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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, continua sendo um grave
problema de salde publica. A calcineurina humana, uma proteina reguladora dependente de
calcio, desempenha papéis cruciais em processos celulares e imunoldgicos, mas sua
participacdo na infeccdo por T. cruzi ainda é pouco explorada. Neste trabalho, avaliou-se o
efeito da inibicdo da calcineurina A por ciclosporina A (CsA) em macrofagos RAW 264.7
infectados com a cepa Y de T. cruzi. Foram realizados ensaios de viabilidade celular e
parasitaria, invasdo e multiplicacdo intracelular, além da dosagem de 6xido nitrico e citocinas
(IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12). Os resultados demonstraram que a CsA reduziu a capacidade de
invasdo e replicacdo do parasita, além de modular a resposta inflamatéria por meio da
diminuicdo de IL-1B, IL-12, IL-6 e aumento relativo de IL-10. Esses achados sugerem que a
calcineurina exerce papel relevante na interacdo hospedeiro-parasita e pode ser alvo promissor
para estratégias terapéuticas contra a Doenga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; calcineurina; ciclosporina A;
citocinas; macrofagos.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a major public health
concern. Human calcineurin, a calcium-dependent regulatory protein, plays critical roles in
cellular and immune processes, but its involvement in T. cruzi infection is still poorly
understood. In this study, the effect of calcineurin A inhibition by cyclosporin A (CsA) was
evaluated in RAW 264.7 macrophages infected with the Y strain of T. cruzi. Cell and parasite
viability assays, invasion and intracellular multiplication tests, as well as nitric oxide and
cytokine quantification (IL-1p, IL-6, 1L-10, IL-12) were performed. Results showed that CsA
reduced parasite invasion and replication and modulated the inflammatory response by
decreasing IL-1p, 1L-12, IL-6 while relatively increasing IL-10. These findings suggest that
calcineurin plays a relevant role in host—parasite interaction and may represent a promising
therapeutic target against Chagas disease.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; calcineurin; cyclosporin A; cytokines;
macrophages.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas: aspectos gerais, historicos e epidemioldgicos

A doenga de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana, € uma
doenca tropical negligenciada, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi. Estima-se que
mundialmente ha cerca de 6 a 7 milhdes individuos infectados com o T. cruzi. A doenca
apresenta maior incidéncia na América Latina, com cerca de 21 paises
endémicos(WHO, 2025). Entretanto, a doenca tem avancado para paises ndo endémicos,
devido & alta taxa de migragdo internacional (Dias et al., 2016).

A doenca de chagas foi descrita pela primeira vez no ano de 1909, pelo
pesquisador Carlos Chagas, no estado de Minas Geralis, Brasil, iniciando os estudos dos
aspectos clinicos da doenca (Dias, 2015). Porém, ha evidencias que sugerem casos de
infeccdo pelo T. cruzi em humanos desde tempos remotos. Em um estudo realizado com
mumias exumadas no Peru e no Chile, pesquisadores utilizaram a datagdo por carbono
para analisar tecidos preservados, e assim, confirmaram a presenca do parasita através
de vestigios de DNA (Chao et al., 2020).

A transmissao dessa doencga pode acontecer de diversas formas, como o contato
do vetor com o hospedeiro, por meio das fezes do inseto contaminado com T. cruzi. O
consumo de alimentos ou bebidas infectados, transmissao vertical, transfusdo de sangue,
transplantes de 6rgdos e acidentes laboratoriais (Cucunuba et al., 2024). Alem disso, 0s
ciclos de transmissdo do parasito envolvem mais de 150 espécies de mamiferos
hospedeiros domésticos, e selvagens, podendo se contaminarem por alguma das vias de
transmissdo (Monteiro et al., 2018).

Considerando que nos altimos anos houve redugdo na transmissdo por meio de
vetores, com melhorias nas condi¢des habitacionais, a doenca de Chagas ainda é
considerada endémica em toda a América Latina, com cerca de 75 milhGes de pessoas
sob risco da infeccdo (Bern et al., 2019). Entre o inicio da década de 1990 e 2010,
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizacdo Pan-Americana
da Saude (OPAS) indicaram que a prevaléncia da doenca teve reducdo de 18 para 6 a 8
milhdes de pessoas infectadas, e a incidéncia reduziu de aproximadamente 200.000 para
40.000 novos casos por ano (CUCUNUBA et al.,2024).



