das concentracdes de nucleotideos e nucleosideo da adenina atraves
da modulacao da atividade de ecto-enzimas do sistema purinérgico na FIDC, a

participacdo dos receptores responsaveis por estes efeitos ainda é pouco explorada.
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Portanto, com o intuito de dar continuidade ao estudo realizado em pacientes
com FIDC, torna-se relevante avaliar a expressdo de receptores purinérgicos,
responsaveis por efeitos pré e anti-inflamatorios, mediados pelo ATP e adenosina,
além do microambiente imune pelo qual eles estdo atuando e contribuindo para a
manutenc¢ao do equilibrio entre a persisténcia do parasito e o controle da progressao
da doenca pelo hospedeiro. Por fim, o estudo dos mecanismos patofisiolégicos da
DC é de fundamental importancia na busca de estratégias terapéuticas mais efetivas

gue beneficiem os pacientes com a forma cronica da doenca.
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1.2REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Doenca de Chagas

1.2.1.1 Aspectos gerais

A doenca de Chagas (DC), também conhecida por Tripanossomiase
Americana, foi descrita pela primeira vez em 1909, pelo médico brasileiro Dr. Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas. Na historia da ciéncia e da saude brasileira, a
descoberta da DC foi considerada um marco importante e Unico, onde um s
cientista descobriu o vetor, o agente etiolégico e ainda descreveu a sua patologia.

O seu agente etioldgico é o protozoéario flagelado e digenético, Trypanosoma
cruzi. A principal via de transmissédo € a vetorial, por insetos hematofagos da familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, vulgarmente conhecidos por “barbeiro”,
‘chupao” ou “fincao”. Os insetos tornam-se vetores apds picarem hospedeiros
infectados com T. cruzi (animais ou humanos). Ha mais de cem espécies de
triatomineos reconhecidos, porém somente cerca de dez sdo amplamente
colonizadores de habitacdes humanas e altamente antropofilicos. O parasita
também pode ser transmitido por outras vias: placentéria, oral, acidentes em
laboratorios, transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos (WHO, 2012).

A DC constituiu uma endemia no inicio de sua descri¢cdo, predominantemente
rural, de distribuicdo exclusiva do continente Americano, atingindo areas desde o sul
dos Estados Unidos até a Argentina, intimamente associada ao subdesenvolvimento
social e econémico (WHO, 2002). Porém, nas décadas de 70 e 80, com o éxodo
rural houve uma mudanca no padrdo epidemioldgico tradicional, que passou a ser
também uma doenca urbana, tendo como a segunda via mais comum de
transmissao da infeccdo, a transfusdo sanguinea. Nesta época no Brasil a endemia
atingia 44,5% do territério nacional, sendo a mais extensa das Américas e incluia
2450 municipios dos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Norte, Rio Grande do Sul, Sado Paulo, Sergipe e Distrito Federal (ROCHA & SILVA et
al., 1979).

A partir de 1990, programas de controle da DC reduziram significativamente o

namero de novas infeccbes na América Latina (MOTT, 1990), em particular, a
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prevaléncia da DC no Brasil reduziu consideravelmente de 4,7% (década de 70)
para indices inferiores a 0,2% (DIAS, 2007; SILVEIRA, 2000). A transmisséo do T.
cruzi através dos principais vetores domésticos foi certificado como interrompida no
Uruguai em 1997, Chile em 1999, Brasil em 2006 e em muitos paises da América
Central (Guatemala, Honduras, El Salvador e Nicaragua) em 2009-2010. O namero
de infec¢des por transfusdo sanguinea também diminuiu consideravelmente em
todos os paises da América Latina através da instauracdo compulsoéria de triagem
sorologica para DC em bancos de sangue (SCHMUNIS, 1991). Apesar do sucesso
das medidas de controle na redugdo da incidéncia da DC, sdo de pouco beneficio
para aqueles com infecc¢ao crbnica ao longo da vida.

Hoje, mesmo ha mais de 100 anos da sua descoberta, a DC é considerada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma das principais doencas tropicais
negligenciadas. No mundo, estima-se que 6 a 7 milhfes de pessoas estejam
infectadas e que haja uma taxa de mortalidade de 12 mil pessoas por ano (WHO
2016). Nas dultimas décadas, foram detectados casos em areas nao-endémicas
como: América do Norte (Canadd e Estados Unidos), Europa (em especial em
Portugal e Espanha) e a regido que compreende a Asia e o Pacifico, principalmente
como resultado da movimentacdo das populacdes (COURA & VINAS, 2010;
GASCON et al., 2010; TARLETON et al., 2007).

A DC é um dos principais problemas de saude publica na América Latina
(MONCAYO & SILVEIRA, 2009), devido a deficiéncias no seu tratamento e a
auséncia de vacinas apropriadas (HORTEZ & FERRIS, 2006). Véarios aspectos
relacionados ao tratamento ainda sdo considerados complexos, devido a baixa
eficacia, principalmente na fase crbénica, e alta toxicidade dos agentes
guimioterapicos indicados, além de varios efeitos adversos que requerem supervisdo
médica (RAETHER & HANEL, 2003). At¢é o momento, ainda ndo ha uma
guimioterapia segura e eficaz para a eliminacdo do T. cruzi nas diversas formas
clinicas da doenca. Existem apenas dois quimioterapicos, desenvolvidos no inicio da
década de 1970, o Benznidazol (ROCHAGAN®/ROCHE) e o Nifurtimox
(LAMPIT®/BAYER), sendo que este ultimo, ndo € mais comercializado no Brasil
(OLIVEIRA et al., 2008). Isto demonstra a importancia da busca de novos caminhos
disponiveis para o desenvolvimento de terapias mais efetivas, através de estudos

que aprofundam os conhecimentos relacionando a patogénese da doenga.
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1.2.1.2 Desenvolvimento da doenca

A DC é uma infeccdo de carater inflamatério e de evolucdo crbnica. As
manifestacbes anatomoclinicas da doenca resultam de mudltiplos fatores e
mecanismos que se associam no decorrer da infeccao, onde se distinguem as fases
aguda e cronica (LOPES et al., 1995). As caracteristicas de cada fase e o curso da
infeccdo dependem de fatores inerentes ao parasito (variabilidade genética, indculo
e viruléncia) e ao hospedeiro (via de transmisséo, estado imunolégico, idade, sexo e
ambiente) (ANDRADE et al., 2002; BRENER, 1985).

A fase aguda pode ser assintomatica ou oligossintomatica, sendo reconhecida
apenas em 1 a 2% dos casos (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998). Inicia-se ap6s 7 a 10
dias de incubacdo do parasito, € de curta duracdo (2-4 meses), podendo ser
caracterizada por febre, mal-estar, dor muscular, inchago dos nddulos linfaticos,
hepatoesplenomegalia, efusdo pericardica, e reacao inflamatdria no local da picada
do vetor (conhecido como “chagoma de inoculagdo”). Na conjuntiva, pode resultar
edema periorbital unilateral e inchaco de palpebra (conhecido como “sinal de
Romana”). Durante esta fase, 0os parasitos circulantes sGo numerosos e capazes de
infectar vérios tecidos no hospedeiro, incluindo musculo esquelético, tecidos
linféides, tecidos nervosos, e glandulas (DEVERA et al.,, 2003). O diagnéstico é
estabelecido em menos de 10% dos casos, possivelmente devido ao
desenvolvimento de sintomas leves que desaparecem espontdneamente em mais
de 95% dos pacientes (PUNUKOLLU et al., 2007). A fase aguda esta nitidamente
relacionada com a parasitemia e a evolugcdo deve, muito provavelmente, estar
relacionada a viruléncia da cepa e a efetividade protetora do sistema imunolégico do
individuo infectado (HIGUSCHI, 1995). Em humanos, a mortalidade ocorre em 5 a
10% dos casos ndo submetidos a tratamento especifico e pode levar a complicacfes
como miocardites ou meningoencefalites além de comprometimento neurolégico
(PRATA, 2001).

As manifestagfes clinicas da fase aguda regridem e inicia-se a fase cronica,
num intervalo entre 4 e 10 semanas. A fase cronica € caracterizada por escassez de
parasitos no sangue periférico e nos tecidos e pela presenca de uma resposta imune
anti-T. cruzi. Durante esta fase, cinco formas anatomoclinicas podem ser
distinguidas: indeterminada, cardiaca, digestiva, mista (cardiaca e digestiva) e
nervosa (PRATA, 2001).
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A maioria dos infectados sobrevive a fase aguda da infeccédo e permanece na
chamada forma indeterminada (FIDC) ou assintomética da doenca de Chagas, a
qual se caracteriza por um longo periodo de laténcia clinica, permanecendo por
muitos anos ou por toda a vida (PRATA, 2001). Os pacientes com a FIDC, além de
sorologia anti-T.cruzi positiva, auséncia de sinais e sintomas clinicos, né&o
apresentam reducao na resposta imune celular, possuindo também exames como
eletrocardiograma e radioldgicos do coracdo, esbéfago e colon normais. Uma
pequena populacdo destes pacientes apresenta anormalidades em algum teste
cardiaco ou gastrointestinal, sendo estas frequentemente de baixa intensidade, as
quais podem ocorrer ocasionalmente também em individuos saudaveis (PRATA,
2001). Admite-se que cerca de 60% dos infectados das areas endémicas da DC
pertencem a FIDC (DIAS, 1989). Os pacientes durante este periodo apresentam
baixa morbidade, sendo capazes de realizar qualquer tipo de atividade, e um
excelente prognéstico, pelo menos a médio-prazo (5-10 anos). Em estudos de
sobrevida, individuos com a FIDC apresentaram uma sobrevivéncia similar a de uma
populacao saudavel (MAGUIRE, et al., 1987; IANNI et al., 2001).

Embora o prognostico seja favoravel durante a FIDC, cerca de um tergo dos
infectados apresentam manifestagées relacionadas ao envolvimento de certos
orgdos tais como coracdo, es6fago, colon e sistema nervoso, caracterizando as
formas crdnicas clinicas da doenca. Durante a fase crénica, aproximadamente 30%
da populacdo total chagasica em éareas endémicas evoluem para uma grave
descompensacao cardiaca, sendo que a mais comum causa de morte é o infarto
agudo do miocérdio fulminante (55 a 65% dos pacientes), seguida de insuficiéncia
cardiaca congestiva (25 a 30% dos pacientes) e isquemia pulmonar ou cerebral (10
a 15% dos pacientes) (GUEDES et al., 2016; RASSI et al., 2001). Em torno de 15 a
20% dos pacientes chagasicos desenvolvem alteracdes de motilidade, secrecao e
absorcdo no trato digestivo, especialmente eséfago e cdlon, desenvolvendo as
sindromes dos megas gastrointestinais (megacodlon e megaeséfago) (PRATA, 2001).

Uma disfuncdo endotelial bem como um processo inflamatério exacerbado
tem sido relatada em diversos estudos com a DC, estando relacionada a morte
subita nos pacientes com FIDC ou a progressao para a forma cardiaca, a principal
forma clinica da fase crénica (MARIN-NETO et al., 1992; ROSSI et al.,, 1985;
TANOWITZ et al., 1990). Desde a descoberta de Carlos Chagas (CHAGAS, 1916),

acredita-se que o0 parasito, apesar de dificiimente identificado nos cortes
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histolégicos, seria o responsavel pela manutencdo do processo inflamatorio crénico

cardiaco. Portanto, a presenca do parasito, proliferando no miocardio, ocorreria em

episadios,

muito provavelmente quando houvesse uma queda na vigilancia

imunologica (HIGUSCHI, 1995).

Figura 1 — Representacdo esquematica da transmisséo e infec¢éo da DC.
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1.2.1.3 Resposta Imune do hospedeiro

inata,

Os mecanismos de defesa do hospedeiro sdo constituidos pela imunidade

responsavel pela protecdo inicial, e pela imunidade adaptativa, que se

desenvolve mais lentamente e € responsavel pela defesa mais tardia e mais eficaz

contra as infecgbes. As respostas imunes adaptativas, humoral e celular, geram

mecanismos especializados para combater

infeccbes por micro-organismos

extracelulares e intracelulares, respectivamente. O reconhecimento dos patdégenos

invasores pelo sistema imune inato € essencial para a protecdo do hospedeiro
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contra parasitos e para a iniciagdo de uma resposta imune adaptativa efetiva
(ABBAS & LICHTMAN, 2009).

Os componentes classicos da imunidade inata, como células dendriticas,
macrofagos e células Natural Killer (NK) parecem ter papel crucial na imunidade anti-
T. cruzi. A ativacdo desta resposta imune € induzida pela deteccdo dos padrdes
moleculares associados ao patégeno (PAMPs), como as diferentes moléculas de
superficie do parasito, por receptores de reconhecimento de padrées (PRRS)
presentes na superficie das células de defesa (KUMAR et al., 2011). A sinalizacéo
gerada por esta interacdo, ativa varios fatores de transcricdo como fator nuclear
kappa B (NF-kB) e as proteino-cinases ativadas por mitogenos (MAP cinases) que
induzem a producado de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12), que controlam a
replicacdo do parasito e de componentes microbicidas como 6xido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (EROS) (DOS-SANTOS et al., 2016; KUMAR et al.,
2011).

Na imunidade inata destaca-se a participacdo dos macrofagos, por possuirem
dois papéis distintos na infeccéo pelo T. cruzi: como célula hospedeira do parasito e
como célula efetora na resisténcia a infeccdo. A atividade dos macrofagos na
eliminacdo do T. cruzi € potencializada por algumas citocinas, tais como IFN-y e
TNF-a, que agem sinergicamente sobre estas células, estimulando os mecanismos
citotoxicos, capazes de reduzir significativamente a replicacao do parasito (BRENER
& GAZZINELLI, 1997).

Outras células que possuem um papel fundamental no controle da infeccéo
sdo as células NK, por serem fonte primaria inicial de IFN-y na fase aguda, antes
mesmo do desenvolvimento de uma resposta imune celular (ANTUNEZ &
CARDONI, 2000). O IFN-y produzido é considerado a molécula chave no controle do
T. cruzi, devido a inducdo de NO e outras moléculas efetoras dos macréfagos,
aumento da expressao da molécula de MHC classe I, polarizagdo das células Thl
CD4+ e producao de outras citocinas inflamatorias (MARINHO et al., 2007). Estudos
demonstram que animais com baixa quantidade ou auséncia de ceélulas NK,
desenvolvem alta parasitemia e altas taxas de mortalidade (ROTTENBERG et al.,
1988). J4& as células dendriticas fazem a ligacdo da imunidade inata com a

adaptativa pela apresentacdo de antigenos do parasito e pela producéo de IL-12 que
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induz a diferenciacdo das células T helper 1 (Thl) em efetoras e a ativacdo das
células NK (JUNQUEIRA et al., 2010).

O controle exercido pela imunidade inata muitas vezes nao € eficiente o
suficiente para eliminar o patégeno, mas limita de forma efetiva a sua replicagéo in
vivo. Portanto, a ativacdo e a regulacdo da resposta imune adaptativa séo
essenciais ndo somente para controlar a replicacdo do parasito, mas também para
minimizar a patologia mediada pela imunidade. A acédo da resposta imune adaptativa
celular, através de linfécitos T CD4" e T CD8", assim como linfocitos B, contribui
para a resisténcia contra o parasito através da secrecdo de citocinas de
citotoxicidade celular ou da producéo de anticorpos especificos (ANTONELLI et al.,
2005; SOUZA et al., 2007).

Os primeiros estudos sobre imunidade celular de pacientes chagasicos
mostraram que células mononucleares do sangue periférico, especialmente células
T CD4" e mondcitos de paciente das formas indeterminada ou cardiaca, s&o
capazes de proliferar quando expostas in vitro a antigenos do parasito e a
componentes do hospedeiro (DUTRA et al.,, 2000; SOUZA et al., 2004). Estas
células também podem produzir uma grande quantidade de citocinas inflamatérias e
anti-inflamatoérias que orquestrardo respostas imunes relacionadas ao controle da
diferenciacdo celular, da ades@o e da expressdo de moléculas co-estimulatorias,
além de migracdo e recrutamento, influenciando na evolucdo clinica da doenca
(SOUZA et al., 2007).

Os linfocitos T CD4" s&do necessarios para a producédo de anticorpos liticos e
de citocinas que auxiliam na destruicdo de formas intracelulares do parasito
(TARLETON, 1996). No entanto, Cufia & Cufia (1995) sugeriram a participacdo dos
linfocitos T CD8" nos mecanismos imunopatologicos, a partir da observagdo do
predominio destas células no sangue periférico de individuos portadores da DC com
sintomas cardiacos ou gastrintestinais, diferentemente de individuos assintomaticos,
nos quais os linfécitos T CD4" sdo predominantes.

Uma nova contribuicdo dos linfocitos B na imunidade contra o T. cruzi foi
discutida por Cardillo e colaboradores (2007), ao observarem que ao infectarem
animais geneticamente deficientes de células B, houve uma diminuicdo na
frequéncia de linfécitos T CD8" no bago e no infiltrado inflamatério de tecido
muscular esquelético desses animais. Além disso, estes animais apresentaram uma

diminuig&o do infiltrado inflamatério e um aumento do nimero e tamanho dos ninhos
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de parasitos, sugerindo que, na auséncia dos linfécitos B, existiia uma pobre
ativacdo dos linfécitos T CD8" infiltrantes e, consequentemente, uma menor
resisténcia a infeccao.

A eficacia das respostas imunes mediadas por células contra o parasito é
determinada pelo equilibrio entre a ativacdo das células T helper tipo 1 (Thl) e T
helper tipo 2 (Th2). As células Thl estimulam a atividade microbicida dos fagocitos,
a morte dos micro-organismos ingeridos e induzem a inflamacéo, através da
producao de citocinas pro-inflamatoria: IL-1, INF-y e TNF-a, enquanto, as células Th2
produzem as citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 que inibem a ativacdo de macrofagos e
suprimem a imunidade mediada pelas células Thl (ABBAS & LICHTMAN, 2009).
Portanto, as citocinas desempenham um papel importante em orquestrar a resposta
imune inata e adaptativa na DC.

A Figura 2 descreve o envolvimento das citocinas produzidas por populacdes
de células especificas no desenvolvimento da DC. Apds a infec¢do, € importante
produzir citocinas inflamatoérias (IFN-y e TNF-a) que ativardo macrofagos a matar
parasitos intracelulares (amastigotas). No entanto, estas citocinas favorecem um
ambiente inflamatério, que caso ndo seja controlado, pode levar a destruicao
tecidual e, assim, ao estabelecimento da forma clinica cardiaca. Por outro lado, se o
ambiente inflamatério for controlado pela expresséo de citocinas anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10), isto pode levar a um equilibrio de respostas, e a manutencao da FIDC.
A expressao de citocinas pro e anti-inflamatorias é encontrada tanto nos pacientes
FIDC quanto nos cronicos cardiacos. Porém, ha o predominio de um ambiente
inflamat6rio nos pacientes crbnicos cardiacos, enquanto um ambiente anti-
inflamatorio é predominantemente observado nos pacientes FIDC (DUTRA et al.,
2014).
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Figura 2 - Resposta imune celular na infeccéo crénica da doenca de Chagas.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Dutra et al., 2014

1.2.2 Sistema Purinérgico

1.2.2.1 Sinalizacao celular

A teoria de que o sistema imune reage exclusivamente ou principalmente a
moléculas nao proprias, geralmente é aceita e amplamente validada por achados
clinicos e experimentais (DI VIRGILIO, 2005). Com o passar do tempo, foi observado
gue o organismo humano ndo reage somente a moléculas estranhas ou nédo
préprias, mas também a moléculas passiveis de causar danos aos tecidos, sendo
estas moléculas denominadas sinalizadoras de perigo (MEDZHITOV, 2008). Assim,
foi sugerido que o sistema imune responde a substancias que causam dano, ao
invés de reagir apenas aquelas que sdo estranhas (MATZINGER, 1994).

Os sinais de perigo consistem em moléculas ou estruturas moleculares,
liberadas ou produzidas por células em condi¢cdes de estresse ou processos de
morte celular. Estes sinais sé@o reconhecidos por células apresentadoras de
antigenos (APCs, antigen-presenting cells), que se tornam ativadas e geram sinais
co-estimulatorios e, assim, iniciam as respostas imunes e inflamatérias (IYER et al.,
2009).
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O processo inflamatério ocorre em resposta & morte celular, dano ou mau
funcionamento do tecido. Nestas condi¢cdes, moléculas que em situagcdes normais
estariam no citosol das células séo liberadas para o meio extracelular e servem
como sinalizadores de perigo, denominados padrdes moleculares associados ao
dano (DAMPs, damage-associated molecular patterns) (CHEN & NUNEZ, 2010).

Os nucleotideos, além de serem os constituintes dos &acidos nucléicos,
representam a forma armazenada de energia da célula e estdo envolvidos na
sinalizacdo intracelular bem como na comunicacdo intercelular. Resultam da
fosforilacdo de nucleosideos, que sdo moléculas formadas por uma base
nitrogenada (purica ou pirimidica) e uma pentose, por acdo de cinases especificas.
Entre os que exercem func¢des bioldgicas, estdo os nucleotideos de adenina: ATP,
ADP e AMP (Figura 3) (ATKINSON et al., 2006).

Figura 3 - Estrutura de um nucleotideo de adenina (ATP)
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Fonte: Obtida e modificada de http://www.sobiologia.com.br/conteudos/bioquimica/bioguimica2.php

Entre os nucleotideos de adenina destaca-se, o 5'-trifosfato de adenosina
(ATP), que geralmente encontra-se na forma livre no citosol ou armazenado em
vesiculas, porém, em condicbes de estresse ou na presenca de patdogenos é
liberado de uma grande variedade de células (GALLUCCI & MATZINGER, 2001).
Diferentes mecanismos estdo envolvidos na sua liberacdo para o meio extracelular,
como: exocitose mediada por Ca®*, transportadores de membrana ou difusdo
através de canais de alta permeabilidade. No meio extracelular, o ATP é
reconhecido por uma familia de receptores especificos denominados receptores
purinérgicos, podendo atuar como um indutor da resposta inflamatéria, servindo

como um DAMP para as APCs (DI VIRGILIO, 2005; ELTZSCHIG et al., 2012).
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Os nucleotideos extracelulares interagem com 0s receptores purinérgicos da
membrana plasmatica, desencadeando a sinaliza¢do purinérgica. A duracdo e a
magnitude da sinalizacdo purinérgica sao regidas por uma rede de ecto-enzimas,
incluindo ecto-nucleotidases, que séo responsaveis pela metabolizacdo do ATP bem
como de outros nucleosideos tri e difosfatados (DI VIRGILIO et al., 2001). No
entanto, esta degradacdo enzimética traz outro nivel de complexidade para
sinalizacdo purinérgica, uma vez que os produtos de degradacdo do ATP também
sdo transmissores quimicos importantes, como a adenosina (BURNSTOCK E
BOEYNAEMS, 2014).

O acumulo de adenosina nos locais inflamatorios, além de modular a
diferenciacdo das células dendriticas, também pode afetar as funcbes dos
macrofagos e linfdcitos, através da ativacdo de receptores purinérgicos especificos
ou adenosinérgicos (ANTONIOLI et al., 2013). Portanto, devido essencialmente a
sua atividade imunossupressora, a adenosina interfere significativamente em
estagios mais tardios da inflamacdo, atuando como um imunoregulador
(FREDHOLM et al., 2007; SITKOVSKY & OHTA, 2005). A sinalizacdo da adenosina
extracelular, por sua vez, pode ser finalizada através da sua reabsorcao para os
compartimentos intracelulares via transportadores de nucleosideos na membrana
celular ou da sua degradacao a inosina pela acdo da adenosina desaminase (ADA)
(FREDHOLM et al., 2007; IDZIKO et al., 2014).

Como ilustrado na Figura 4, complexos personalizados de sinalizacao
purinérgica sdo formados por distintos conjuntos de componentes expressos em
diferentes tipos celulares, como plaquetas, linfécitos, células endoteliais entre outros
(JUNGER, 2011). A sinalizagdo purinérgica € considerada uma rota comum de
comunicacdo célula-célula envolvida em eventos de curta e longa duracdo. Seus
efeitos demonstram ser dependentes do tipo de célula; das concentracdes dos
nucleotideos extracelulares, bem como sua degradacédo por ecto-enzimas; do tipo de
receptor expresso nas ceélulas; além da formacdo de segundos mensageiros
(ERLINGE & BURNSTOCK, 2008). Por fim, o sistema purinérgico é fundamental em
ambos o0s contextos fisiologicos e patolégicos, sendo seus componentes
moleculares considerados como potenciais alvos para novas estratégias
terapéuticas (BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014).
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos componentes do sistema purinérgico.
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1.2.2.2 Receptores purinérgicos

Em 1978, dois tipos de receptores purinérgicos foram diferenciados e
identificados como P1 e P2, que respondiam seletivamente a adenosina e ao ATP,
respectivamente (BURNSTOCK, 1978). Nesta mesma época, dois subtipos de
receptores P1 eram reconhecidos (VAN CALKER et al.,, 1979; LONDOS et al.,
1980); e apenas em 1985, dois subtipos de receptores P2 foram distinguidos,
baseados na sua farmacologia: P2X e P2Y (BURNSTOCK & KENNEDY, 1985).
Porém, foi em 1994 que ocorreu a consolidacédo da classificacdo dos receptores P2
em duas grandes familias, com base na sua estrutura molecular e nos seus
mecanismos de acdo: a familia P2X (ionotropicos), dos receptores ligados a canais
ibnicos e a familia P2Y (metabotropicos), dos receptores acoplados a proteina G
(ABBRACCHIO & BURNSTOCK, 1994).

Apés um crescente desenvolvimento de pesquisas na area de sinalizagédo
purinérgica, um total de 19 subtipos diferentes de receptores purinérgicos foram
clonados e caracterizados, incluindo sete subtipos de receptores P2X (P2X1-7), oito
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subtipos de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e
P2Y14) e quatro subtipos de receptores P1 (Al, A2a, A2b e A3) (ABBRACCHIO et
al., 2006; BURNSTOCK, 2007; NORTH, 2002; RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).

O ATP e seus metabolitos, dependendo de suas concentragcbes no meio
extracelular, sdo reconhecidos por subtipos especificos dos receptores purinérgicos
ancorados a membrana celular. A Figura 5 apresenta a interacdo entre substrato e
receptor, que desencadeia uma série de reacles, capazes de gerar uma extensiva
rede de cascatas de sinalizacao intracelular (por exemplo, despolarizacéo celular e
producdo de segundos mensageiros- AMP ciclico) envolvida em diversos eventos
biolégicos, incluindo respostas imunes, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetéria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular (AGTERESCH et
al., 1999; BURNSTOCK & KNIGHT, 2004; HOEBERTZ et al., 2003).

A ativacdo dos receptores P2 é controlada pela acdo das ecto-nucleotidases
gue hidrolisam e regulam a degradacao dos nucleotideos (ex.: ATP) em nucleosideo
(ex.: adenosina), que é responsavel pela ativacdo dos receptores P1 (FREDHOLM
et al.,, 2001; VERZIJL & IJZERMAN, 2011). Fisiologicamente, o balanco entre as
concentragcdes de nucleotideos extracelulares e a expressao de receptores P2 bem
como entre as ecto-nucleotidases e a expressdo dos receptores P1 na superficie
celular, sdo responsaveis em determinar a extensdo em que a sinalizacao
purinérgica contribuira para a resposta imune e a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo (COUTINHO-SILVA & OJCIUS, 2012; JUNGER, 2011).

Os receptores P1 e P2 frequentemente demonstram efeitos opostos nos
sistemas biologicos. Portanto, quando as sinalizacdes pré-inflamatorias
desencadeadas por receptores P2 sdo equilibradas por uma sinalizacdo mediada
pela adenosina através de receptores P1, pode-se dizer que ha um esforco
compensatoério do organismo a fim de atenuar a inflamacéo patolégica e promover a
cura (ELTZSCHIG et al., 2012).

Atualmente, poucas drogas purinérgicas estdo no uso clinico ou sendo
testadas em ensaios clinicos, devido a limitada disponibilidade de agonistas e
antagonistas de subtipos especificos de receptores P1 e P2 (JUNGER, 2011). O
crescimento do conhecimento, sobre os eventos de sinalizacdo purinérgica que
regulam a resposta imune, fornece incentivo e ideias para o desenvolvimento de
novas drogas e terapias para tratamento de doencas inflamatorias e desordens

imunes importantes.
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Figura 5 — Representacdo da familia de receptores purinérgicos.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Baroja-Mazo et al., 2013.

1.2.2.2.1 Receptores purinérgicos P2

Os receptores purinérgicos P2X e os P2Y sdo sensiveis tanto a purinas
guanto a pirimidinas, e exercem diversas acdes em mondcitos, macrofagos, células
dentriticas, linfocitos e granulécitos (ABBRACCHIO et al., 2006; DI VIRGILIO et al.,
2001; NORTH, 2002; RALEVIC & BURSTOCK, 1998).

Através da ativacao dos diferentes subtipos desses receptores tem-se o inicio
de diversas vias de sinalizacdo que levam a regulacdo da ativacdo de fatores de
transcrigdo tais como: fator nuclear kB (NF-kB), proteina ativadora 1 (AP-1), fator
nuclear de células T ativadas (NFAT) (ARMSTRONG et al., 2007). Portanto, os
receptores P2 tém sido associados a modulacdo da imunidade por controlar a
migracéo celular (KRONLAGE et al., 2010), a liberacdo de citocinas (FERRARI et al.,
2006), a maturacdo de células dendriticas (LA SALA et al., 2001), e a resposta
imune durante as infec¢cdes com patdégenos intracelulares (COUTINHO-SILVA et al.,
2009; COUTINHO-SILVA & OJCIUS, 2012).
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Estudos tém demonstrado que de acordo com as concentragcoes
extracelulares e do subtipo de receptor P2 expresso pelas células imunes, o ATP
pode atuar como um agente imunossupressor ou imunoestimulante (DI VIRGILIO et
al., 2009).

1.2.2.2.1.1 Receptores P2X

Os receptores P2X sdo constituidos por 379 a 595 aminoéacidos e estdo
ligados a canais catibnicos (ionotrdpicos), que respondem a uma rapida e uma
seletiva permeabilidade a cations mono e divalentes (Na*, K* e Ca™)(NORTH, 2002).
Sao oligbmeros formados por 3 subunidades, a qual cada uma é formada por uma
grande alca extracelular, 2 dominios transmembranas (TMs) e 2 dominios
citoplasmaticos (amino e carboxi-terminal). Na sua conformacdo ativa, as 3
subunidades peptidicas sdo montadas para formar um canal permeavel a cations,

como representado na Figura 6.

Figura 6— Estrutura de um receptor P2X.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Skaper et al., 2009.

A forma trimérica do receptor P2X é composta por diferentes subunidades,
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que codificadas por genes distintos, sao classificadas em P2X1 até P2X7 de acordo
com a ordem cronolégica de clonagem, sendo que cada subunidade tem
propriedades farmacolégicas e/ou fisioldgicas distintas (KIM et al. 2001). Seis
subunidades homomeéricas (P2X1-5 e P2X7) e seis subunidades heteroméricas
(P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6 e P2X4/6) foram descritas (STAGG &
SMYTH 2010).

Os subtipos de receptores P2X sdo expressos em diversas células imunes
incluindo linfcitos, células NK, macréfagos, células dendriticas e neutrdfilos
(NORTH, 2002). Todos os subtipos funcionais apresentam uma elevada seletividade
pelo ATP em relacdo aos outros nucleotideos fisiolégicos. A ligacao do ATP
extracelular € importante para a oligomerizacdo da subunidade, que leva a abertura
do poro e o influxo/efluxo de céations. Cada subunidade € capaz de se ligar a uma
molécula de ATP, embora a sensibilidade possa variar dentro da familia P2X, como
por exemplo, o receptor P2X1 requer niveis nanomolares para sua ativagao,
enquanto o P2X7 requer milimolares concentragcdes (NORTH & SURPRENANT,
2000).

O ATP liberado para o meio extracelular pode servir como um sinal fisiolégico
para comunicacgao intercelular bem como um sinal nocivo, promovendo a morte
celular. Dentre os diferentes efeitos desencadeados pela estimulacdo de receptores
P2X pode-se citar: quimiotaxia, endocitose, proliferacdo, liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas, morte de patdégenos intracelulares ou citotoxicidade
(BOURS et al., 2006; KHAKH & NORTH, 2006; TRAUTMANN, 2009).

A sinalizacao purinérgica serve como um mecanismo de amplificacéo de sinal
necessario para o antigeno ser reconhecido pelas células T (JUNGER, 2011). Este
processo envolve a formacéo de uma sinapse imune entre uma célula T e uma APC,
composta por uma grande quantidade de moléculas sinalizadoras que sé&o
requeridas para a ativacdo das células T, incluindo moléculas MHC, receptores co-
estimulatérios e receptores para células T (TCR), além dos receptores purinérgicos
P2X1, P2X4 e P2X7 (BAROJA-MAZO et al., 2013).

1.2.2.2.1.1.1 Receptores P2X7

As observacdes relacionadas as propriedades bioguimicas e fisiologicas do

receptor P2X7 iniciaram a partir da década de 70. Nesta época foi demonstrado que
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o ATP extracelular causava degranulacdo e mudancas morfolégicas em mastdcitos
de rato (CROCKCROFT & GOMPERTS, 1979), além de sugerir que a formacéo de
histamina bem como de fosfatidil inositol estava associada a ativacdo de um
receptor, ou melhor, de um receptor para ATP (CROCKCROFT & GOMPERTS,
1980). A partir da sua intrigante habilidade de causar permeabilidade reversivel na
membrana plasmatica, foi nomeado de receptor ATP permeabilizante e mais tarde
de P2Z (GORDON, 1986).

Posteriormente, foram  observadas propriedades bioquimicas e
farmacolégicas, semelhantes as do P2Z, em diversas células relacionadas ao
sistema imune. Em 1996, o receptor de ATP permeabilizante foi clonado de cérebro
de rato e nomeado de receptor P2X7 (SURPRENANT, 1996). Apesar de sua
homologia com outros receptores P2X, o receptor P2X7 possui caracteristicas
peculiares que o distinguem dos outros membros da familia (KIM et al. 2001,
STAGG & SMYTH 2010):

a) possui uma unica subunidade que ndo heteropolimeriza com outras
subunidades P2X;

b) a ativacdo do receptor homomeérico requer concentracdes de ATP que
sdo + 10-100 vezes maiores do que as necessarias para ativar os outros receptores
P2X, sendo que sua ativacdo plena € atingida em concentracbes milimolares de
ATP;

C) possui uma cauda carboxi-terminal maior do que os outros P2XR, além
de uma série de polimorfismos.

O P2X7 é expresso principalmente nas células derivadas da medula 6ssea,
incluindo mondécitos, macréfagos e linfocitos e pode desencadear a morte de células
e de patégenos, além da regulacdo da resposta inflamatéria (MILLER et al., 2011).
Em condicdes fisiologicas, a concentrac@o de cations divalentes extracelulares como
Ca?* e Mg**, parece alterar a afinidade do ATP ao receptor P2X7, mantendo a sua
atividade baixa, prevenindo assim, uma desnecessaria permeabilidade celular e
formacdo de poro (JIANG, 2009). A estimulagédo transitéria (< 10 segundos) do
receptor P2X7 atraves da ligacdo do ATP resulta numa rapida e reversivel abertura
de um pequeno canal para cations mono e divalentes (Na*, K* e Ca™) (NORTH,
2002), desencadeando efeitos como despolarizagcdo celular, degranulagdo e
formacdo de vesiculas na membrana, além da ativagdo de sinalizacdes

intracelulares que irdo contribuir para o processo inflamatorio como fosfolipase A2,
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fosfolipase D, proteina cinase mitdgeno ativada (MAPK) e fator nuclear kappa B (NF-
kB) (Figura 7a) (SKAPER et al., 2009).

No entanto, em condi¢cdes patofisioldégicas, como inflamacdo ou infeccéo,
citocinas pro-inflamatérias podem aumentar a sua expressdo bem como sua
sensibilidade ao ATP (HUMPHREYS & DUBYAK, 1998). Nestas condi¢cdes, uma
diminuicdo dos niveis de Ca®** e Mg®* e um aumento das concentracdes de ATP no
meio extracelular levam a ativacao do receptor P2X7, que durante um longo periodo,
pode ter seu canal ibnico convertido em um grande poro néo seletivo na membrana
(SMART et al., 2002), sendo permedvel, a solutos hidrofilicos entre 314 a 900 Da
(como brometo de etidio ou YO-PRO-1), e consequentemente levar a morte celular
(Figura 7b) (WHITE & BURNSTOCK 2006; STAGG & SMYTH, 2010).