Dessa forma, apesar de a doenca de Chagas ter sido retratada a mais de cem
anos e dos esforcos continuos para seu controle, a doenga ainda representa um grave
problema de saude pablica e social. Ademais, é alarmante a crescente disseminacdo da
doenca para paises ndo endémicos, ressaltando a importancia de estudos sobre a doenca

e de desenvolvimento de estratégias para seu enfrentamento (Lannes-Vieira et al. 2010).

1.2 Trypanosoma cruzi

1.2.1 Espécie e taxonomia

O agente etiologico da doenca de Chagas, o Trypanosoma cruzi, pertence a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao subgénero Schizotrypanum
(Hodo et al., 2016; Moreno et al., 2019). A familia apresenta como caracteristica
principal a presenca de apenas uma mitocondria e de flagelo, o qual se estende ao longo
de todo corpo celular. A matriz mitocondrial apresenta uma complexa estrutura de
fibrilas de DNA, chamada de cinetoplasto (kDNA) (de Souza, 1984).

Essa familia é caracterizada por apresenta 1 ou 2 flagelos que se originam de
uma abertura, chamada de bolsa flagelar, e geralmente possuem uma estrutura adicional
chamada paraflagelar (Fiocruz, 2015). Além disso, os Trypanosomatidae sao flagelados
digenéticos que durando o ciclo de vida apresenta uma evolucdo morfoldgica, no qual
de acordo com as hipdteses filogenéticas, foi possivel caracterizar o subgénero

Schizotrypanum (Oliveira, 1986).

1.2.2 Formas evolutivas

O Trypanosoma cruzi € um parasita heteroxeno, com ciclo de vida complexo,
envolvendo um inseto vetor e um hospedeiro mamifero. A espécie apresenta formas
diferentes ao longo do ciclo, com diferencas morfoldgicas e funcionais em diferentes
hospedeiros, podendo serem identificadas por microscopia de luz, e coradas por um
corante chamado Giemsa (de Souza, 1984)

Em seu ciclo bioldgico, o T. cruzi apresenta 3 formas evolutivas:
tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e epimastigotas (Martins-Melo et al., 2014)
(Figura 1).



A forma tripomastigota do parasita € uma forma alongada, com cinetoplasto
alongado e localizado na regido posterior ao nucleo. O seu flagelo é livre na regido
anterior, emergindo e aderindo ao longo do corpo do parasita. O tripomastigota é a
forma infectante do parasita, e é encontrada no inseto vetor, em sua por¢do final do
sistema digestivo, e nos hospedeiros vertebrados, no sangue e espaco intercelular (Costa
et al., 2013)

A forma amastigota é encontrada principalmente no interior das células
hospedeiras nos tecidos infectados do hospedeiro vertebrado (Canuto, 2016). Esta forma
apresenta forma arredondada, com um flagelo curto, e cinetoplasto em forma de barra
na regido anterior ao nucleo (Silva, 2023a).

E por fim, os epimastigota sdo formas flageladas que apresentam cinetoplasto
localizado anteriormente ao nucleo, e membrana ondulante menos desenvolvida, sendo
encontrados no trato digestivo do inseto vetor (Silva, 2023b).

No ciclo biolégico do parasita, a forma epimastigota, é considerada replicativa,
resultando em formas tripomastigotas, as quais séo infecciosas e ndo replicativas. Os
tripomastigotas, apds invadirem as células do hospedeiro mamifero, diferenciam-se em
amastigotas no citoplasma, onde perdem o flagelo e assumem esta forma arredondada,
dando inicio a fase replicativa intracelular por divisdo binaria. Estas transformacdes
morfologicas representam um importante mecanismo de adaptacdo do T. cruzi,
permitindo sua sobrevivéncia diante das mudancas no meio em que se encontra
(Moreno et al., 2019).

c) tripomastigote

Figura 1- Formas evolutivas do Trypanossoma cruzi. (a) Amastigotas: Forma evolutiva
arredondada, encontrada em tecidos do hospedeiro vertebrado. (b) Epimastigotas: forma



replicativa e flagelada, encontrada no trato digestivo do inseto vetor. (c) Tripomastigotas:
formas flageladas nédo replicativas, encontradas no final do sistema digestivo do vetor, e no
sangue e espaco intercelular do hospedeiro vertebrado (Pefia-Callejas et al., 2022)