Figura 7 — Ativacéo do receptor P2X7 pelo ATP.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Skaper et al., 2009.

e

O aumento da concentracdo de calcio citoplasmatico nas células suscetiveis,
a partir da ativacdo do receptor P2X7 serve como um sinal precoce do inicio da
apoptose (ORRENIUS et al., 1989). Assim, o ATP liberado durante as fases iniciais

da apoptose, atrai mondcitos e macréfagos para garantir uma eficiente eliminagéo
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das células apoptoéticas. Portanto, através do efluxo de K e uma subsequente
diminuicdo da concentragdo de K* intracelular, tem-se a ativacdo da NLRP3 e
consequentemente a formacdo do inflamassoma-NLPR3. O inflamassoma-NLPR3,
por sua vez, desencadeara a ativacdo da caspase-1 e 0 consequente processo de
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias IL1- e IL-18, que é a funcdo mais bem
caracterizada do P2X7 (DI VIRGILIO, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que o receptor P2X7 desempenha
importante papel na imunoregulacdo bem como na patogénense de condicdes
inflamatérias, como artrite reumatoide, doenca de Alzheimer, doencas
neuropsiquiatricas e cardiovasculares (BASSO et al., 2009; ESLICK et al., 2009;
LABASI et al., 2002; PARVATHENANI et al., 2003; SOLLE et al., 2001). Portanto, o
desenvolvimento de antagonistas seletivos para o receptor P2X7 sdo promissoras
moléculas com potencial anti-inflamatério (PELEGRIN et al., 2008). Além disto, o
receptor P2X7 apresenta diversos polimorfismos relacionados a alteracdo de sua
funcdo (CASELEY et al.,, 2014). Estudos de associacdo genética tém revelado
ligacdo entre alguns destes polimorfismos e resisténcia ou susceptibilidade a

distarbios do humor, doencas ésseas e doencas infecciosas (FULLER et al., 2009)

1.2.2.2.1.2 Receptores P2Y

Os receptores P2Y sao considerados receptores metabotrépicos, por estarem
acoplados a proteina G. Pertencem a uma superfamilia de receptores compostos
por: sete regides TMs, uma regido amino terminal extracelular e uma regido caboxi
terminal intracelular, como mostra a Figura 8. Sdo constituidos por 328 a 379
aminoacidos, com uma massa molecular de 41 a 53 Kd apos a sua glicosilacédo
(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). Nas regides TMs 3, 6 e 7 estdo os residuos de
aminoacidos com carga positiva, que formam o sitio de ligacdo dos nucleotideos
(ABBRACCHIO et al., 2006).

Estdo funcionalmente acoplados a distintas proteinas G, portanto,
dependendo do tipo especifico de proteina G ligado ao receptor, ha a inducéao de
diferentes eventos de sinalizacao intracelular como: ativacéo da fosfolipase C (PLC),
do sistema trifosfato inositol (IP3), aumento do calcio intracelular e ativacdo da
producdo do AMP ciclico intracelular (ABBRACCHIO et al., 2006). Os receptores

P2Y podem se subdividir em grupos, dependendo de sua especificidade (Figura 8):
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P2Y1 e P2Y11 sao especificos para purinas, P2Y4 e P2Y6 sdo especificos para
pirimidinas, P2Y2 apresenta seletividade mista, P2Y12 e P2Y13 respondem apenas
a ADP e P2Y14 a UDP (BOURS et al., 2006). As suas caracteristicas de ligacao,
exemplificam a complexidade da sinalizacdo mediada por receptores P2Y, em que 0
ATP é o ligante enddégeno mais abundante e melhor caracterizado para a maioria
desses subtipos de receptores P2 (JACOBSON et al., 2012). No entanto, a baixas
concentracdes extracelulares, o ATP é o Unico agonista para o P2Y1l, e a altas
concentracdes ele pode funcionar como um agonista parcial para P2Y1 e P2Y13, ou
como um antagonista para P2Y4 e P2Y12 em humanos (ABBRACCHIO et al., 2006;
JACOBSON et al., 2012). Diversas células imunes expressam 0s receptores P2Y,
incluindo os linfécitos que expressam RNA mensageiro para todos os subtipos de

receptores P2Y conforme Wang e colaboradores (2004).

Figura 8 — Estrutura dos receptores P2Y e seus agonistas especificos.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Lazarowski & Boucher, 2001.

Além disto, os receptores P2Y podem ser divididos em dois subgrupos
funcionais: o primeiro grupo, que inclui P2Y1, 2, 4, 6 e 11 é acoplado a proteinas
G4/G11 que leva a ativacéo das vias de PLC/IP3 bem como a mobilizagéo do calcio
intracelular; e o segundo grupo, inclui P2Y12, 13 e 14 é acoplado as proteinas Gjp,
que inibe a adenilato ciclase (YANG & LIANG, 2012). Atualmente, diversos
antagonistas seletivos dos receptores P2Y1l, P2Y12 e P2Y13 tém sido



43

desenvolvidos pela industria farmacéutica (ABBRACHIO et al., 2006) e aplicados na
terapéutica clinica. Apesar de poucos desenvolvimentos terapéuticos em relacdo
aos receptores P2, a sua importancia e aplicabilidade na clinica pode ser
exemplificada pelo Clopidogrel (Plavix; Bristol-Myers Squibb/Sanofi-Aventis).
Considerada uma droga purinérgica muito bem aceita pela classe médica na terapia
de pacientes com aterosclerose e sindrome coronariana aguda, por atuar como um
antagonista do receptor P2Y12 em plaquetas, prevenindo os eventos isquémicos
vasculares (PRICE, 2009).

1.2.2.2.1.2.1 Receptores P2Y11

Entre os receptores P2, o subtipo P2Y11 tem caracteristicas peculiares:

a) sua ativacdo esta associada a um aumento nas concentracbes de AMPc
intracelular (SCHNURR et al., 2003; WILKIN et al., 2001);

b) ndo ha um gene ortélogo do P2Y11 em roedores;

c) se liga tanto a proteina G4 quanto a Gs, e consequentemente, ativa as duas
vias intracelulares, PLC e adenilato ciclase, respectivamente, conforme a Figura 9
(YANG & LIANG, 2012).

O ATP extracelular € o principal agonista fisiolégico do receptor P2Y11
(CONIGRAVE et al., 2001; DI VIRGILIO et al., 2001), porém, a ativacdo também
pode ocorrer com NAD" extracelular. Na presenca de um dano tecidual, o ATP
extracelular sera um sinalizador de perigo e desencadeara respostas imunes e
inflamacg&o. No entanto, tem sido sugerido um papel mais complexo ao ATP na
regulacédo dessas respostas (BOEYNAEMS & COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO et al.,
2009), por também possuir a capacidade de inibir diversas fungdes imunes de
diferentes subtipos de leucécitos, como células dendriticas, células NK e linfocitos T.

Crescentes evidéncias tém demonstrado que o receptor P2Y11 é o principal
mediador desses efeitos imunossupressores do ATP extracelular, através do
aumento das concentragdes de AMPc intracelular (VITIELLO et al., 2012). Portanto,
0 receptor P2Y1l acoplado a proteina Gs ao ser estimulado por baixas
concentracOes de ATP, ativa a adenilato ciclase que induz a producdo de AMPc a
partir do ATP intracelular (Figura 9). Na sequéncia, o AMPc pode seguir dois
caminhos: ser hidrolisado a AMP por fosfodiesterases (PDE) ou estimular a proteina

cinase A (PKA). A ativagdo da PKA pode afetar uma ampla variedade de eventos
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celulares por fosforilacdo de proteinas citoplasmaticas e nucleares (KOPPERUD et
al., 2003), incluindo a fosforilacdo da proteina de ligacdo ao elemento responsivo ao
AMPc (CREB) (TAN et al., 2007). O CREB é um fator de transcricdo que regula
diversas respostas celulares, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo. O
CREB é induzido por uma variedade de fatores de crescimento e sinais inflamatérios
e medeia a transcricdo de genes que contém o elemento responsivo ao AMPc
(CRE), incluindo IL-2, IL-6, IL-10 e TNF-a. Em adigdo, tem sido proposto que o
CREB fosforilado diretamente inibe a ativacdo do NF-kB por bloquear a ligacdo do
CREB ao complexo NF-kB, portanto limitando as respostas pré-inflamatorias (WEN
et al., 2010).

Figura 9 — Receptor P2Y11 e as vias de sinalizacéo intracelular.
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Fonte: Obtida e modificada a partir de Yang & Liang, 2012.

Os efeitos imunossupressores do ATP extracelular, desencadeados a partir
do aumento da producdo de AMPc intracelular via P2Y11, foram evidenciados em
diversos estudos, como por exemplo, na regulacdo da resposta imune por células
dendriticas. A ativacdo do receptor P2Y11 em células dendriticas, mediada pelo ATP
extracelular, foi capaz de bloquear a produgdo de citocinas proé-inflamatorias,

incluindo TNF-qa, IL-1 e IL-12, enquanto a producdo de citocinas anti-inflamatoérias
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como IL-10 e do antagonista do receptor para IL-1 ndo foram afetadas ou estavam
aumentadas (HORCKMANS et al.,, 2006; LA SALA et al.,, 2001). Além disto, a
ativacdo deste receptor mostrou envolvimento na inibicdo da proliferacdo de
linfocitos T, a partir da inducdo da producdo de elevadas quantidades de
trombospondina-1 que em sinergia com IFN-y aumenta a producdo de indoleamina
2,3-deoxigenase (MARTEAU et al., 2005). Foi reportado também, que a ativacdo do
receptor P2Y11l nas células dendriticas € capaz de inibir a producdo da IL-27
(SCHNURR et al., 2005), que tem a capacidade de atenuar a ativacédo de células T,
sugerindo um envolvimento na limitacdo da hiperatividade imune mediada por
células T (DUHANT et al., 2002).

No entanto, diversas respostas regulatorias, atribuidas ao aumento do AMPc
intracelular, foram demonstradas pela ativacéo do receptor P2Y11 em outras células
imunes, como as células NK e os linfécitos T. Em concentra¢cdes micromolares, o
ATP extracelular foi capaz de inibir a proliferacdo e a quimiotaxia bem como a
citotoxicidade das células NK (GORINI et al., 2010; MILLER et al., 1999). Além disto,
inibiu a expressdo das citocinas, IFN-y e IL-2, e a proliferacdo dos linfocitos T

humanos pelo mesmo mecanismo (DUHANT et al., 2002).

1.2.2.2.2 Receptores P1 ou adenosinérgicos

A familia P1 dos receptores purinérgicos foi descrita pela primeira vez em
1989 e compreende quatro subtipos: Al, A2A, A2B e A3 (LIBERT et al.,, 1989;
FREDHOLM et al., 2001; COBB & CLANCY, 2003). Estes receptores assim como
0s receptores P2Y, sdo metabotropicos e apresentam uma topologia tipica desta
superfamilia: sendo compostos por sete regides TMs (com aproximadamente 21 a
28 aminoéacidos hidrofébicos), uma regido amino terminal extracelular e uma regido
caboxi terminal intracelular conforme a Figura 10 (BURNSTOCK, 2007).

S&o caracterizados por apresentar distribuicAo tecidual e perfis
farmacol6gicos peculiares, sendo capazes de participar das respostas imunes e
inflamatorias em tecidos danificados, desempenhando um papel crucial nos efeitos
benéficos induzidos pela adenosina, principalmente em casos de exacerbacéo
dessas respostas (JACOBSON & GAO, 2006).
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Figura 10 — Estrutura do receptor P1.
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Os receptores adenosinérgios estdo acoplados a via de sinalizacdo da
adenilato ciclase e a modulacdo das concentracdes intracelulares de AMPc. Os
receptores Al e A3 estdo acoplados a proteina Gy, ou G 411, desencadeando efeitos
inibitérios na adenilato ciclase, e consequentemente promovendo a ativacao celular.
Em contrapartida, os receptores A2A e A2B estimulam a producédo do AMP ciclico, e
sdo capazes de suprimir as respostas celulares através da proteina Gs (RESHKIN et
al. 2000; FREDHOLM et al., 2001; BURNSTOCK, 2007). O segundo mensageiro
AMPc interage com diferentes moléculas efetoras, como a proteina cinase A (PKA),
a proteina de troca diretamente ativada por AMPc (Epac) e a fosfatidilinositol-3-
cinase (IP3K). Essas proteinas fosforilam diferentes fatores de transcricdo e outras
cinases, como a cinase regulada por sinal extracelular (ERK) levando, entre
inumeros efeitos, a inibicdo da geracdo de mediadores inflamatérios, da expressao
de CD40 e da fagocitose (SCHULTE & FREDHOLM, 2003; SEREZANI et al., 2008).

O receptor A2A tem maior afinidade pela adenosina, seguido pelos receptores
A2B, Al e A3, nessa ordem. Como os receptores Al e A3, possuem menor
afinidade, serdo ativos somente na presencga de altas concentragdes de adenosina
extracelular, com o objetivo de regular a sua acdo. Portanto, pode-se dizer que a
sinalizacdo da adenosina, através da ativacdo dos receptores A2A e A2B com a
proteina Gs, € contra balanceada pela sinalizacdo resultante do acoplamento dos

receptores Al e A3 com a proteina Gi, garantindo outro nivel de controle no sistema
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imune, por prevenir a inibicdo prematura das células do sistema imune pelos
receptores A2 (STIKOVSKY e OHTA, 2005). Em geral, na presenga de dano
tecidual, e consequentemente de altas concentracfes de adenosina, 0s seus efeitos
anti-inflamatérios, via receptores A2A, dominam os efeitos imunoestimulatérios dos
receptores A1 (CRONSTEIN, 1994; HASKO & CROSTEIN, 2004).

Diferentemente dos receptores P2, uma maior variedade de drogas
especificas estd disponivel para a modulacdo dos receptores Pl ou
adenosinérgicos. (JACOBSON & GAO, 2006, BARALDI et al., 2008; HASKO et al.,
2008). Neste caso, muitas dessas drogas sdo derivadas da cafeina e tem sido
extensamente testadas por serem efetivas no tratamento de doencas inflamatoérias
agudas e cronicas em ensaios pré-clinicos. Com isto, varias outras drogas estao
sendo testadas em relacdo a sua eficacia em doenca pulmonar obstrutiva cronica

(DPOC), artrite reumatoide e outras doencas inflamatérias (HASKO et al., 2008).

1.2.2.2.2.1 Receptores A2A

Vérios estudos sugerem que receptores A2 funcionam como se fossem
sensores de atividade proé-inflamatéria e agem como bloqueadores do excesso de
resposta imune e inflamacgéo (ELTZSCHIG et al., 2013; FLOGEL et al., 2012; OHTA
& SITKOVSKY, 2001; SCHINGNITZ et al., 2010). A ativacdo dos receptores A2A e
A2B (acoplados a proteina G- familia Gs) pela adenosina leva ao aumento dos
niveis de AMP ciclico (AMPc) intracelulares pela ativacdo da enzima adenilato
ciclase, inibindo a atividade imune da célula (RASKOVALOVA et al.,, 2005). O
receptor A2A possui alta afinidade pela adenosina, ao contrario do receptor de baixa
afinidade A2B, sugerindo que eles podem ser ativados sequencialmente,
dependendo do acumulo de adenosina no meio extracelular. Isso pode permitir um
incremento gradual do sinal inibitério, gerando uma inibicdo parcial da resposta
imune sem interromper totalmente, por exemplo, o processo de destruicdo de um
patégeno (SITKOVSKY e OHTA, 2005). Esse efeito regulador se da principalmente
pela inibicdo da producéo de citocinas pré-inflamatorias como IFN-y, IL-12 e TNF-a
(HASKO et al., 2000; LAPPAS et al., 2005) e aumento da producéo de IL-10, com
carater anti-inflamatério (PANTHER e cols., 2003), por células envolvidas na
resposta imune.

A ativagéo de receptores A2A limita a leséo tecidual inflamatoria ou isquémica
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por inibir os processos inflamatdrios em neutrdfilos, plaquetas, macréfagos e células
T. Os receptores A2A estdo presentes em uma ampla variedade de tecidos,
incluindo o tecido nervoso e o sistema imune periférico, e em diferentes niveis de
expressao: significantes niveis em neurbnios e células periféricas como linfocitos e
neutrofilos, e baixos niveis em células glias (FREDHOLM et al., 2007).

Em particular, a estimulagdo dos receptores A2A tem apresentado efeito
diferencial na liberacdo de citocinas proé-inflamatorias (BARALDI et al., 2008;
CAPPECHI et al., 2005). Pacientes com artrite reumatoide demonstraram que a sua
resposta inflamatéria e clinica sdo reguladas através da ativacdo dos receptores
A2A e A3 pela adenosina, por inibir o fator de transcricio NF-kB, e
consequentemente a producao de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-18
e IL-6, (FORREST et al., 2005; VARANI et al., 2011). Além disto, prévios estudos
tém demonstrado que os efeitos anti-inflamatérios exercidos pelo farmaco
Metotrexato, muito utilizado na terapéutica de doencas inflamatérias cronicas,
ocorrem pelo aumento dos niveis de adenosina extracelular através da estimulacéo
de receptores A2A e A3 (MONTESINOS et al., 2003).

1.2.3 Trypanosoma cruzi e o sistema purinérgico

Como descrito anteriormente, os nucleotideos extracelulares atuam como
moléculas sinalizadoras na resposta imune dos hospedeiros, porém podem ser
hidrolisados por ecto-nucleotidases do hospedeiro e de parasitos. A agédo de
enzimas do parasito, por sua vez, pode interferir em varios eventos biolégicos
importantes do hospedeiro, tais como agregacéo plaguetaria dependente de ADP e
resposta inflamatéria dependente de ATP (BOURS et al.,, 2006; DE ALMEIDA
MARQUES-DA-SILVA et al., 2008; DE SOUZA et al.,, 2010; MAIOLI et al., 2004;
SANSOM et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que genes da enzima NTPDase séo expressos nao
somente em vertebrados, mas também em invertebrados, plantas, fungos e
importantes patégenos humanos, como Herpetomonas muscarum, Toxoplasma
gondii, Leishmania amazonensis, Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni e
Trypanosoma cruzi. E uma correlagcdo entre a capacidade de hidrélise de
nucleotideos extracelulares por parasitos e mecanismos de viruléncia, sobrevivéncia

e adesdo celular tem sido apresentada por diversos estudos (ALVES-FERREIRA et
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al., 2003; BERMUDES et al., 1994; BERREDO-PINHO et al., 2001; DE JESUS et al.,
2002; FIETTO et al., 2004; PENIDO et al., 2007).