1.2.3Cepas Y e G deT. cruzi

O T. cruzi apresenta uma alta diversidade genética e fenotipica intraespecifica,
em que a propagacao das populagdes naturais do parasita baseia-se na sua clonalidade e
em suas trocas genéticas (Breniére et al., 2016). Diante disso, em 2009, uma
classificacdo foi estabelecida para nomear as diferencas genotipicas de cada cepa do T.
cruzi, com base na estrutura genética do DNA genémico e mitocondrial do cinetoplasto
(Callejas-Hernandez et al., 2018; Herreros-Cabello et al., 2019). Assim, criou-se 7
subdivisdes de Unidade de Tipificacdo Discreta (DTUs), Tcl a TcVI, e mais
recentemente, a Tchat (Ramirez et al., 2017).

Analisando caracteristicas bioldgicas e bioquimicas e abordagens moleculares,
com o0s estudos de mini-exos, multilocus e sequéncias de DNA ribossomal, foi
estabelecida essa classificacdo dos subgéneros da linhagem do T. cruzi. Esses subgrupos
sdo classificados de acordo com a sua proximidade genética, e sdo identificados por
marcadores genéticos, moleculares ou imunoldgicos (Herreros-Cabello et al., 2020).

Dessa forma, cada subgrupo do parasita representa um tipo de cepa diferente, o
subgrupo Tcl é representado pela cepa G, enquanto o subgrupo Tcll é representado pela
cepa Y. Cada uma dessas cepas apresentam uma interacdo com as celulas hospedeiras
distintas, levando a uma infectividade diferente em cada caso (Fernandes, 2013). Com
relacdo a patogenicidade e infectividade, o Tcll (cepa Y) apresenta maior capacidade
patogénica in vivo, em compara¢do com outras que ndo causam grandes alteracGes
clinicas em seus hospedeiros, como é o caso no Tcl (cepa G) (Herreros-Cabello et al.,
2019).

Estudos apontam que as diferentes cepas do T. cruzi sdo encontradas em
regibes distintas, sendo que na regido da América continental é encontrado
principalmente as DTUs Tcl (cepa G) e Tcll (cepa Y) (Magalhdes et al., 2015). A DTU
Tcl é associada tanto ao ciclo silvestre quanto doméstico, e possui uma distribuicdo do
sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina e Chile, sendo a principal cepa

responsavel pelos casos da doenca na regido endémica da bacia amazonica. Ja as cepas



Tcll, V e VI sdo associadas a ciclos domésticos da doenca presentes principalmente nos
paises do sul da América do Sul (Ramirez et al., 2014).

1.2.4 Ciclo biolégico do T. cruzi

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida complexo, envolvendo um
inseto da subfamilia Triatominae como seu vetor, e uma gama de hospedeiros
mamiferos (Liu et al., 2020). Ha mais de 130 espécies de triatomineos, sendo trés
espécies consideradas principais vetores do T. cruzi, a Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus e Triatoma dimidiata (Rassi et al., 2012) (Figura 2).

Os triatomineos, popularmente conhecidos como ‘“barbeiros”, apresentam
cinco estagios de desenvolvimento em ambos 0s sexos, sendo que qualquer um desses
estagios, o inseto pode abrigar o T. cruzi, atuando como hospedeiro. A probabilidade de
um triatomineo estar infectado com o parasita aumenta de acordo com os ciclos de
refeicbes de sangue realizados ao longo do periodo de vida do inseto, por tanto, 0s
insetos adultos e mais velhos apresentam uma maior probabilidade de infeccdo (Rassi &
Marin-Neto, 2010; Rodrigues Coura, 1999).

Triatoma infestans

-

Rhodnius prolixus

Triatoma dimidiata

Figura 2- Principais espécies de triatomineos que atuam como vetores do T. cruzi. Fonte:
(Rassi & Marin-Neto, 2010)

Considerando a via de transmissédo vetorial, o ciclo da doenga de chagas

(Figura 3) inicia-se quando a fémea hemat6faga do triatomineo ao realizar o repasto



sanguineo em um animal vertebrado infectado por T. cruzi, ingere sangue contaminado
com formas tripomastigotas do parasita. A maioria dos parasitas ingeridos s&o mortos
no estdbmago do inseto, os parasitas sobreviventes, se transformam em epimastigotas
replicativos e movem-se para 0 intestino médio do inseto, onde se multiplicam.
Posteriormente, os epimastigotas migram para o reto, porcao final do trato digestivo do
inseto, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infecciosos (Onyekwelu &
Onyekwelu, 2019).

Essa etapa de transformacdo do parasita, de epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicos, é chamada de metaciclogénese, processo que depende diversos fatores
estimulatérios, como fome nutricional, AMP ciclico e adenilato ciclase (Gonzales-
Perdomo et al., 1988).

Os tripomastigotas metaciclicos sdo secretados nas fezes do triatomineo
durante o préximo repasto sanguineo em outro vertebrado, e assim penetram a pele
através da ferida provocada pelo inseto vetor, ou por meio das mucosas (Martin-
Escolano et al., 2022). Ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas sao
capazes de invadir uma ampla gama de células nucleadas, como macrdfagos,
fibroblastos, e diversas outras linhagens celulares (Tyler & Engman, 2001).

Apos invadir uma célula, ocorre a formacdo de um vacuolo em volta dos
parasitas, chamado de vacuolo parasitoforo (PV), no qual os tripomastigotas
metaciclicos se diferenciam em formas amastigotas replicativos, conseguindo escapar
do PV para o citoplasma celular (Tyler & Engman, 2001). No citoplasma celular, os
amastigotas entram em estagio de proliferacdo por fissdo binaria, multiplicando-se
intensamente até chegar ao ponto em que a célula hospedeira esteja toda preenchida
com parasitas. Posteriormente, as formas amastigotas se diferenciam em tripomastigota,
que devido a sua constante agitacdo de flagelos provocam a lise da célula (Martin-
Escolano et al., 2022).

Estando livres na corrente sanguinea, os tripomastigotas sanguineos podem
invadir novas células proximas do local de infeccdo, ou através da corrente circulatoria,
alcancam diversos tecidos do hospedeiro vertebrado, invadindo diferentes tipos
celulares (de Souza et al., 2010). Os tripomastigotas livres na corrente sanguinea podem
ser sugados novamente pelos triatomineos, iniciando novamente o ciclo biolégico do T.
cruzi (Bern, 2015).
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Figura 3- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Centro de Controle de Doencas e
Prevencdo, USA

1.3 Sintomatologia e tratamento da Doenca de Chagas

1.3.1 Fase aguda e fase cronica

A Doenga de Chagas pode apresentar trés fases clinicas distintas: fase aguda,
cronica e indeterminada.

A fase aguda é caracterizada por baixa mortalidade e sintomatologia, inicia-se
1 semana apos a infec¢do inicial, entretanto 1 a cada 30 pacientes apresentam sintomas
e sinais relevantes, como febre, aumento dos linfonodos e inchaco em uma Unica
palpebra. Nesta fase da doenca é possivel a identificacdo de parasitas na corrente
sanguinea, através de testes soroldgicos revelando os anticorpos IgM para o T.cruzi
(Umezawa et al., 2001). Apds um més da infeccdo priméria, ha diminuicdo da carga
parasitaria, com isso, os individuos infectados podem progredir para a fase crénica
silenciosa, uma vez que a auséncia ou inespecificidade dos sintomas dificulta o

diagndstico e possivel tratamento da doenca (Schijman et al., 2022).



A fase aguda da doenca é sucedida pela fase cronica geralmente assintomatica,
que pode durar anos ou se estender por toda a vida (Herreros-Cabello et al., 2019).
Nesta fase ndo ha alta parasitemia sanguinea, logo parasitas ndo sdo facilmente
detectados no sangue de pacientes. Esta fase da doenca pode ser subdividida, de acordo
com as caracteristicas clinicas apresentadas: forma indeterminada, cardiaca e digestiva
(Prata, 1994).

A forma indeterminada representa aqueles pacientes que ndo apresentam
sintomas e ndo sdo diagnosticados com doencas de caracteristicas cardiacas,
gastrointestinais ou neurolégicas. Esta forma da doenca atinge cerca de 60 a 70% dos
pacientes, sendo que 2 a 5% podem evoluir ou converter para as formas cardiacas ou
digestivas (Umezawa et al., 2001).