Informacdes relacionadas ao conhecimento bioquimico, genético e da biologia
celular/molecular do T. cruzi, incluindo o sequenciamento do seu genoma, tem
contribuido para a identificacdo de um amplo numero de alvos biolégicos
promissores para a acao de drogas com potencial terapéutico. Entre eles pode-se
destacar o metabolismo de purinas e a sintese de nucleotideos, uma vez que 0s
tripanossomatideos sdo parasitos auxotroficos para purinas e deficientes na via de
recuperacdo desta base. Diversas proteinas envolvidas nessa via metabdlica sdo
alvos para drogas, como: hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT)
(NAKAJIMA-SHIMADA et al., 1996), dihidrofolato redutase (KHABNADIDE et al.
2005), pteridina redutase e dihidroorotato desidrogenase (NARA et al., 2005). No
mercado, o Alopurinol, uma droga utilizada no tratamento da gota em humanos,
demonstrou ser ativo em diferentes modelos animais para a fase aguda da doenca
de Chaga, agindo como um andalogo de purina, no entanto, tem sido descritas
diferencas de susceptibilidade a droga entre as diversas cepas de T. cruzi (AVILA et
al., 1984), além de relatos conflitantes quanto a sua eficacia terapéutica em
humanos (APT et al., 2005).

Ainda ha poucas informacdes de como o ATP extracelular ou os receptores
purinérgicos contribuem para a resposta imune contra a infeccdo com o T. cruzi. Um
dos estudos in vitro, durante a fase aguda da DC, demonstrou o envolvimento do
ATP extracelular na atrofia do timo induzida pela infeccdo com o T. cruzi. O ATP
extracelular, por sua vez, foi capaz de aumentar a permeabilizacdo da membrana
plasmatica, levando & morte dos timécitos duplamente positivos CD4'/CD8"
(MANTUANO-BARRADAS et al., 2003). Posteriormente, ensaios in vivo de atrofia do
timo na DC sugeriram que o receptor P2X7 nao teria um papel central neste
processo, mas sim uma interacao entre receptores P2X e P2Y (CASCABULHO et
al., 2008). Recentemente, Meuser-Batista e colaboradores (2011) descreveram um
efeito do receptor P2X7 na migracdo de mastécitos em direcdo ao processo
inflamatorio no tecido cardiaco, sugerindo relacdo com a reducdo na resposta imune
inata, através de estudos experimentais com animais infectados com T. cruzi e
deficientes do receptor P2X7.

No entanto, ha evidéncias sobre a associacdo entre a modulacdo da

sinalizagcdo purinérgica do hospedeiro e a infeccdo por outros parasitos
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intracelulares, como Leishmania amazonensis e Toxoplasma gondii que podem
contribuir para o entendimento na infeccdo pelo T. cruzi. Estudos tém demonstrado
que a infeccdo de macrofagos com L. amazonensis modula a expressao de
receptores P2X e P2Y, a fim de controlar a infeccdo. Enquanto o ATP extracelular
pode mediar as respostas imunes do hospedeiro através da ativacdo do
inflamassoma via receptor P2X7; os nucleotideos pirimidinicos (UTP) podem
contribuir na defesa do hospedeiro através da sua ligacdo a receptores P2Y,
induzindo a producédo de mediadores da inflamacéo, como EROs e NO (CHAVES et
al., 2009; MARQUES-DA-SILVA et al., 2011). Ao contrario dos receptores P2, foi
observado que na leishmaniose a ativacdo do receptor A2B em células dendriticas,
pode contribuir para o estabelecimento da infec¢cdo, como um mecanismo de escape
do parasito das respostas imunes do hospedeiro (FIGUEIREDO et al., 2012). Na
toxoplasmose, a ativacdo do receptor P2X7 em macrofagos pelo ATP demonstrou
estar envolvida na eliminacdo do T. gondii, através da producdo de EROs e
apoptose das células infectadas (CORREA et al., 2010; LEES et al., 2010). No
entanto, é sugerido que ha correlacdo entre a producédo de EROs induzida pelo ATP
e a ativacdo da caspase-1 mediada pelo inflamassoma-NLPR3 e secrecao de IL-1f3,
como ocorre em outras infecgdes por parasitos intracelulares (SPOONER & YILMAZ,
2011).
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1.30BJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resposta imune bem como a expressdo dos receptores

purinérgicos P2X7, P2Y11l e A2A em linfocitos de pacientes com a forma

indeterminada da doenca de Chagas.

1.3.2 Obijetivos Especificos

A patir de um estudo de caso-controle, analisar em pacientes na FIDC e

comparar com individuos saudaveis, os parametros abaixo:

A contagem total e diferencial de leucécitos periféricos;

A determinacdo sérica da proteina C reativa;

O perfil da resposta imune através dos niveis séricos de citocinas referentes
as respostas Thl, Th2 e Th17: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) e IL-17;

A expressao génica e proteica do receptor purinérgico pro-inflamatério P2X7
em linfécitos periféricos;

A atividade citotoxica do receptor purinérgico P2X7 em linfocitos periféricos;

A expressdo génica dos receptores purinérgicos P2Y11l em linfocitos
periféricos;

A expressao génica dos receptores purinérgicos A2A em linfécitos periféricos.
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MANUSCRITOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de
dois manuscritos. Os itens Materiais e Meétodos, Resultados, Discussdo e
Referéncias Bibliograficas, encontram-se compondo 0s proprios manuscritos e
representam a integra deste estudo.

Os manuscritos estdo estruturados de acordo com as normas das revistas
cientificas para as quais foram submetidos: Microbial Pathogenesis (Manuscrito I) e

Human Immunology (Manuscrito I1).

Manuscrito I: Evaluation of P2x7 receptor’ expression in peripheral lymphocytes and

immune profile from patients with indeterminate form of Chagas disease.

Manuscrito Il: P2Y11 and A2A mRNA expression profile in peripheral lymphocytes

from patients with indeterminate form of Chagas disease.
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EVALUATION OF P2X7 RECEPTOR EXPRESSION IN PERIPHERAL
LYMPHOCYTES AND IMMUNE PROFILE FROM PATIENTS WITH
INDETERMINATE FORM OF CHAGAS DISEASE

Abstract

Chagas disease (CD) is caused by Trypanosoma cruzi, an intracellular protozoan
which is a potent stimulator of cell-mediated immunity. In the indeterminate form of
CD (IFCD) a modulation between pro- and anti-inflammatory responses establishes a
host-parasite adaptation. It was previously demonstrated that purinergic ecto-
enzymes regulates extracellular ATP and adenosine levels, influencing in immune
and inflammatory processes during IFCD. In inflammatory sites ATP, as well as its
degradation product, adenosine, function as signaling molecules and
immunoregulators through the activation of purinergic receptors. In this work, it was
analyzed the gene and protein expression of P2X7 purinergic receptors in peripheral
lymphocytes and serum immunoregulatory cytokines from IFCD patients. No
significant differences between groups were observed neither in gene expression of
P2X7 receptor nor in serum cytokines levels IL-2, IL-10, IL-17 and IFN-y. IFCD group
showed significantly higher IL-4 and IL-6 levels than control group while TNF-a level
was significantly lower in IFCD patients. These results suggest that immune profile
from IFCD patients displays anti-inflammatory characteristics, consistent with the
establishment of an immunomodulatory response. In addition, it was observed that a
modulation ATP-mediated P2X7R signaling pathway does not occur in the presence
of IFCD-induced Th2-cytokines profile. However, it is speculated that others
purinergic receptors may be involved in the regulatory mechanisms of IFCD patients.
Further study on biochemical and molecular of purinergic signaling pathways in IFCD
may be useful to understand the mechanisms responsible for the control of CD

clinical manifestations.

Keywords: Chagas disease, lymphocytes, P2X7, cytokines.
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1. Introduction

Trypanosoma cruzi, an intracellular protozoan, is the causative agent of
Chagas disease (CD) and a potent stimulator of host cell-mediated immunity. In
humans, immune responses are mounted to control infectious agents, soon after
their infection. Thus, well-balanced, adaptive immune response plays a critical role in
maintaining control of parasite replication besides minimizing immune-mediated
pathology, contributing to the development of indeterminate form of Chagas disease
(IFCD) [1] Studies which elucidate mechanisms involved in the control and/or
exacerbation of cellular responses to infection by T. cruzi, provide important
information toward possible therapeutic strategies in order to prevent clinical
manifestations of CD.

The purinergic signaling network is involved in regulation of inflammatory and
immune responses through its core constituents, adenosine 5’-triphosphate (ATP)
and its metabolites [2]. At sites of inflammation, these biomolecules, are released by
activated or dying cells and may play an agonistic effect through P2 receptors
(P2Rs). ATP released to the extracellular environment can serve as a physiological
signal for intercellular communication as well as a noxious signal that promotes cell
death. It acts modulating a variety of cellular functions by activating ionotropic P2X or
metabotropic P2Y receptors according to its extracellular concentrations [3,4].
P2X7R is a member of the P2X (1-7) family of purinergic receptors, and when
activated affects multiple types of membrane transport processes in leukocytes and
epithelial cells. It promotes the influx of calcium ions and efflux of potassium ions,
regulating the activation of T lymphocytes and consequently the modulation of pro-
inflammatory cytokines production [5]. Its expression is regulated by IL-2, IL-4, IL-6,
TNF-a and INF-y, among other factors [6].

A recent work of our group has suggested that alterations in the purinergic
system ecto-enzymes activities (E-NTPDase and E-ADA) on lymphocytes participate
in the maintenance of balance between parasitism and tissue integrity in IFCD
patients by mechanisms involved in the ATP metabolism which generates an anti-
inflammatory environment, controlling pro- and anti-inflammatory events [7]. Changes
in the expression of purinergic receptors together with alteration in the release of pro
and anti-inflammatory mediators could be implicated in the adaptation of host to

parasite, thus preventing clinical progress of disease. Therefore, in this investigation,
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it was assessed the expression and function of P2X7R in lymphocytes of IFCD
patients to analyze its possible association to the profile of cytokines measured in

these patients.

2. Material and methods

2.1 Study population

The population consisted of 30 participants carefully selected from Federal University
of Santa Maria Hospital, divided in two groups: control group, composed by 5-18
healthy subjects (50.44 = 2.12 years old; n=18); and IFCD group, with 5-12 IFCD
patients (53.43 £ 2.90 years old; n=12), depending on the assay performed. The
IFCD group consisted of patients with antibodies to T. cruzi as detected by previous
serology performed. The clinical and physical examination revealed that all IFCD
patients were asymptomatic, with normal conventional electrocardiograms and
unaltered radiological heart, esophagus and colon images according to criteria
defined in the Meeting of applied research in CD held in Minas Gerais, Brazil [8].
The non-infected control group consisted of individuals with negative serology for T.
cruzi. The distribution of gender was similar between the two groups (IFCD: 5 men
and 7 women; control: 7 men and 11 women) and all participants showed a
hemogram compatible with their age and gender (data not shown). Any
pharmacological treatment during the last 30 days before the beginning of the
experiment and subjects with altered blood pressure, diabetes mellitus, alcoholism,
cigarette smoking, autoimmune disease and immunodeficiency were considered
exclusion criteria. Informed written consent was obtained from all participants. This
work was approved by Human Research Ethics Committee from Federal University
of Santa Maria, Brazil, under number 23081.008343/2009-10.

2.2 Isolation of lymphocytes from human blood and protein determination
Lymphocytes-rich mononuclear cells were isolated from peripheral human blood by
centrifugation on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Boyum [9]. The
percentage of lymphocytes was superior to 96% as previously outlined [10]. It was
used serum albumin as standard to measurement of proteins by the Coomassie Blue
method, as described by Bradford [11].
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2.3 Isolation of total RNA

Total cytoplasmic ribonucleic acid (RNA) from peripheral lymphocytes was extracted
using QlAshredder and RNeasy kit (Qiagen, Crawley, UK). RNA concentration and
purity were measured on Nano-Drop ND 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA) by absorbance at 260 nm. Total RNA was stored at -80°C prior to cDNA
synthesis.

2.4 Reverse transcription of total RNA to cDNA

Total purified RNA was first treated with desoxyribonuclease (Invitrogen™) at 37°C
for 5 minutes, followed by heating to 65°C for 10 minutes. One pg of RNA template
was used per each RNA-to-cDNA reaction. The subsequent cDNA synthesis was
carried at 37°C for 60 minutes. The reaction was terminated by incubation at 93°C for

5 minutes, using the PTC 100™ thermocycler.

2.5 P2X7R quantification by real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

The detection and quantification of DNA sequences for P2X7 purinergic receptor was
performed using Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix (Invitrogen™) by
StepOnePlus™ (Applied Biosystems, USA). The sequences of primers were
obtained of literature [12] and then they were synthesized by Invitrogen™ (Table 1).
Common thermal cycling parameters (3 min at 95°C, 40 cycles of 15 sec at 95°C, 30
sec at 53°C, and 30 sec at 72°C) were used to amplify each transcript. Samples were
run in duplicate and expressed in relation to GAPDH (internal control of integrity of
the samples). The melting-curve analyses were performed to verify product identity.
Data were normalized to a calibrator sample and relative values calculated with a
modified delta-delta cycle threshold method that incorporates correction for

amplification efficiency [13].

2.6 P2X7 analysis by western blot assay

For Western blotting assays, the protein was determined by colorimetric assay [11],
was diluted (1:1, v:v) in the Bio-Rad Laemmli sample buffer and then loaded (7 ug)
and size-separated in 12% sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE, 100V) by Bio-Rad Mini-Protean Il apparatus. The
proteins were blotted onto a PVDF membrane for 2h (Bio-Rad). Subsequently, the

membrane was incubated with anti-human P2X7 polyclonal antibody (H-265; primary
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antibody used at a dilution of 1:200; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) at room
temperature for 6 h. The sensitivity and specificity of this antibody for human antigen
has been previously validated. After the washes of membrane, it was incubated with
an alkaline phosphatase-conjugated secondary antibody (1:2000; anti-lgG rabbit,
Sigma) for 1 h. Membranes were developed using the substrate of alkaline
phosphatase, nitro  blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl  phosphate
(NBT/BCIP). The protein blot images were scanned by DS-5000 densitometer
(Loccus Biotechnology). Protein analysis was measured using the Scion Image
software and relative expression was represented as arbitrary units (A.U.). It was
used Precision Plus Protein ™, as molecular standard (catalog #161-0374; Bio-Rad).

2.7 ATP-induced permeabilization of peripheral lymphocytes

To assess the functional activity of the P2X7R, lymphocytes-rich mononuclear cells
were isolated and suspended (1.0 x 10° cells / ml) in RPMI-1640 culture medium
(Himedia) supplemented with 10% fetal calf serum (GIBCO BRL, Rockville, USA) and
1% penicillin/streptomycin (Sigma). After incubation at 37 °C and 5% CO, for 24
hours the monocytes cells were eliminated and it was only obtained the lymphocytes
in the supernatant. These cells were incubated with and without 3.0 mM ATP
(Sigma) for 10 minutes at 37 °C and then with 2.0 uM ethidium bromide for 5 minutes
at 37 °C as described by Oliveira et al. [14] with some modifications. After incubation,
the fluorescence intensity due to uptake of ethidium bromide in the absence or
presence of agonist was analyzed using the Molecular Devices fluorometer by 360

nm for excitation and 590 nm for emission.

2.8 Pro and anti- inflammatory cytokines quantification

In order to determine if the differentiation of T lymphocytes is being polarized into a T
helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2) or a T helper 17 (Th17) response, the levels of pro-
and anti-inflammatory cytokines were determined in the serum of participants by the
BD CBA Kit Human Th1/Th2/Th17. This kit provided the simultaneous quantification
of the following cytokines: interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6),
interleukin-10 (IL-10), tumor necrosis factor (TNF), interferon-y (IFN-y), and
interleukin-17A (IL-17A). The concentration of the cytokines was expressed in pg/ml

and determined by flow cytometry (BD ™ Accuri C6).



59

2.9 Statistical analysis

Normality of data and homogeneity of the variances were performed using
Komolgorov-Smirnov and Bartlett’'s tests, respectively. Parametric analysis was
performed using unpaired Student’s t test to comparison between two groups or one-
way ANOVA in the case of multiple comparisons followed by the Newman-Keuls, and
the results were expressed as mean and S.E.M. Pearson’s correlation test was used
to determine linear correlation. A P value <0.05 was considered statistically

significant using GraphPad Prism 5 Software.

3. Results

3.1 Expression of P2X7R in IFCD patients

Fig. 1 reports the P2X7R mRNA expression levels determined by gRT-PCR in
peripheral lymphocytes from both control and IFCD group. Statistically significant
differences in the P2X7 mRNA expression levels were not found in IFCD patients

when compared to control group (P>0.05).

3.2 Western blot for P2X7

Fig. 2 demonstrates the western blot assay of P2X7R protein expression in
peripheral lymphocytes from IFCD patients. Representative Western blotting analysis
is showed in Fig. 2A by immunoblot signal of P2X7R in human peripheral
lymphocytes from both groups. The Western blot analysis revealed the expression of
the predicted P2X7R as a single band with an apparent molecular mass of 75 kDa in
peripheral lymphocytes from IFCD and control groups. As showed in Fig. 2B, the
densitometric analysis in peripheral lymphocytes indicates that no significant
difference was found in P2X7R protein expression in IFCD patients compared to
control group (P>0.05).

3.3 Functional assays of P2X7 receptor in IFCD patients

Since high ATP concentrations open a large pore in cell plasma membrane by P2X7
receptor activation, it was evaluated if 3.0 mM ATP would be able allow to access of
the ethidium bromide into peripheral lymphocytes from IFCD patients. The basal
ethidium bromide uptake was similar in both groups. Agonist action of ATP (3.0mM)

elicited permeabilization in peripheral lymphocytes from IFCD patients (Fig. 3),
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however no significant differences were observed in relation to control group
(P>0.05).

3.4 Immunoregulatory profile in IFCD patients

The cytokines levels involved in the regulation of the immune response and
inflammation was analyzed in the serum from IFCD patients. The results, illustrated
in Fig. 4B and 4F demonstrate that IFCD group presented IL-6 levels (6.364 *
0.7380, n=10) 1.68-fold higher than control group (3.78 + 0.44, n=10) and IL-4 levels
(5.62 + 0.84, n=10) 1.80-fold higher than control group (3.12 + 0.62, n=10) (P<0.01
and P<0.05, respectively). However, the TNF-a levels were significantly lower in the
IFCD patients (1.53 = 0.37; n=10) when compared to control group (3.28 + 0.51;
n=10; P<0.05; 4E). The concentration of other cytokines IL-2, IL-17, IL-10 and IFN-y
showed no significant difference in the serum of IFCD patients in relation to control
group (P>0.05). In an attempt to clarify the immunoregulatory profile involved in the
IFCD patients, it was investigated whether a correlation exists between regulatory
(IL-4 and IL-10) and inflammatory (TNF-a and IFN-y) cytokine levels in IFCD
patients. A positive correlation (r = 0.84, P= 0.0021) was observed between TNF-a
and IL-10 levels in serum from IFCD patients (Fig. 5A). It was similarly observed a
positive correlation (r = 0.86, P=0.0014) between IFN-y and IL-4 levels in serum from
IFCD patients (Fig. 5B), indicating a controlled inflammatory response. In addition, it
was determined the inflammatory balance and cytokine pattern that drives the
Th1/Th2 response as demonstrated in Fig. 6. Data show significantly lower TNF-a/IL-
10 ratio (P=0.0077; n=10) and IFN-y /IL-4 ratio (P=0.0422; n=10) in IFCD patients,
demonstrating that a favorable response to the control mechanisms of inflammation
occurs in the IFCD and that the Th1/Th2 like cytokine balance was favorable toward

Th2 anti-inflammatory response.

4. Discussion

In most cases (60%) CD is asymptomatic and benign [15]. In the
indeterminate form of CD (IFCD) a modulation between pro- and anti-inflammatory
responses establishes a host-parasite adaptation [1]. Several signaling pathways are
involved in host defense, including the biological actions triggered by extracellular
ATP via activation of purinergic receptors. It has been proposed that purinergic

signaling plays an important role in the dynamics of CD by maintaining low
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concentrations of extracellular ATP and preserving high levels of extracellular
adenosine [7]. Nonetheless, few studies have been developed to determine if the
modulation in the expression of purinergic receptors might be involved in the
mechanism by which these signaling molecules regulate pro- and anti-inflammatory
events during CD [16-18].

Previous studies have attempted to establish a correlation between the
concentration of circulating cytokines and the clinical forms of CD [1,19-22]. In the T.
cruzi infection, during the chronic asymptomatic phase of disease, it is observed a
blend of Thl and Th2 responses with low production of pro-inflammatory cytokines
(Th1 response-mediated), and induction of Th2 response with increased production
of anti-inflammatory cytokines in order to protect the host against severe tissue
damage [23]. In addition of Thl and Th2 responses, a Th17 differentiation has been
related to a cardiac protection in the DC [24].

Firstly, in this study, cytokine levels were quantitatively determined and the
response pattern in IFCD patients was analyzed. The IFCD group showed
significantly higher IL-6 levels than control group. As demonstrated in the literature,
IL-6 is considered a pro-inflammatory cytokine but may displays anti-inflammatory
property by stimulating the release anti-inflammatory cytokines in the circulation,
such as IL-1ra and IL-10 [25]. In addition, IL-6 is able to inhibit the production of the
pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, which could explain the lower TNF-a
concentration in serum of IFCD patients, differently than what was found by Ferreira
et al. [19]. IL-6 has demonstrated to stimulate lipolysis and fat oxidation, acting as
potent modulator of lipid metabolism, besides it has been associated to low-grade
systemic inflammation such as diabetes, cardiovascular diseases [25-27]. Then,
further research is necessary to determine the mechanisms that IL-6 may be involved
in the regulation of immune responses in the IFCD.

The main pathological finding associated to CD is the chronic myocarditis
which is related to morbidity. It suggests that inflammatory cytokines and chemokines
play a role in the generation of the inflammatory infiltrate which plays a major role in
myocardial damage. Several studies have clearly demonstrated that patients with
severe CD had elevated plasma concentrations of TNF-a and CCL2, and a
remarkable correlation between the concentration of TNF-a in plasma and the degree
of heart dysfunction, indicating that TNF-a level may be an excellent predictor of
heart failure [19,28] and useful to identify the CD patients who need further
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investigation and treatment. A likely explanation for the discrepancy in the circulating
TNF-a levels during IFCD by other authors, could be attributed to factors related to
the classification criteria of the patients or the particularity of T. cruzi strain involved in
the infection of different populations.

The presence of high IL-4 levels in IFCD patients could lead to control of
cytotoxic mechanisms and exacerbation of host immune response, which would
culminate in tissue damage and, consequently, in disease progression. It is known
that anti-inflammatory cytokines, such as IL-4 and IL-10, promote Th2 differentiation
and limit Th1 response [21]. IFCD patients displayed a positive correlation between
IL-4 and IFN-y levels as well as IL-10 and TNF-a in serum, indicating a controlled
inflammatory response in these patients. These findings corroborate with data
showed by DAvila et al. [20], supporting the hypothesis that a lack of efficient
regulation between pro and anti-inflammatory cytokines in CD may lead to cardiac
immunopathology. Although studies have also shown that no difference in IL-10 and
IFN-y levels occurs in IFCD patients in relation to control group [20,22], the analysis
of both TNF-a/IL-10 and IFN-y/IL-4 ratio demonstrate that CD4" T cells were able to
promote a Th2-polarized response during the IFCD. It occurred due to a low
concentration of TNF-a and concurrently an increased IL-4 levels. Moreover, to
improve the current understanding of immunoregulation involved in the development
of IFCD, it was performed a correlation analysis between circulating regulatory and
inflammatory cytokines since cytokine profile has been demonstrated as fundamental
to define the immunopathological mechanisms involved in the control of immune and
inflammatory response during T. cruzi infection [29]. A positive correlation, in turn, it
was able to demonstrate that there is a control of the inflammatory response in the
IFCD, preventing the development of signs and symptoms of different chronic forms
of CD.

After evaluating the profile of immune response in the IFCD patients, it can be
observed that the biochemical alterations found in the purinergic signaling in a
previous study of our group [7], possibly are related to immunological
microenvironment established in these patients. Additionally, Coutinho et al. [30]
showed an increase of P2X7 receptor-associated cell permeabilization during the
acute phase of CD. Despite these findings, the influence of purinergic receptors has

not yet been explored in the IFCD.
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The importance of ATP signaling via purinergic receptors in the pathogenesis
of diverse infections as well as autoimmune inflammatory diseases has been
described in many studies [14,31-35]. The P2X7R comprises an important part of the
host arsenal to eliminate microorganisms such as bacteria (Mycobacterium
tuberculosis and Chlamydia sp.) and protozoa (Toxoplasma gondii and Leishmania
amazonensis), by producting of free oxygen radicals, nitric oxide or host cell
apoptosis [31-34]. However, different pathogens have evolved the ability to interfere
with this important signaling pathway in order to favor infection [36].

Studies have shown that anti- and pro- inflammatory cytokines are able to alter
P2X7R expression in human mononuclear cells during inflammation [6,37]. In
addition, a recent study involving chronic parasitic infection by the parasite
Schistosoma mansoni demonstrated a predominance of a Th2 response and a
reduction in the expression and function of P2X7R in mesenteric endothelial cells,
possibly limiting the infection-related endothelial damage [14]. Taking this into
consideration, it was proposed the presence of a possible modulation in the P2X7R
expression in lymphocytes from IFCD patients as a regulatory mechanism involved in
the pro-inflammatory cytokine production as well as in presence of an anti-
inflammatory microenvironment. However, the results of this study demonstrate that
the lymphocytes of IFCD patients express the P2X7R on their cell surface, but the
levels of gene and protein expression were not altered in relation to control group.

Although basal levels of P2X7R expression were observed in these patients,
the presence of others biochemical and molecular alterations should be considered.
Change-of-function polymorphisms, most of which render the receptor inactive or
with reduced function, have also been noted in the human population [38] and
genetic association studies have uncovered Ilinks between some of these
polymorphisms and resistance as well as susceptibility to several pathological
conditions, particularly, infectious diseases [39]. Moreover, the presence of a
mutation in N-glycosylation sites of the P2X7 protein [40] should be speculated, since
the glycosylation of proteins linked to the plasma membrane is often crucial in many
processes such as protein folding, cell adhesion and recognition of pathogens in host
cells [41,42]. The cellular permeability of P2X7R induced by ATP using ethidium
bromide uptake it was evaluated in IFCD patients. It was present in peripheral
lymphocytes similarly to control group, suggesting that P2X7R has preserved

cytotoxic capacity in IFCD patients. Therefore, it is important to deepen the



64

investigations in relation to possible genetic changes in chronic chagasic patients in
order to elicit the involvement of this receptor in the progression of CD.

It has been suggested that ATP could play an immunoregulatory role by
inhibiting the release of TNF-a and stimulate the release of IL-10, possible preventing
excessive inflammation in immune-mediated diseases and cancer [43]. A negative
immunomodulation occurs at much lower ATP concentrations than those need to
activate P2X7R and fully independent of this receptor, with the induction of a semi-
maturation state characterized by inhibition of IL-2, IL-12, IL-1B and TNF-a
production [44,45].

5. Conclusion

From the findings of the present investigation it was demonstrated that the
Th2-polarized response in IFCD patients by increase of IL-4 and decrease of TNF-a
levels did not alter P2X7R expression in lymphocytes from these patients or its
cytotoxic activity. However, considering that T. cruzi contains an ATPase, which is
able to interact in host immune responses [46,47], it is suggested that others
purinergic receptor subtypes may be involved in the immunoregulatory mechanisms
in the IFCD. In conclusion, the biochemical and molecular knowledge of P2X7R in
IFCD is useful to shed further light about the participation of purinergic system in the
pathogenesis of CD, and consequently, may help to avoid the progression of

disease.
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Figure Legends

Fig. 1. Expression level of P2X7 receptor in peripheral blood lymphocytes from IFCD
patients. mMRNA expression of the corresponding protein from patients with IFCD
(n=12) and healthy subjects (n=18) was analyzed by qRT-PCR, as stated in
Materials and Methods. Data were normalized to a calibrator sample and relative
values calculated with correction for amplification efficiency [12]. The housekeeping
gene GAPDH was used as an internal control of the samples. Data were expressed
in mean * Standard Error of the Mean (SEM). P<0.05, Student’s t test.

Fig. 2. Immunoblot of P2X7 receptor expression on human peripheral lymphocytes.
(A) Representative Western bolt assay. Samples were loaded on an SDS-gel, and
after electrophoresis, the proteins were blotted onto a polyvinilidine difluoride
membrane and incubated with a polyclonal antibody against protein P2X7. (B)
Densitometric analysis of the Western blot results (arbitrary units, A.U.) of the protein
P2X7. Data are represented as the mean + Standard Error of the Mean (SEM).
P<0.05 (n= 5, Student’s t test).

Fig. 3 Functional analysis of P2X7 receptor in peripheral lymphocytes from IFCD
patients. Assays used lymphocytes from control group (n=10; white bars) and IFCD
group (n= 10; black bars) in the absence (0) and presence of 3mM ATP. Experimets
used ethidium bromide (2.0 uM) as a tracer and were analysed by fluorimetry. Data
are expressed as the mean and S.E.M. a and b differ from each other (P<0.05, one-
way ANOVA followed by post hoc Newman-Keuls test).

Fig. 4 IL-2 (4A), IL-6 (4B), IL-17 (4C), IL-10 (4D), TNF-a (4E), IL-4 (4F) and IFN-y
(4G) levels in sera from IFCD patients (n=10) and healthy individuals (n=10).
Cytokines levels were determined on serum by flow cytometry and expressed in
pg/mL. Data are represented as the mean + Standard Error of the Mean (SEM).
Statistical significance between groups is indicated by * P<0.05 and ** P<0.01
(Student’s t test).

Fig. 5 Correlation analysis between pro (TNF-a and IFN-y) and anti-inflammatory (IL-
4 and IL-10) cytokines from IFCD patients. Pearson’s correlation test was used
(n=10; P<0.05; r=correlation coefficient).

Fig. 6 Inflammatory balance and cytokine pattern in IFCD patients by ratio between
TNF-a and IL-10 levels (A) and IFN-y and IL-4 levels (B). Data are represented as
the mean + Standard Error of the Mean (SEM). Statistical significance between
groups is indicated by * P<0.05 and ** P<0.01 (n=10; Student’s t test).
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Table 1 — Oligonucleotide primers and probes used by real-time quantitative polymerase chain
reaction of P2X7 receptor

Gene Oligonucleotide Sequence Referece

GAPDH* Sense primer AAT CCC ATC ACCATCTTCCA (Wang et al., 2002)
Antisense primer AAATGA GCC CCAGCCTTC

P2X7 Sense primer ATCGGCTCAACCCTCTCCTAC (Wang et al., 2002)
Antisense primer CTGGAGTAAGTGTCGATGAGGAAG

*GAPDH expression was stable across cell types in vivo and was selected as the housekeeping gene.
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P2Y11R AND A2AR mRNA EXPRESSION PROFILE IN LYMPHOCYTES
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Bitencourt Rosa Leal®

Abstract

The indeterminate form of Chagas disease (IFCD) is characterized by presence of a
chronic inflammatory process without apparent signs and symptoms of disease which
occurs in the majority of individuals infected by Trypanosoma cruzi. The control of the
immunity-mediated inflammatory response represents one of the most important
targets in IFCD. A central role of P2Y11 and A2A receptors in mechanisms of
inflammation has been reported in different pathologies. The aim of this study was to
evaluate P2Y11R and A2AR mRNA expression in lymphocytes from IFCD by gRT-
PCR method. No change was observed in the levels of P2Y11R mRNA expression in
lymphocytes from IFCD patients; however, decreased levels of A2AR mRNA
expression were detected in relation to control group. Therefore, the modulation in
the A2AR mRNA expression in peripheral lymphocytes suggests the involvement of
the adenosine system in IFCD, as a regulatory mechanism in the maintenance of an

anti-inflammatory environment to avoid the development of clinical manifestations.

Keywords: P2Y11, A2A, Chagas disease, lymphocytes, purinergic receptors.
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1 Introduction

Chagas disease (CD) caused by Trypanosoma cruzi represents a serious health
problem due to its difficult diagnosis and treatment when it comes to the chronic form
of the disease. The majority of the infected patients develop a chronic inflammatory
process, without apparent morbidity, named indeterminate form of Chagas disease
(IFCD). However, up to 30% of infected patients will present organ damage, mainly
affecting the heart muscle, leading to Chagas cardiomyopathy [1], mostly due to a
parasite-triggered immune-mediated inflammation [2].

Sensors, such as receptors on cell surface, maintain homeostasis by rapidly
sensing signs of distress or damage. These sensors monitor the presence of
biomolecules in the extracellular environment which are released in response to a
threat of exogenous or endogenous origin [3]. ATP is an important extracellular
mediator by signaling detected and transduced by P2 purinergic receptors. In the
presence of low extracellular ATP levels, it may act as a negative immunomodulator,
mainly by P2Y receptor subtypes or as immunostimulant by P2X receptor in the
presence of high concentrations [4].

Virtually all eukaryotic cells express P2 receptors which can be rapidly up- or
down-regulated [5]. Seven P2X (1-7) receptors subtypes and eight P2Y (1, 2, 4, 6,
11, 12, 13, 14) receptor subtypes have so far been identified [6]. P2YRs subtypes are
differentially expressed on several cell types, including immune cells, such as T and
B lymphocytes. They are G protein-coupled receptors and activate the cyclic AMP
(cAMP) or inositol trisphosphate (IP3) second messenger systems [7]. Various
pharmacological effects have been attributed to the P2Y11 receptor since its cloning
and characterization [8], such as smooth muscle relaxation [9] and
immunosuppressive effect by inhibiting T-helper 1 cytokines and promoting T-helper
2 cytokines [10] when stimulated by ATP [11].

Adenosine, the most important ATP degradation product, is also recognized
as key mediator of immune and inflammatory responses [12]. This molecule plays an
important role as an endogenous anti-inflammatory agent; known to inhibit the
release of cytokines, adhesion of immune cells, and function of cytotoxic T
lymphocytes [13]. Its effects are triggered by the activation of specific G protein-
coupled receptors, classified as P1 receptors and subdivided in Al, A2A, A2B, and
A3 [14]. A1l and A2A receptors exhibit high affinity for adenosine, while the A2B and
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A3 receptors show low affinity [15]. There is sound evidence for a crucial role of A2A
and A2B receptors in the control of inflammation. By activating the adenylate cyclase
pathway through A2A receptors, adenosine causes an increase in intracellular cyclic
AMP production and protein kinase A (PKA) activation, which in turn, has an
inhibitory effect on the proliferation and activation of T and B lymphocytes [16] and on
differentiation and function of myeloid cells [17].

Recently, the participation of purinergic signaling in IFCD patients by
regulation of ecto-enzymes activities (E-ADA and E-NTPDAse) from peripheral
lymphocytes was reported. It suggests a possible involvement of this signaling
pathway in the control of immune and inflammatory responses during IFCD [18] yet
the expression of purinergic receptors has not been investigated. Immunoregulation
in the IFCD is crucial in order to prevent functional and structural microvascular
abnormalities, which occur in Chagas cardiomyopathy, possibly as a consequence of
the underlying inflammatory process [19]. Taking this into consideration, this study
was designed to evaluate the gene expression of P2Y1l and A2A receptors in
lymphocytes from IFCD patients in order to support and complement the knowledge
on the participation of purinergic signaling in protecting patients IFCD from
developing severe tissues damage

2. Subjects and methods

2.1 Patients and healthy control

All patients enrolled in this study were carefully selected from the Federal
University of Santa Maria Hospital, Brazil. A total of 30 participants were included
and divided into two groups: control group, composed of healthy subjects (n= 18) and
IFCD group (n= 12). IFCD patients were selected according to the following criteria:
absence of signal and symptoms of CD, two positive serologic reactions for Chagas
disease, normal conventional electrocardiograms and unaltered radiological heart,
esophagus and colon images. The distribution of gender and age was similar
between the two groups (Table 1). The exclusion criteria were as follows: any
pharmacological treatment during the last 30 days before the beginning of the
experiment and subjects with altered blood pressure, diabetes mellitus, alcoholism,
cigarette smoking, autoimmune disease and immunodeficiency. The Human

Research Ethics Committee from Federal University of Santa Maria, Brazil, approved
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the study under number 23081.008343/2009-10, and written informed consent was
obtained from each participant. Samples of peripheral blood were obtained by

venous puncture from participants.

2.2  Isolation of peripheral lymphocytes

A leukogram was perfomed in each subject (SYSMEX XT-1800i, Roche
Diagnostic, USA) soon after the peripheral lymphocytes-rich mononuclear cells were
isolated by Ficoll-Hypaque density gradient as described by Boyum [20]. After
isolation, the protein content was measured by the Coomassie Blue method, as
described by Bradford [21]. The percentage of lymphocytes was greater than 96% as
previously outlined [22]. The general characteristics and blood leukocyte profile of

both groups are shown in Table 1.

2.3  Separation of blood serum

After clot formation, serum was obtained by centrifugation at 1400 g for 15 min at
room temperature. Then, C-reative protein (CRP) levels were determined in serum by
agglutination latex kit (MBiolog Diagnosticos, Brazil). Serum levels greater than 6
mg/L were considered elevated according to recommendations of the test kit.