Na fase cronica clinica, aproximadamente 40% dos pacientes desenvolvem
complicagbes como miocardite crénica, megavisceras ou ambas, geralmente entre 10 e
30 anos apos a infeccdo (Herreros-Cabello et al., 2019). A forma cardiaca é tratada
como uma cardiomiopatia, também chamada de cardiomiopatia chagasica, podendo ser
leve ou moderada e gerando insuficiéncia cardiaca. Ja a forma cronica digestiva da
doenca, ocorre em aproximadamente 10% dos casos, e provoca disfungdo motora do
esdfago e/ou do cdlon, causando megaesdfago e/ou megacdlon. A forma digestiva da
doenca pode estar associada a forma cardiaca, quando as formas digestiva e cardiaca
ocorrem simultaneamente, é chamada de forma mista ou cardio-digestiva (Umezawa et
al., 2001).

1.3.2 Tratamento

Com o diagnostico correto da Doenca de Chagas, o paciente pode ser
direcionado ao tratamento da doenca, visando eliminar ou reduzir a carga parasitaria. O
tratamento adequado possibilita a conversdao do quadro da doenca em cronicamente
controlada (Viotti et al., 2014).

Atualmente, os Unicos medicamentos usados para o tratamento da doenca de
Chagas sdo o benzonidazol e o nifurtimox. O benzonidazol é o Unico disponivel no
Brasil, sendo disponibilizado gratuitamente pelo Ministério da Saude na rede publica e
para projetos de pesquisas cientificas (Belmino et al., 2024; Forsyth et al., 2016).

O tratamento em individuos que estdo na fase aguda deve ser realizado

imediatamente apo6s a confirmacdo da infeccdo, e apresenta alta eficicia (Siqueira-
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Batista et al., 2011). J& na fase crbnica, o tratamento apresenta baixa eficacia, mas
também deve ser iniciado logo apds a confirmacdo do diagndstico (Oliveira et al.,
2008). Individuos tratados na fase crénica demonstram menor progressdo da doenca,
principalmente quando iniciado o tratamento imediatamente apés a identificacdo da
doenca (Forsyth et al., 2016).

Ambos 0s medicamentos usados para o tratamento da doenca, apresentam
efeitos adversos varidveis (Viotti et al., 2014). O Benznidazol, é o medicamento mais
usado no tratamento da doenca, pelo fato de apresentar menor duragdo de tratamento e
efeitos adversos menos graves do que o nifurtimox. Entre os efeitos adversos mais
comuns do benznidazol destaca-se quadros de dermatite alérgica. O nifurtimox pode
causar efeitos adversos graves e variaveis, como complicacdes gastricas, psiquiatricas e
neurologicas (Forsyth et al., 2016).

Se faz necessario uma superviséo rigorosa dos pacientes que sdo tratados com
0s medicamentos disponiveis, pois 0s riscos de efeitos adversos sdo graves,
principalmente em adultos, e podem levar a interrupcdo do tratamento. Com o
acompanhamento cuidadoso por uma equipe clinica assistente, 0s medicamentos podem
ser aplicados em todos os pacientes adultos infectados com até 50 anos de idade (Viotti
et al., 2009). As contraindicagdes do uso desses medicamentos sdo em casos de
gravidez, progressao cardiaca avancada e complicacGes hepaticas ou renais (Morillo et
al., 2015)

1.3.3 Proteina calcineurina humana A e o gene PPP3CA

O gene PPP3CA, analisado pela primeira vez no ano de 1979, localiza-se no
cromossomo humano 4 e € responsavel por codificar a subunidade catalitica alfa da
proteina fosfatase 3, também chamada de calcineurina humana (CN) (Bai et al., 2022;
Couto-Silva et al., 2023; Salgado et al., 2017). Apresentando uma ampla distribuicao
em varios tecidos humanos, a CN apresenta maior expressdo em tecidos e células
altamente excitaveis, como tecidos do sistema nervoso central, células musculares
cardiacas e esqueléticas, e linfocitos T (Favaro et al., 2024; Gao & Wang, 2016;
Kipanyula et al., 2016; Wan et al., 2014).