2.4 Reverse transcription of total RNA to cDNA

Total cytoplasmic ribonucleic acid (RNA) from peripheral lymphocytes was
extracted using QIlAshredder and RNeasy kit (Qiagen, Crawley, UK). RNA
concentration and purity were measured by 260 nm on Nano-Drop ND 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) and total RNA was stored at -80°C prior
to cDNA synthesis. The subsequent cDNA synthesis was carried out in the presence
of Omniscript® Reverse Transcription Kit (Qiagen®). One pg of RNA template was
used per each RNA-to-cDNA reaction. The samples were placed in PTC 100™
thermal cycler (BioRad, USA) and treated with desoxyribonuclease (Invitrogen™) at
37°C for 5 minutes, followed by heating to 65°C for 10 minutes and at the end heated
to 93°C for 5 minutes. Synthesized cDNA was stored at -20°C.
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2.5 P2Y11R and A2AR quantification by real-time polymerase chain reaction
(gQRT-PCR)

The detection and quantification of both P2Y11R and A2AR mRNA were performed
using Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix (Invitrogen™) by StepOnePlus™
(Applied Biosystems, USA). The sequences of primers were obtained from the
literature [23,24] and then synthesized by Invitrogen™ (Table 2). All of the reactions
were performed in duplicate, with thermal cycling conditions of 10 min at 95°C, 40
cycles of 15 sec at 95°C, 40 sec at 56°C, and 30 sec at 72°C) were used to amplify
each transcript. Samples were expressed in relation to GAPDH (internal control of
integrity of the samples). The melting-curve analyses were performed to verify
product identity. The quantification of mMRNA was carried out by using the
comparative cycle threshold (Ct) method and the formula: normalization ratio
(NR)=2"22¢!, According to this formula, the normalization ratio of the calibrator in each
run is 1 and the relative values were calculated undergo correction for amplification
efficiency [25]. The results were expressed as Arbitrary Units (P2Y11R or
A2AR/GAPDH ratio).

2.6  Statistical analysis

Statistical analyses for normality of data and homogeneity of the variances were
performed using D’Agostino & Person omnibus and Bartlett’'s tests, respectively.
Parametric analysis was performed using unpaired Student’s t test to comparison
between two groups or one-way ANOVA in the case of multiple comparisons, and the
results were expressed as mean and S.E.M. The Mann-Whitney U test analysis was
used when data were not normally distributed and in this case, the data were
expressed as median and interquartile range. A probability value of P<0.05 was

considered statistically significant using GraphPad Prism 5 Software.

3. Results

3.1 Hematological analysis

All participants showed a normal total white blood count (WBC) and differential
leukocyte count, compatible with their age and gender in accordance with reference
values [26].
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3.2Serum C-reative protein measurement
At the moment of collection, the participants from both IFCD and control

groups had serum CRP levels lower than 6 mg/L.

3.3 Expression of purinergic receptors (P2Y11 and A2A) in IFCD patients

To the best of our knowledge, this was the first study to evaluate the gene
expression levels of P2Y11 and A2A receptors in lymphocytes of IFCD patients by
guantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR). As
shown in Figure 1, the results of this study demonstrate that peripheral lymphocytes
from IFCD group express both P2Y11R (Fig. 1A) and A2AR (Fig.1B) mRNA. There
was no statistically significant difference in the P2Y11R mRNA levels in lymphocytes
from IFCD group (0.88%+0.20) in relation to control group (1.23+£0.15) (P>0.05).
However, a significant decrease of 68.39% in the A2AR mRNA levels was observed
in IFCD group when compared with control group (P<0.05).

1. Discussion

In a previous study carried out in our laboratory, it was demonstrated that
IFCD patients showed decreased extracellular levels of ATP and increased levels of
adenosine [18]. Extracellular ATP, at low concentrations, possesses affinity for P2Y
receptors subtype on the surface of lymphocytes developing a down-modulation of
pro-inflammatory cytokines and stimulating a Th2 immune response [27]. Adenosine,
the main metabolite of ATP, is able to suppress cell responses up-regulating
intracellular cyclic AMP levels by stimulating A2 receptors coupled to stimulatory G
proteins (Gs). Therefore, the A2A receptor subtype acts as a sensor of pro-
inflammatory events and a blocker of excessive immune response. It was proposed
by Souza et al. [18] that a Th2 response induction may be involved in the
maintenance of a balance between parasitism and host tissue integrity by
participating in the modulation of purinergic system ecto-enzymes activities (E-
NTPDase and E-ADA), during IFCD. The authors suggested that the activation of
suppressive purinergic receptors, such as A2 and P2Y, may control pro and anti-
inflammatory events in the IFCD.

The regulation of P2Y11R expression in different immune cell types plays an

important role in cellular responses such as vasodilation and blood pressure control
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besides to demonstrate a fibrinolytic role [28]. In the present study, the peripheral
lymphocytes from IFCD patients expressed P2Y11R mRNA, but its expression levels
were not altered when compared with control group. It suggests that the T. cruzi
infection is not able to promote a down or up-regulation in P2Y11R mRNA
expression, at least in the IFCD. Although there is no modulation in the expression of
this receptor, other biochemical and molecular parameters can not be discarded,
such as the presence of P2Y11R genetic polymorphisms, which may be alter its
function and, consequently, its immunoregulatory effects, during IFCD. In
cardiovascular diseases, an inflammatory mechanism has been associated to a
specific P2Y11R genetic polymorphism, due to the presence of elevated C-reactive
protein levels [29]. In this study, IFCD patients did not show increased serum C-
reactive protein levels or a modulation in the P2Y11R expression However, a more
in-depth investigation is required in relation to the functional activity of P2Y11
receptor, since it has been shown to be a promising new drug target for prevention of
cardiovascular disturbance and thereby of progression to the cardiac chronic phase
of CD.

ATP in the extracellular medium can also act as a negative modulator of
inflammation by other mechanisms, among them indirectly by adenosine production
[30]. In the first moment, it was demonstrated that in the hypoxic and ischemic heart,
adenosine had a protective function against the consequences of metabolically
detrimental situations, both by decreasing the metabolic demands of the myocardium
and by increasing coronary blood flow. Later, it was assigned to adenosine an
important role in the maintenance of tissue integrity by modulation of immune system
function [31].

Changes in A2A receptor expression in peripheral blood mononuclear cells
have been demonstrated in several chronic diseases, such as amnestic mild
cognitive impairment [24], congestive heart failure [32] and essential hypertension
[33]. In lymphocytes obtained from rheumatoid arthritis patients, A2AR and A3R were
up-regulated when compared to healthy subjects, suggesting a direct role of the
activation of these receptors by extracellular adenosine in the control of rheumatoid
arthritis joint inflammation. It demonstrates that A2AR and A3R regulate the
inflammatory and clinical responses in rheumatoid arthritis by inhibition of the NF-kB

pathway and decreased inflammatory cytokines, including TNF-a, IL-18 and IL-6 [34].
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Asakura et al. [35] demonstrated that reduced gene expression of adenosine
receptors (A2A, A2B and A3) in the myocardium of patients with chronic heart failure
can impair signal transduction related to adenosine, contributing to the
pathophysiology of chronic heart failure. However, in order to compensate for this
loss, high myocardial adenosine levels are preserved through down-regulation of
adenosine deaminase, which was found to improve cardiac function in these
patients. Adenosine is known to be cardioprotective, so a down-regulation of
adenosine receptors as is presented in this previous study is speculated to be a
cause of chronic heart failure.

In this study, it was demonstrated that there is a significant reduction in the A2AR
MRNA expression levels in peripheral lymphocytes from IFCD patients. It suggests
that a negative modulation in the A2AR expression occurs as a regulatory
mechanism in order to Ilimit the extracellular adenosine-mediated
immunosuppression during IFCD. However, this does not impair the
immunomodulatory signaling induced by extracellular adenosine in the IFCD, since a
decrease in the E-ADA activity can be contributing with the preservation of
extracellular adenosine as demonstrated by Souza et al [18]. This demonstrates that
there is a balance among the purinergic signaling components to maintain an
adaptation between host and parasite and consequently avoid the progression of
disease by modulation of adenosine receptor signaling.

The clinical status of IFCD patients demonstrates that there are efficient
immunoregulatory mechanisms, since their conventional electrocardiograms and
thorax X-rays (heart, esophagus and colon images) were normal, in addition to the
absence of signs and symptoms of CD. It was also observed that these patients did
not show alterations in the leukocytes and lymphocytes peripheral counts as well as
serum CRP measurements, demonstrating that there is no immune response
deficiency, current acute infection or possible cardiac dysfunction caused by T. cruzi

or other etiology.

2. Conclusion

Although the immune response to tissue injury has an essential role in preserving
tissue homeostasis, an uncontrolled inflammation or immune activation can provide

further damage on the affected tissues and trigger a clinical form of CD. Between the
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analyzed regulatory purinergic receptors, the results of this study allow us to suggest
a relationship between peripheral A2AR expression modulation and adenosine
metabolism in IFCD, essentially due to immunosuppressive activity of adenosine,
which significantly interferes in later stages of inflammation. It must be emphasized
that alterations in the A2AR expression are not peculiar to IFCD but this finding
supports an involvement of the adenosine system in IFCD, as a regulatory
mechanism in the maintenance of an anti-inflammatory environment to avoid the
development of chronic CD without a fall of immunological vigilance. Ultimately, these
data suggest that modulation of A2AR activities could indicate a strategy therapeutic
for the control of CD development. However, further investigations are necessary to
clarify on the functionality as well as the presence of genetic polymorphism of both
P2Y11 and A2A receptors related to CD.
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Figure Legend

Fig. 1 P2Y11R (A) and A2AR (B) mRNA expression levels of in peripheral blood
lymphocytes from IFCD patients. The quantification was performed by gqRT-PCR
method (IFCD group n=12 and control groups n=18). GAPDH was used as an
internal control of the samples. Results were expressed as Arbitrary Units (P2Y11R
or A2AR/GAPDH ratio). The P2Y11R mRNA levels were expressed as mean + SEM
and calculated using unpaired Student’s t test; while A2A mRNA levels were
expressed as median with interquartile range by Mann-Whitney U test analysis. *

P<0.05 was considered statistically significant.
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Table 1- General characteristics and hematological analysis of the studied population

and comparison between IFCD and control group.

b IFCD IFCD Controls® Controls® Reference  Reference
Item . d . d c c
Patients Patients range range
men women men women men women
Age (years) 55.50 +2.50 52.60+4.05 48.67+1.85 51.33+3.10 - -
Gender (%) 58 42 39 61 - -
WBC 612+031 5.68+0.20
5 6.18+054  6.88 +0.46 12+0. 68+ 0. 3.60-11.00 3.60 - 11.00
(x10°/pL)
Lymphocytes 51,030 2254021 195027 200015  100-450  1.00 - 4.50
(x 10°/uL)
Neutrophils 368+033 384+033 369+017 318%016 150-700 1.50-7.00
(x107/uL)
Monocytes 030+£004  042+005 029+007 033%002 (10-1.00 0.10-1.00
(x 107/uL)
Eosingphils 0154002 014+002 016+003 014002 0-050 0-050
(x 107/uL)
Basophils 001+0.00 001+000 0.01+000  0.01%0.00 0-0.20 0-0.20
(x 107/uL)

% Continuous variables are presents as means * SEM and the other variables are shown as
Eercentage of individuals, one-way ANOVA.

WBC, white blood cells.
°Take from Failace (2003) to according with age and sex.
d Age of IFCD patients 53.43 + 2.90 years old (n=12).

e Age of controls 50.44 + 2.12 years old (n=18).
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Table 2 — Primer sequences for quantitative RT-PCR assay.

Gene Forward Reverse

GAPDH* AAT CCC ATCACCATCTTCCA AAATGAGCCCCAGCCTTC

P2Y11 GTT GGT GGC CAGTGGTGTG TTGAGCACCCGCATGATGT

A2A GGCTGCCCCTACACATCATC GCCAGGTACATGAGCCAGAGA

* The housekeeping gene GAPDH was selected and its expression was stable across cell types in vivo.
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4 DISCUSSAO

A FIDC representa o estado de equilibrio entre o hospedeiro e o parasito, em
que o individuo encontra-se assintomatico. Quando ha a perda deste equilibrio
ocorre o estabelecimento de uma das formas clinicas da doenga. No entanto, esta
bem estabelecido, que a resposta imune do hospedeiro desempenha um importante
papel durante a infeccdo pelo T. cruzi, levando ao controle do parasito durante a
fase aguda bem como participando no desenvolvimento da doenca durante a fase
cronica (DUTRA & GOLLOB, 2008). A importancia da resposta Thl é demonstrada
em diversas infeccBes por patdgenos intracelulares, incluindo o Trypanosoma cruzi
(GAZZINELLI et al., 1996; GOMES et al., 2003; MULLER et al., 1993; SHER et al.,
1998). Porém, os mecanismos pelos quais o sistema imune se utiliza para a
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi bem como para limitar uma resposta imune
excessiva, ainda nao estdo completamente definidos.

A resposta imunolégica do hospedeiro na infec¢do pelo T. cruzi € bastante
complexa, envolvendo o reconhecimento de diversos antigenos do parasito por uma
série de receptores na membrana das células, além da ativacdo de diferentes tipos
celulares (TARLETON, 2007). Neste contexto, as citocinas desempenham um papel
fundamental na regulagdo da funcdo das células imunes, direcionando a resposta
imune do hospedeiro e assim, influenciando no desenvolvimento ou no controle da
doenca.

Considerando que o tipo de resposta imune induzida parece ser critico para a
manuteng¢ao de um balancgo ideal entre parasito e hospedeiro (DUTRA et al., 2014),
num primeiro momento deste estudo foram determinados os niveis de citocinas pré-
inflamatorias (IL-2, IL-6, IL-17, IFN-y e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-4 e IL10) no
soro de pacientes na FIDC. A partir de andlises quantitativas foi observado que
alteracOes simultaneas ocorrem na secre¢ao dessas citocinas, como discutido no
decorrer desta secéo.

A IL-2 é uma proteina produzida principalmente por células T CD4" e em
menor quantidade por células T CD8". E o principal responsavel por estimular o
crescimento e a proliferacdo de linfocitos T e B, além de induzir a producdo de
outras citocinas, como TNF-a e IFN-y, que resultam na ativacdo de mondcitos,
neutroéfilos e células NK (DE OLIVEIRA et al., 2011). Souza e colaboradores (2004)
observaram que os pacientes na FIDC apresentam uma baixa habilidade de
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estimular as células T CD4", demonstrando um importante mecanismo no controle
da reacdo inflamatoria, e consequentemente em causar menor dano tecidual. Além
disto, os mesmos autores observaram que durante esta fase da doenca ha uma
baixa resposta proliferativa das células T CD4" quando comparada a fase cronica
cardiaca, frente a um estimulo antigénico. Neste estudo, os pacientes na FIDC ndo
apresentaram alteracdo na contagem de leucdcitos totais, de linfécitos periféricos
bem como dos niveis séricos de IL-2 ao grupo controle, demonstrando auséncia de
uma resposta linfocitaria proliferativa.

Outra citocina que desempenha importante papel nos mecanismos de defesa
do hospedeiro € a IL-6. Ela é produzida no inicio da inflamagé&o (logo apés a IL-1 e
TNF- a) durante estimulos nocivos como trauma, infeccdo e queimadura. Seus
efeitos sdo mediados por um complexo mecanismo (NISHIMOTO & KISHIMOTO,
2006), exibindo varias propriedades pro-inflamatorias, incluindo a promocdo da
proliferacdo de células T bem como a diferenciacdo de células B (YOSHIZAKI et al.,
1982), megacariocitos, macréfagos e células T citotoxicas (AKIRA et al., 1993). A
producdo anormal de IL-6 pode afetar a resposta imune e consequentemente induzir
doencas inflamatérias mediadas pela imunidade, tais como doenca de Castleman,
doenca de Crohn, artrite reumatoide e artrite idiopatica juvenil sistémica (TAFUTO et
al., 1994). Tem sido sugerido que a IL-6 possa atuar como um potente modulador
do metabolismo de lipidios, devido a sua capacidade de estimular a lipdlise bem
como a oxidacao lipidica, além de estar associada a uma inflamacédo crénica
sistémica de baixo grau como diabetes e doencas cardiovasculares (DANDONA et
al., 2004; PETERSEN & PEDERSEN, 2005). Contudo, ela possui algumas
propriedades anti-inflamatorias incluindo a inibicdo da sintese de IL-1 e TNF-q,
inducado de inibidores de metaloproteinases de matriz e supressédo da producéo de
macréfagos induzidos pelo fator estimulante de colénias de macrofagos (M-CSF)
bem como estimulacdo da secrecao de citocinas anti-inflamatérias como IL-1R e IL-
10 (CURFS et al. 1997).

Nos pacientes na FIDC foi observado maiores niveis séricos de IL-6 que o
grupo controle. Embora a IL-6 possa estar envolvida na transicéo para a fase crénica
da DC, por estimular o acumulo de células mononucleares no sitio inflamatorio,
propriedades anti-inflamatorias da IL-6 parecem contribuir na manutencdo das
respostas imunes durante a FIDC, como a inibi¢cdo da sintese de TNF-a. O controle

da producédo de TNF-a é crucial na FIDC, uma vez que elevados niveis tém sido
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correlacionados com o grau de disfuncdo cardiaca em pacientes chagasicos
cronicos (FERREIRA et al.,, 2003; LORENA et al., 2010; TALVANI et al., 2004).
Ponce e colaboradores (2012) observaram um efeito citoprotetor da IL-6 liberada de
células cardiacas em resposta ao T. cruzi por bloquear a apoptose dos
cardiomiécitos durante o processo inflamatério, mantendo-os vivos em um ambiente
desfavoravel. Portanto, na FIDC pode-se sugerir que os niveis aumentados de IL-6
estejam relacionados a mecanismos de reparacdo e/ou remodelacdo de tecidos,
controlando a progresséo da DC para a fase crbnica cardiaca.

A IL-17, particularmente, tem propriedades pro-inflamatorias, sendo capaz de
induzir células como fibroblastos, células endoteliais, macréfagos e células epiteliais
a produzirem varios mediadores inflamatorios (por exemplo, IL-6, TNF-a, IL-1)
levando ao recrutamento de neutrofilos e inflamacdo (KOLLS & LINDEN, 2004).
Estudos em humanos e em modelos experimentais de infec¢do pelo T. cruzi tém
demonstrado que a IL-17 desempenha um papel protetor na DC cardiaco (DA
MATTA GUEDES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2013). Na fase aguda da DC, a
infeccdo com T. cruzi leva a producdo de IL-17 por células T CD4" e CD§8,
demonstrando ser necessaria para a prote¢cdo do hospedeiro (MIYAZAKI et al.,
2010). Na fase cronica cardiaca, propde-se que had uma menor intensidade da
expressao de IL-17 por linfécitos e menor frequéncia de células Thl7. Desta forma,
a producdo de IL-17 demonstra estar associada ao controle da miocardite por
modular as respostas Thl, através da regulacdo da diferenciacdo das células Thl,
da producao de citocinas pré-inflamatérias (IL-12, TNF-a e IFN-y) e quimiocinas,
além do influxo de células inflamatdrias para o tecido cardiaco (DA MATTA GUEDES
et al., 2010; GUEDES et al., 2012). Na FIDC, pode-se observar que ndo ha alteracéo
significativa nos niveis séricos de IL-17 em relacdo ao grupo controle. No entanto,
Magalhdes e colaboradores (2013) observaram uma maior frequéncia de células T
produtoras de IL-17 nos pacientes na FIDC em relacdo ao pacientes crénicos
cardiacos.