A proteina fosfatase-3 é a forma funcional, correspondendo a subunidade
catalitica da calcineurina (calcineurina A), sendo composta por trés dominios: catalitico

(N-terminal), regulador (dominio de ligagdo a calmodulina e calcio), e auto inibitorio
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(C-terminal). Para sua ativagdo, € essencial que o célcio se ligue ao dominio regulador,
induzindo uma mudancga conformacional que desloca o dominio auto inibitdrio do sitio
catalitico, permitindo a sua atividade enzimética. Esta proteina fosfatase &
extremamente importante para a mediacdo de sinalizacdo dependente de calcio,
realizando a fosforilagdo de inimeras proteinas (Favaro et al., 2024).

A calcineurina humana apresenta inimeras funcfes bioldgicas relacionas a
respostas celulares, como a ativacdo de células T, trafego vesicular, crescimento celular
e apoptose (Qian et al., 2018). A proteina fosfatese-3 estd envolvida na via de
sinalizagdo complexo G-y, essencial na cascata de sinalizagdo do receptor acoplado a
proteina G, desempenhando um papel importante na ativacao de células imunes (Couto-
Silva et al., 2023).

Inibidores da calcineurina sdo muito usados em praticas clinicas como
medicamentos imunossupressores (Imai et al., 2016). Os principais inibidores dessa
proteina sdo a ciclosporina A (CsA) e FK506, no qual formam complexos com duas
classes diferentes de imunofilinas, sendo elas ciclofilina e proteinas de ligagdo FK506.
Os complexos formados pelo farmaco e pela imunofilina, ligam se a proteina
blogueando o seu acesso ao substrato, impedindo a ativagdo. Estes imunossupressores
foram propostos como bases para a criacdo de novas abordagens terapéuticas para o

tratamento, principalmente, de doencas cardiovasculares (Parra & Rothermel, 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Diante das graves consequéncias que a doenca de Chagas impde a satude humana
e das limitaces dos tratamentos atualmente disponiveis, torna-se essencial aprofundar o
conhecimento sobre a proteina calcineurina humana e seu papel na infeccdo causada
pelo parasita Trypanosoma cruzi. Também cabe destacar que a literatura cientifica ainda
€ escassa quanto a relacdo direta entre essa proteina e 0s mecanismos de infeccdo do
parasita, 0 que evidencia a necessidade de novos estudos nessa area.

Investigar essa interacdo molecular, portanto, pode abrir novas possibilidades
terapéuticas, contribuindo para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com
menos efeitos adversos. Considerando que os medicamentos utilizados atualmente séo
restritos e frequentemente associados a toxicidade significativa, compreender 0s
mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da doenca, especialmente aqueles
relacionados a calcineurina, representa um passo promissor para 0 avango no combate a

doenca de Chagas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da calcineurina humana A na modulacéo da infecgéo por
Trypanosoma cruzi in vitro.

3.2 Objetivo especificos

e Avaliar a viabilidade de macrofagos RAW 264.7 e dos tripamastigotas de T.
cruzi submetidos ao tratamento com o imunossupressor Ciclosporina A.

e Investigar a influéncia da calcineurina humana A na invasdo celular e
multiplicacdo intracelular de parasitas selvagens da cepa Y de T. cruzi em
macrofagos RAW 264.7.

e Medir a producdo de oxido nitrico (NO) nos macrofagos infectados com T.
cruzi, apds o pré-tratamento ou tratamento com Ciclosporina A.

e Dosar as citocinas IL1- B, INF- y, TNF- a, ¢ IL-10 liberado pelos macréfagos
infectados com T. cruzi e submetidos aos grupos de tratamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células e parasitas

Foram utilizadas células LLC-MK2, para manutencdo do parasito selvagem da
cepa Y de T. cruzi (WTY), as quais foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
modified Eagle’s medium - DMEM (VitrocelllEmbriolife). Para realizagdo dos
experimentos foram utilizados macrofagos da linhagem RAW 264.7, cultivadas em
meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute). Ambos 0s meios séo
suplementados com L-glutamina (2mM) e D-glicose (4.500 mg/L), bicarbonato de
sodio (2.000 mg/L), HEPES (2.380 mg/L), piruvato de sodio (1.100 mg/L), 10% de soro
fetal bovino — SFB (VitrocelllEmbriolife), e os antibioticos penicilina (60 mg/L),
gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L). As culturas de células e parasitas

foram mantidas em estufa Umida a 37°C e 5% de CO2.