Durante a infeccdo pelo T. cruzi, o INF-y desempenha um papel relevante,
estando associado tanto ao controle do parasito quanto aos mecanismos que
desencadeiam os fendmenos imunopatolégicos da DC. A producdo exacerbada
desta citocina podera desencadear uma inflamacdo excessiva resultando em danos
teciduais para o hospedeiro, através da inducéo da produc@o de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO) (BRENER & GAZINELLI, 1997; DUTRA et
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al., 2005). J4 o TNF-a é um dos mediadores mais precoces e potentes da resposta
inflamatoéria. Apesar de uma meia-vida curta, é suficiente para provocar mudancas
metabdlicas e hemodinamicas importantes, além de ativar outras citocinas. As acdes
do TNF-a consistem em: ativar a coagulacédo, estimular a expressao ou liberacéo de
moléculas de adesdo, do fator ativador de plaquetas, e de influenciar a apoptose
celular (CURFS et al., 1997). Tem sido proposto que, além do IFN-y (GOMES et al.,
2003), a producdo cronica de TNF-a também pode desempenhar um papel
importante na progressao da cardiomiopatia crénica da DC (FERREIRA et al., 2003).

Enquanto, neste estudo, os niveis séricos de IFN-y nos pacientes FIDC foram
semelhantes aos do grupo controle, corroborando com os achados de outros autores
(DAVILA et al., 2009; FIUZA et al., 2009), os niveis de TNF-a apresentaram-se mais
baixos. Acredita-se que esta modulacdo nos niveis de TNF-a durante a FIDC
possivelmente esteja associado a um mecanismo regulatério induzido por elevados
niveis de IL-6, com intuito de prevenir o excesso de dano tecidual, e
consequentemente, a progressao da DC. Portanto, ao considerar que a producao de
citocinas pro-inflamatéria como TNF-a, IL-6 e IFN-y modulam a expressdo de
moléculas de adesdo que participam nos processos inflamatérios e contribuem para
o desenvolvimento de uma cardiomiopatia severa, fica pressuposto que os pacientes
FIDC deste estudo, ndo seriam potenciais candidatos ao desenvolvimento da forma
cardiaca crénica devido a baixa producédo de TNF-a, segundo a hipétese de Gomes
e colaboradores (2003).

Diante do papel duplo das citocinas proé-inflamatérias (INF-y e TNF-a), as
citocinas do tipo Th2, irdo contribuir para a regulacado da resposta imune frente a
infeccdo, reduzindo, desta forma, os danos teciduais induzidos pelo processo
inflamatorio. As citocinas IL-4 e IL-10 s&o citocinas reguladoras que possuem
funcBes imunossupressoras, agindo através da inibicdo da ativacdo de macrofagos,
da sintese de NO bem como da reducao da atividade das células Thl produtoras de
IFN-y (DUTRA et al., 2005). Portanto, véarios estudos tém demonstrado que os
mecanismos imunorregulatorios podem afetar a morbidade da doenca nas formas
clinicas cronicas. Neste contexto, associa-se a FIDC a um perfil de citocinas anti-
inflamatorias, representada por alta expresséo de IL-10, enquanto a forma crénica
cardiaca esta associada a mais alta producdo de INF-y e TNF-a em relagao a IL-10,
levando a um perfil inflamatério (ARAUJO et al., 2007; GOMES et al., 2003; VITELLI-
AVELAR et al., 2005).
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A fim de determinar o perfil de resposta imune nos pacientes FIDC, analisou-
se a correlacdo entre os niveis de citocinas regulatorias e inflamatérias bem como o
padrdo de citocinas que guiam as respostas imunes Thl e Th2. Os resultados
demonstraram uma correlacdo positiva entre os niveis de TNF-a e IL-10 bem como
IFN-y e IL-4, demonstrando um controle da resposta inflamatéria durante a FIDC.
Este controle inflamatdrio também foi evidenciado por DAvila e colaboradores
(2009), ao observarem uma correlagéo positiva entre os niveis de IL-10 e IFN-y no
soro de pacientes FIDC, diferentemente dos pacientes na forma cardiaca da DC,
onde ha uma falta de regulagdo entre citocinas pré e anti-inflamatorias associada a
doenca severa, assim como demonstrado em pacientes com leishmaniose (GAZE et
al., 2006).

O balanco inflamatério bem como as citocinas que guiam o tipo de resposta
Thl e Th2, foi avaliado a partir da raz&o TNF-o/IL-10 e IFN-//IL-4 que demonstraram
uma resposta favoravel aos mecanismos de controle da inflamacéo nos pacientes
FIDC, baseado nos baixos niveis de TNF-a e elevados niveis de IL-4. A IL-4, por sua
vez, tem propriedades anti-inflamatérias, tendo acédo sobre os linfocitos T e B,
células NK, mastdcitos, células endoteliais e macrofagos ativados. Sua principal
atividade € determinar o perfil da resposta imune Th2, através da inducdo da
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B, aumento da expressdo de moléculas
MHC classe Il, possibilitando assim maior ativacdo de células Th2 (RIBEIRO et al.,
2008). Além, da sua capacidade de ativar macrofagos a expressar receptores de
manose, que o leva a aumentar suas fungdes microbicidas, e a participar no reparo
tecidual em infeccbes parasitarias cronicas bem como em doencas alérgicas. Esse
balanco Th1/Th2 favoravel a uma resposta Th2 anti-inflamatdria, corroboram com
outros estudos, onde pacientes FIDC apresentavam a razdo IL-10/TNF-a
aumentada, baseada na baixa expressdo de TNF-a e alta expressdo de IL-10
(DUTRA et al.,2014; RIBEIRO et al., 2008; SOUZA et al., 2007), demonstrando que
h& uma modulag&o nas respostas imunes Thl. A analise dos resultados fortalece a
hipotese de que uma regulagéo eficiente na producdo de citocinas pré-inflamatoria
ocorre nos paciente com FIDC, permitindo que esses permanecam na fase
assintomatica da doenca.

O processo inflamatorio esta intimamente associado a disfuncao endotelial e
consequentemente a distlrbios tromboembdlicos que desempenham um importante

papel na progressdao da DC. Isto demonstra a importancia da busca de
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conhecimento sobre mecanismos envolvidos na imunorregulagdo da DC. Em 2012,
foi sugerida a participagdo do sistema purinérgico nos processos de
tromborregulacdo bem como na regulacao das respostas imunes nos pacientes com
a FIDC, através da modulacdo da atividade de ecto-enzimas em plaquetas e
linfécitos. Em conjunto, € sugerido que a modulacdo da atividade de enzimas do
sistema purinérgico regulam o0s niveis extracelulares de ATP e adenosina,
contribuindo para a persisténcia do parasito no tecido do hospedeiro bem como para
o limite do processo inflamatério, e consequentemente o desenvolvimento de
formacao de trombos (SOUZA et al., 2012a; 2012b). Considerando que as células
imunes inflamatérias exibem certo grau de plasticidade a fim de se adaptar a um
novo microambiente, € relevante avaliar outros componentes da sinalizacao
purinérgica que possam estar envolvidos nos mecanismos de imunorregulacdo na
DC.

Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado a importancia dos
receptores purinérgicos na sinalizacdo do ATP e da adenosina na patogénese de
doencas inflamatdrias autoimunes bem como de infec¢des por diversos patdégenos
(AROSIO et al., 2010; CAPECCHI et al., 2005; CHAVES et al., 2009; CORREA et
al., 2010; COUTINHO-SILVA et al., 2003; KUSNER & ADAMS, 2000; OLIVEIRA et
al., 2013; VARANI et al., 2003). Portanto, baseando-se na hip6tese de que
receptores purinérgicos poderiam estar envolvidos nos mecanismos que modulam
eventos pré e anti-inflamatérios durante a FIDC, foi avaliada, pela primeira vez, a
expressao dos receptores P2X7, P2Y11l e A2A em linfocitos de pacientes com a
FIDC.

O ATP extracelular é liberado nos sitios inflamatoérios, funcionando como uma
molécula sinalizadora de dano celular. Portanto, fatores que o reconhecem ou o
processam sao susceptiveis a serem significativamente modulados conforme o
processo inflamatorio é efetivado. A ativacdo do receptor P2X7 pelo ATP
extracelular da inicio a varios processos celulares, incluindo alteragcbes na
morfologia da célula, liberagdo de IL-1B, ativagdo do fator transcricional NF-kB,
ativacdo da fosfolipase D, apoptose (KIM et al.,, 2001) mediada por caspases e/ou
necrose (BIANCO et al. 2009), sendo que a morte celular induzida pela ativacao do
receptor P2X7 é altamente dependente do tipo celular (TAMAJUSUKU et al. 2010).

Ao mesmo tempo, mecanismos responsaveis por alteracdes nas respostas celulares
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frente a diferentes niveis de ATP extracelular, podem comprometer as respostas
protetoras e uma inflamacao ilimitada pode resultar como uma consequéncia.

Atribui-se ao ATP um duplo efeito biologico, pela sua capacidade de gerar
uma inflamacdo ou uma tolerdncia imunolégica, amplificando um sinal
potencialmente modulado por suas diferentes concentracées no meio extracelular.
A primeira e mais simples explicacdo dos efeitos inibitérios do ATP é que a
regulacdo da inflamacdo € dependente da sua biotransformacdo em seu
nucleosideo correspondente, a adenosina que possui efeitos antagdnicos ou
supressores nas respostas imunes e inflamatoérias. Porém, acredita-se também que
0 ATP possa ter uma atividade imunodepressora devido a sua citotoxicidade em
células que guiam a inflamacédo e possuem alto nivel de expressao do receptor
P2X7 como as células dendriticas, macrofagos ou linfécitos T (DI VIRGILIO et al.,
2009).

Os efeitos mediados pelo ATP extracelular via receptor P2X7, como a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 e TNF-a) (SUZUKI et al., 2004) e L-
selectina, que € molécula de adesdo importante para a ligacdo de linfocitos ao
endotélio (GU et al.,, 1998) sdo importantes no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares associadas a aterosclerose. Partindo deste pressuposto surge a
hip6tese de que a modulacdo da expressdo do receptor P2X7 poderia estar
relacionada ao controle dos danos teciduais cardiacos, limitando a progressdo da
DC nos pacientes com a FIDC.

Estudos tém demonstrado que a modulacédo da expressao do receptor P2X7
esta associada a patogénese de doencas autoimunes inflamatérias, como lUpus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide, em que a baixa expressao deste receptor
levaria a diminuicdo da inducdo da apoptose de células imunes bem como a
liberac@o de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1f (PORTALES-CERVANTES et
al., 2010). Poucos estudos foram desenvolvidos, durante a fase aguda da DC, em
relacdo a expressdo do receptor P2X7, incluindo, observacdes no aumento da
permeabilizacdo celular associada ao receptor P2X7 bem como seu envolvimento na
morte celular induzida pelo ATP na atrofia do timo (COUTINHO et al. 1998;
MANTUANO-BARRADAS et al. 2003). No entanto, neste estudo pela primeira vez,
pode-se observar que os linfécitos periféricos dos pacientes durante a FIDC
expressam o receptor P2X7 sem alteracdo significativa nos seus niveis em relagéo

ao grupo controle.



103

As moléculas pro-inflamatérias como o IFN-y e o TNF-a podem aumentar a
expressdo e a funcéo do receptor P2X7 em mondcitos/macréfagos (BLANCHARD et
al., 1991), porém, citocinas anti-inflamatorias, como TGF-B € capaz de prevenir esta
regulacéo, limitando os processos imunes e inflamatérios mediados pelo receptor
P2X7 (GADEOCK et al., 2010). Um estudo recente sobre a infeccdo crbnica pelo
Schistosoma mansoni, demonstrou uma relacdo entre uma resposta Th2 e a
reducdo na expressao do receptor P2X7 em células endoteliais mesentéricas, a fim
de limitar o dano endotelial causado pela infec¢cdo (OLIVEIRA et al., 2013). Baseado
nessas evidéncias, na observacdo de uma polarizacdo Th2 no sistema imune dos
pacientes na FIDC e na presenca de uma NTPDase na superficie externa do T.
cruzi, capaz de interagir nas respostas do hospedeiro (FIETTO et al., 2004; SANTOS
et al., 2009) foi proposto que durante a FIDC poderia haver uma baixa regulacédo do
receptor P2X7 em linfécitos.

Ao analisar a expressao génica e proteica do receptor P2X7 em linfécitos de
pacientes na FIDC, no entanto, ndo foi observada alteracdo em relacdo ao grupo
controle. A funcédo do receptor P2X7 pode variar entre os individuos, levando em
consideracdo a sua capacidade citotdxica, ou seja, de gerar grandes poros na
membrana celular através da sua estimulacao por elevadas concentracbes de ATP
extracelular. O receptor P2X7 nos linfocitos dos pacientes na FIDC foi capaz de
alterar a permeabilizacéo celular in vitro através da inducao por altas concentracdes
de ATP. Estes resultados sugerem que na presenca de baixa regulacdo nos niveis
de citocinas inflamatérias a partir da producao de citocinas anti-inflamatérias, ndo ha
uma modulacdo na expressao do receptor P2X7 nos linfocitos periféricos na FIDC,
sendo preservada a sua capacidade citotoxica. Além disso, sugere-se que a via de
sinalizacdo mediada pelo receptor P2X7 durante a FIDC ndo esta comprometida,
porém as concentracdes de ATP no meio extracelular ndo sé@o suficientes para sua
ativacao, devido a presenca de uma estimulacéo de baixo grau pelo T. cruzi na FIDC
bem como da atividade de enzimas responsaveis pelo metabolismo do ATP. A partir
disto, especulou-se que outros purinoreceptores poderiam estar contribuindo para a
imunomodulacdo na FIDC, como o receptor P2Y11l e o A2A. Uma vez que estes
receptores exercem efeitos inibitdérios nas respostas imunes, a partir da producéo
aumentada de AMP ciclico intracelular (TALVANI et al., 2009).

A imunomodulacdo negativa ocorre na presenca de muito mais baixas

concentracbes de ATP do que as necessarias para ativar P2X7, e de forma
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independente de sua ativagdo. Portanto, as células ao serem intermitentemente
expostas de forma lenta e cronica ao ATP, os seus efeitos sdo muito mais sultis,
modulando as respostas imunes em direcdo a tolerancia imunolégica e supressora
através da ativacdo de receptores do tipo P2Y, como o P2Y11 (DI VIRGILIO et al.,
2009). Portanto, a sinalizagdo induzida pela estimulacdo do receptor P2Y11 atua
como um importante sinal de parada nas respostas imunes a fim de evitar condi¢des
que favorecam a autoimunidade, prevenir um processo inflamatério excessivo, e
consequentemente, evitar alteracdes cardiovasculares, situacdes essas que estédo
intimamente envolvidas na patogénese da DC. Entre 25% e 30% dos pacientes
FIDC, evoluem para a forma cardiaca crénica da DC (MEDEI et al., 2008), portanto,
mecanismos que regulam os eventos cardiovasculares sdo importantes no controle
da evolucdo da doenca. O receptor P2Y11 ndo € expresso em plaquetas, mas esta
associado a regulacdo cardiaca e vascular, através dos seus efeitos inotrépicos
positivos, por estar expresso em diversas outras células, como células imunes,
células endoteliais e cardiomiécitos (BALOGH et al., 2005).

Ha evidéncias de que em condicbes de hipoxia, ocorra a diminuicdo da
expressao do receptor P2Y11, que leva a perda da sua atividade imunossupressora,
e consequentemente favorece ao desenvolvimento de distlrbios cardiovasculares,
como infarto agudo do miocardio (CHADET et al., 2015). No caso da FIDC, foi
proposto que uma modulacdo na expressao do receptor P2Y11l poderia estar
envolvida nos mecanismos que previnem estimulacdo excessiva da inflamacéo, e
protegendo os tecidos de danos oxidativos (BOURS et al., 2006). No entanto, foi
observado que os linfécitos dos pacientes na FIDC expressam o gene do receptor
P2Y11 sem alteracdo nos seus niveis em relacdo ao grupo. Segundo Guo e
colaboradores (2008), sugere-se que normalmente ha uma correlacao positiva entre
0s niveis de expressdo do RNAmM de um determinado gene e da proteina
correspondente. A partir disto, sugere-se que ha subsidios suficientes para a sintese
proteica, e pode-se predizer que, durante a FIDC, tanto o nivel de expressao génica
guanto proteica do receptor P2Y11 encontram-se inalteradas em relagcdo ao grupo
controle. Porém, investigacdes sobre a sua funcionalidade em relagédo a manutencao
do microambiente estabelecido durante a FIDC devem ser realizadas, assim como a
expressao deste receptor em diferentes formas clinicas da DC.

A capacidade do ATP extracelular de promover tolerdncia imune €

determinada pela integracdo de diferentes sinais desencadeados por ele mesmo
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bem como por outros mediadores no microambiente, como a adenosina. Assim, uma
interacdo desencadeada entre os receptores P1 e P2 estimulados pela adenosina e
pelo ATP, respectivamente, deve iniciar uma comunicacdo entre cascatas de
sinalizacdes intracelulares que guiam a imunorregulacdo. A partir disto, supde-se
gue outros mecanismos da sinalizacdo purinérgica possam estar envolvidos na
imunopatologia da FIDC, como a via de sinaliza¢éo adenosinérgica.

Devido as propriedades imunossupressoras da adenosina extracelular, os
seus receptores especificos tém sido importantes alvos moleculares na patofisiologia
da inflamacdo. O seu acumulo no meio extracelular, apresenta um papel
imunomodulador, por limitar as respostas inflamatdrias, e consequentemente ter um
impacto em importantes aspectos da funcéo cardiovascular, incluindo a frequéncia e
a forca dos batimentos cardiacos, a conducdo do impulso cardiaco, a perfusao
coronaria, o crescimento e remodelagem cardiovascular e resisténcia vascular e
cardiaca frente a agressores (RIVKEES & WENDLER, 2012). Além disto, a
adenosina pode contribuir para o estabelecimento da infeccdo por diversos
parasitos, como os tripanossomatideos, que utilizam a via de sintese de novo do
hospedeiro para a sintese de purinas, como um mecanismo de sobrevivéncia (DE
ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et al., 2008; MAIOLI et al., 2004).

Entre os receptores adenosinérgicos, destaca-se o receptor A2A pela sua
importancia na modulacdo da inflamacao através dos seus efeitos anti-inflamatérios,
como a inibicdo da ativacdo de células T e o controle na producéo de citocinas pré-
inflamatdrias como IL-12, TNF-a e IFN-y por diversas células imunes (HASKO et al.,
2000; LAPPAS et al., 2005; PANTHER et al., 2003). A expressao e a funcdo desses
receptores sdo reguladas por fatores inflamatoérios endoégenos, incluindo as citocinas
pré-inflamatérias (KHOA et al., 2001). Esse mecanismo de protecdo contra a
producdo inapropriada de citocinas pode ser evidenciado, por exemplo, na
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). Tem sido relatado que em condi¢bes de
isquemia cardiaca, ha um aumento nos niveis de TNF-a circulante que induzem um
aumento da expressao do receptor A2A em células mononucleares periféricas, que
consequentemente, inibe a producéo de citocinas pro-inflamatorias, como o proprio
TNF-a. Portanto, o efeito inibitorio do receptor A2A mediado pela adenosina
acumulada no meio extracelular pode ser atribuido ao aumento do AMP ciclico

intracelular, que atenua a atividade transcricional do NF-xB (CAPECCHI et al., 2005).
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Ha uma regulagéo coordenada dos efeitos da adenosina extracelular por acao
de ecto-enzimas do sistema purinérgico, além da sinalizacdo desencadeada pelos
receptores purinérgicos. Asakura e colaboradores (2007) demonstraram que uma
diminuicdo da expressao génica de receptores adenosinérgicos no miocardio pode
prejudicar a sinalizagdo induzida pela adenosina, contribuindo assim para a
patofisiologia da ICC. No entanto, uma redugdo na atividade da E-ADA, a fim de
preservar a adenosina no meio extracelular, pode compensar a reducdo na
expressao dos receptores, melhorando a funcéo cardiaca nos pacientes.

Na FIDC, pode-se observar que ha uma diminuigdo dos niveis de TNF-a e um
aumento de IL-4 circulante, além de uma diminuicdo da expressdao génica do
receptor A2A em linfécitos periféricos. Neste caso, 0s resultados sugerem que
possivelmente o microambiente anti-inflamatério gerado durante a FIDC esta
associado a modulacdo negativa da expressdo do receptor A2A em linfocitos, a fim
de limitar a imunossupressao exercida pela adenosina extracelular. Para que o sinal
inibitério da adenosina extracelular na resposta imune seja parcialmente efetivo, ou
seja, hdo comprometa o controle do parasitismo e a vigilancia imunoldgica do
hospedeiro, a reducdo na atividade da E-ADA em linfocitos de pacientes na FIDC
(SOUZA et al., 2012) parece exercer papel importante para preservar a adenosina
no meio extracelular e garantir seus efeitos mediados pela presenca de uma baixa
expressao de receptores A2A. Portanto, a via de sinalizacdo adenosinérgica parece
estar envolvida, nos mecanismos imunorregulatérios durante a FIDC, devido
essencialmente a atividade imunossupressora da adenosina em estagios mais
tardios da inflamacédo diferentemente da sinalizacdo induzida pelo ATP através do
receptor P2Y11 (FREDHOLM et al., 2007; SITKOVSKY & OHTA, 2005).

Um ponto importante a ser considerado é que além da participacdo dos
linfécitos Thl, controlando o parasitismo e promovendo a expansao de linfocitos T
CD8+, e dos linfécitos Th2 responsaveis por diminuirem a expressao de células
efetores bem como moléculas que ativam essas células, sustentando o parasitismo
(ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996), tém sido relacionada uma maior frequéncia
de linfécitos T regulatérios (CD4*CD25"" a FIDC. Os linfécitos T regulatérios
(Treg), por sua vez, desempenham um importante papel na manutencdo da
tolerancia imunoldgica e do controle negativo das respostas imunes patoldgicas,
através da producao de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF- (ARAUJO et
al. 2007, VITELLI-AVELAR et al., 2005). Os linfocitos Treg expressam alto nivel das
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ectonucleotidases, CD39 e CD73, e baixos niveis de ADA, enquanto, as células T
efetoras expressam os niveis destas enzimas de forma contraria. Neste contexto, a
metabolizacdo do ATP extracelular a partir da atividade de ectonucleotidases na
superficie de linfocitos Treg gera a adenosina que ao estimular os receptores A2A
dessas células desencadeia a sua expansdo bem como o aumento da sua atividade
imunorregulatéria. Além disto, a acao inibitéria da adenosina gerada é atribuida a
ativacdo de receptores A2A em linfocitos T efetores, que reduzem suas atividades
imunes, através do aumento da producdo de AMP ciclico intracelular. Em conjunto, a
inibicdo da atividade da ADA nas células T efetoras aumenta a imunossupressao
mediada por linfécitos Treg. Isto demonstra que a sinalizacdo autécrina e paracrina
da adenosina ocorre em diferentes subtipos de linfocitos no sistema periférico, que
podem estar contribuindo para a prevencdo do progressdo da doenca crbnica da
DC.

Em resumo, os resultados deste estudo d&o suporte ao fato de que a
auséncia de sintomas clinicos da DC ocorre devido a um equilibrio nas respostas
imunes Thl e Th2, através da regulacdo da secrecdo de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias, que estd associada a adaptacdo do hospedeiro e ao parasitismo
persistente pelo T. cruzi. Contudo, o perfil de resposta imune durante a FIDC
favoravel a uma resposta Th2, parece estar associado a modulacdo da expresséo
génica do receptor A2A, mas nao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y11l nos
linfocitos periféricos. Portanto, ao dar continuidade aos estudos relacionados a
participacdo da sinalizagdo purinérgica durante a FIDC, pode-se observar que 0s
mecanismos da sinalizacdo adenosinérgica desempenham um papel importante na
regulacdo das respostas imunes, inflamatérias e vasculares durante a FIDC,
controlando a evolugcdo clinica da doenca, como esquematizado na Figura 11.
Assim, o0s receptores da adenosina tornam-se alvos potenciais para estudo e
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que evitem ou retardem o
aparecimento das manifestagbes clinicas da doenca bem como subsidios para o
tratamento de outras doencgas mediadas pela imunidade.

Por fim, especula-se que além dos mecanismos imunorregulatorios
envolvidos na patogénese da DC, os fatores genéticos do hospedeiro sao
importantes determinantes da prevaléncia da doencga e suas manifestacdes clinicas,
sendo responsaveis pela heterogeneidade da DC. O fato de que somente parte da

populacdo que vive em areas endémicas torna-se infectada e somente um terco dos
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cronicamente infectados desenvolvem sintomas, sugere-se o aprofundamento do
estudo genético dos receptores aqui estudados, uma vez que diversos polimorfismos
tém sido identificados e associados a susceptibilidade e ao desenvolvimento de

diversas doencas.

Figura 11 — Resumo esquematico da modulacdo da resposta imune e da
participacdo da sinalizacdo purinérgica em linfocitos de pacientes na forma
indeterminada da doenca de Chagas (FIDC).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os pacientes na FIDC apresentam uma regulacéo na atividade da E-NTPDase e da E-ADA em seus
linfocitos periféricos, a fim de manter baixos os niveis de ATP e altos os niveis de adenosina
extracelulares, respectivamente (SOUZA et al.,, 2012). Durante a FIDC, a geracdo de um
microambiente anti-inflamatério, contribui para a modulacdo negativa na expressdo génica do
receptor A2A em linfécitos periféricos, que parece exercer um importante papel em limitar a
imunossupresséao induzida pela preservacao de altos niveis de adenosina extracelular. Em conjunto,
estes resultados demonstram que a via de sinalizacdo adenosinérgica representa um importante
mecanismo regulatério na resposta imune, inflamatéria e vascular na adaptagcédo entre hospedeiro e
parasito, prevenindo a evolucéo clinica da doenca.

5 CONCLUSAO
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¢Os pacientes com a FIDC apresentaram significantemente mais baixos niveis
séricos de TNF-a e mais altos niveis de IL-4 e IL-6 que o0 grupo controle,
demonstrando que ha um controle do desenvolvimento da doenca, por limitar os

processos inflamatorios.

eAs alteracbes nos niveis séricos de citocinas inflamatorias e regulatérias
observadas nos pacientes com FIDC demonstraram que o equilibrio das respostas
imunes Th1/Th2 é favoravel a uma resposta anti-inflamatéria, como resultado de

uma adaptacdo do hospedeiro a infeccdo pelo T. cruzi, evitando assim maiores

danos teciduais e a evolucao clinica da doenga.

¢ Os resultados revelaram que hé linfocitos periféricos circulantes que expressam o
receptor purinérgico P2X7 nos pacientes FIDC, no entanto, ndo ha modulacdo na

sua expressao com a presenca de um microambiente anti-inflamatorio.

¢ O receptor P2X7 dos linfécitos periféricos dos pacientes FIDC demonstrou possuir
atividade citotdéxica, sendo capaz de induzir dano celular, assim que haja um

desequilibrio na imunidade e que se estabeleca a progresséao da DC.

eFoi demonstrado que os linfécitos periféricos de pacientes FIDC também
expressam o gene do receptor P2Y11. No entanto, a expressdo deste receptor esta
mantida a niveis basais, sugerindo que esta via de sinalizacdo anti-inflamatoria

mediada por baixas concentracées de ATP extracelular esta preservada.

e Além dos receptores de nucleotideos avaliados, os linfécitos dos pacientes FIDC
expressam o gene do receptor de adenosina A2A. Porém, esta expressao encontra-
se diminuida, possivelmente em resposta ao microambiente anti-inflamatorio,

evitando assim uma imunossupressao capaz de alterar a vigilancia imunologica.

eEntre 0s receptores purinérgicos avaliados, sugere-se que a modulacdo na
sinalizacdo adenosinérgica parece desempenhar importante papel imunorregulatério
induzido por um microambiente anti-inflamatério gerado pela infeccdo com o T. cruzi,
como um mecanismo dinamico a fim de manter os pacientes assintomaticos durante
a FIDC.
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7 APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do projeto: “Avaliagao enzimatica em linfocitos e plaquetas de pacientes com doenca
de Chagas”

Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal
Instituicdo/Departamento: Departamento de Microbiologia e Parasitologia — UFSM
Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou (55) 9153-3673

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Obijetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Sigilo:

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa e a responder
um questionario, de forma voluntéria, tendo o direito de desistir a qualquer momento.

Objetivo: a pesquisa avaliara a atividade de algumas substancias que compdem o
sangue de pacientes com doenca de Chagas e de pessoas sem qualquer outra doenca,
para melhor entendermos sobre a doenca de Chagas e assim obtermos informacdes
capazes de futuramente auxiliar no controle e novos tratamentos, jA que no momento néo
temos vacinas nem tratamentos especificos para esta doenca.

Procedimento e riscos: a pesquisa consistird na coleta de sangue podendo ocorrer
o risco de um pequeno desconforto devido a picada da agulha, e do local da coleta ficar
dolorido ou arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, ndo causando problemas a sua
saude.

Beneficios: os resultados nédo irdo trazer beneficios diretos, porém sua contribuicéo
€ importante e consiste apenas para ajudar em novos estudos sobre a evolugéo, controle e
tratamento da doenga de Chagas.

Confidencialidade: as informacdes fornecidas no questionario serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum momento sera

revelado ou utilizado seu nome.

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito deste estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo 0s objetivos deste estudo, os procedimentos a serem realizados, seus

desconfortos e riscos, assim como a garantia de que minhas informacdes serdo
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preservadas. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo.

Santa Maria, ...... (o [ [0 [

Assinatura do sujeito de pesquisa/representante legal N. identidade

(para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Santa Maria, ............. (o [T (o [T

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com os pesquisadores:

Daniela Leal — (055) 3220-9581 Viviane Souza — (055) 9153-
3673
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APENDICE B —-COLETA DE DADOS

Titulo do projeto: “Avaliagdo enzimatica em linfocitos e plaquetas de pacientes com
doencga de Chagas”

Pesquisadora responsével: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal - UFSM
Instituicdo/Departamento: Departamento de Microbiologia e Parasitologia — UFSM
Telefone para contato: (55) 3220- 9581

Identificacdo numero:
Data da coleta
Responsavel pela coleta:

1. Grupo em que pertence o paciente:
Avaliacao cardiolégica: [ ] sim [ ] ndo
Avaliacdo gastrica: [ ] sim [ ] néo

[ ] com doenca de chagas recém diagnosticado

[ ] com doenca de chagas em fase aguda

[ ] com doenca de chagas em fase intermediaria

[ ] com doenca de chagas em fase crbnica - digestiva
[ ] com doenca de chagas em fase crbnica - cardiaca
[ ] sem a doenca de chagas

2. Paciente com a Doenca de Chagas esta em tratamento? Com qual
medicamento (s)?

[ ] né&o [ ]sim
3. Paciente possui algum vicio (fumo, drogas ou alcoolismo)? [ [ sim [ ]
nao
4. Paciente é obeso? [ ]sim [ ]1ndo

5. Paciente alco
6. Paciente esta sob uso de algum medicamento nos ultimos dias?
[ ] néo [ ]sim Qual?

7. Possui umas das seguintes doencas? Qual?
[ ] Hipertensdo [ ] Doenca cardiaca [ ] Diabetes [ ] Doenca auto-imune
(Lapus, p. exemplo)

[ ] Cancer [ ] Artrite reumatdide [ ] Outra infecto-
parasitaria
8. Onde mora? (cidade, estado,
etc)

9. Possui familiares com a Doenca de Chagas?

10.Como e h& quanto tempo descobriu estar infectado?

10. Ja fez transfusdo sanguinea? [ ]sim [ ]néo

Observagoes:
Outras informagdes relevantes:
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ANEXO B — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA _ sederaiy,
Conselho Nacional de Saide Pro-Reitoria de Pos-Graduagio e Pesquisa & £82 %
Comissao Macional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa- CEP- UFSM : =
(CONEP) REGISTRO CONEP: 243 EN 3

CARTA DE APROVAGAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Avaliagio enzimatica em linfocitos e plaquetas de pacientes com Doenga de Chagas.
Numero do processo: 23081.008343/2008-10 )

CAAE (Certificado de Apresentacao para Apreciacac Etica): 0130.0.243.000-09
Pesquisador Responsavel: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolugao 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Salde. Toda e qualguer alteracdo do Projeto, assim como os eventas
adversos graves, deverdo ser comunicados imediatamente a este Comité. O
pesquisador deve apresentar ac CEP:

Setembro/2010-  Relatdrio parcial
Agosto/2011- Relatorio final

Os membros do CEP-UFSM nao participaram do processo de avaliagio dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVACAO: 01/09/2009

Santa Maria, 01 de setembro de 2009.
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e

Edson Nunes de Morais
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa-UFSM
Registro CONEP N. 243,

Sua solicitacao de EMENDA, adicao de metodologia e extensao de cronograma, obteve
parecer favoravel em 18/11/20009.

Sua solicitacao de EMENDA, adicao de metodologia e extensao de cronograma, foi
avaliado e obteve parecer favoravel em 06/09/2012.
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ANEXO C - CARTA DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO |

---------- Forwarded message ----------

From: Microbial Pathogenesis <EviseSupport@elsevier.com>
Date:2016-04-08 21:17 GMT-03:00

Subject: Submission YMPAT 2016_194 received by Microbial Pathogenesis
To: dbitencourtrosaleal@gmail com

Z?giv message was sent automatically. Please do not reply.
Ref YMPAT 2016_194
Title; EVALUATION OF P2X7 RECEPTOR’ EXPRESSION IN PERIPHERAL LYMPHOCYTES FROM

PATIENTS WITH INDETERMINATE FORM OF CHAGAS DISEASE
Joumal: Microbial Pathogenesis

‘Dear Dr. Leal,

. Thank you for submitting your manuscript for consideration for publication in Microbial Pathogenesis. Your
submission was received in good order.

To track the status of your manuscript, please log into EVISEs at:
littp//www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController jspx?2JRNL_ACR=YMPAT and locate your :
submission under the header "My Submissions with Journal' on your 'My Author Tasks' view.

“Thank you for submitting your work to this journal.
Microbial Pathogenesis

'Have questions or need assistance?
‘For firther assistance, please visit our Customer Support site. Here you can search for solutions on a range of topics,
find answers to frequently asked questions, and learn more about EVISE» via interactive tutorials. You canako tak -
24/5 to our customer support team by phone and 24/7 by live chat and email.
Copyright © 2016 Elsevier B.V. | Privacy Policy

“Elsevier B.V,, Radarweg 29, 1043 NX Amsterdam, The Netherlands, Reg. No. 33156677
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ANEXO D — CARTA DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO I

---------- Forwarded message ----------

From: Human Immunelogy <chi@ashi-hla.org>

Date: 2016-08-10 23.01 GMT-03:00

Subject: Thank you for your submission to Human Imnumology
To: dbitencourtrosaleak@gmail com

Dear Dr. Leal,

Thank you for sending your manuscript P2Y11R AND A2AR mRNA EXPRESSION PROFILE IN
LYMPHOCYTES FROM INDETERMINATE FORM OF CHAGAS DISEASE PATIENTS for consideration to
Human Immunology. Please accept this message as confirmation of your submission.

When should I expect to receive the Editor's decision?

For Human Immumology, the average editorial time (in weeks) from submission to first decision is: 12.47
and from submission to final decision is: 23.24.

What happens next?

Here are the steps that you can expect as your manuscript progresses through the editorial process in the Elsevier
Edttorial System (EES).

1. First, your manuscript will be assigned to an Editor and you will be sent a unique reference number that you can
use to track it throughout the process. During this stage, the status in EES will be "With Editor".

2. If your manuscript matches the scope and satisfies the criteria of Human Immmnology, the Editor will identify and
contact reviewers who are acknowledged experts in the field. Since peer-review is a voluntary service, it can take
some time but please be assured that the Editor will regularly remind reviewers if they do not reply in a timely
manner. During this stage, the status will appear as "Under Review".

Once the Editor has received the minimum number of expert reviews, the status will change to "Required Reviews
Complete".

3. It is also possible that the Editor may decide that your manuscript does not meet the journal criteria or scope and
that it should not be considered further. In this case, the Editor will immediately notify you that the manuscript has
been rejected and may recommend a more suitable journal

For a more detailed description of the editorial process, please see Paper Lifecycle from Submission to Publication:
http//help.elsevier.com/app/ answers/detail/a_id/160/p/ 8045/

How can I track the progress of my submission?
You can track the status of your submission at any time at hitp+/ees.elsevier.com/HIM