4.2 Inibicéo da Calcineurina A com Ciclosporina A

Para avaliar o papel da calcineurina A na infeccdo por Trypanosoma cruzi, foi
utilizada a Ciclosporina A (CsA) European Pharmacopoeia Reference Standards, um
imunossupressor amplamente descrito como inibidor da calcineurina (Parra &
Rothermel, 2017). A Ciclosporina A foi diluida, em meio de cultura RPMI-1640

suplementado com SFB 10%, para concentracdo final de 0.5 pg/ml.

4.3 Ensaios de Viabilidade celular e parasitaria

Por meio do ensaio de Alamar blue foi avaliado a viabilidade celular de
macrofagos RAW 264.7 ap6s o tratamento com ciclosporina A em diferentes
concentragdes (10 pg/ml a 0.1 pg/ml), nos tempos de 24 a 96 horas pds-tratamento. O
Alamar blue detecta a atividade metabolica das células viaveis (Rampersad, 2012) A

viabilidade de tripomastigotas selvagens da cepa Y de T. cruzi também foi verificada
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utilizando o ensaio de alamar blue, com parasitas incubados em condicfes similares e
analisados ap0s 24 a 96 horas pds-tratamento.

Para validagdo do ensaio, foram utilizados controles: controle positivo (células
viaveis), células cultivadas em condigdes normais e sem tratamento, e controle negativo
(células inviaveis), células foram tratadas com DMSO a 50%, promovendo morte
celular. Os resultados foram analisados por espectrofotometria (570 nm).

4.4 Tratamentos e Grupos Experimentais:

 Grupo Controle: macr6fagos RAW expostas a infeccdo por T. cruzi sem tratamento
com Ciclosporina.

« Grupo de Pré-tratamento: Células de macrofagos RAW tratadas com ciclosporina
(0,05 pg/mL) por 1 hora antes da infec¢do com T. cruzi.

» Grupo de Tratamento: macréfagos RAW infectadas com T. cruzi e tratadas com
ciclosporina (0,05 pg/mL) apdés a infecgéo.

» Grupo de Preé-tratamento + Tratamento: Células de macréfagos RAW tratadas com
ciclosporina (0,05 pg/mL) por 1 hora antes da infeccdo com T. cruzi combinado com o

tratamento continuo apds a infeccéo.

4.5 Ensaios de invasédo celular e multiplicacdo intracelular

Macrofagos RAW 264.7 foram plaqueados em placas de 24 pogos (8 x 10*
células/poco) sobre laminulas de 13 mm e incubados a 37°C, 5% de CO: por 24 horas.
A infeccdo ocorrera utilizando tripomastigotas selvagens da cepa Y de Trypanosoma
cruzi (MOI 5:1) por 2 horas. Apds o periodo de invasao, foram realizadas lavagens com
PBS 1X para remocao dos parasitas nao internalizados.

Nos ensaios de invasdo celular, apds o periodo de 2 horas, as laminulas foram
submetidas a fixacdo e coloracdo por Kit rapido de Pandtico. Nos ensaios de
multiplicacdo celular, ap6s o periodo inicial de invasdo e lavagem de parasitas
extracelulares, o meio de cultura foi renovado de acordo com 0s grupos experimentais

estabelecidos, e as placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO. As
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laminulas foram coletadas, fixadas e coradas ao longo de uma cinética de tempo de 24 a
96 horas pds infecgéo.

Para os ensaios de invasdo celular foram utilizados os grupos experimentais,
controle, pré-tratamento e tratamento (descritos tépico 4.6), e para 0s ensaios de
multiplicacdo intracelular, os grupos controle e tratamento. As laminulas foram

analisadas por microscopia Optica para contagem dos parasitas internalizados.

4.6 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A producéo de 6xido nitrico dos grupos experimentais foi medida utilizando o
método de Griess, técnica colorimétrica usada para dosar o0xido nitrico (NO) de forma
indireta, por meio da quantificacdo do nitrito (NO,’). Apos a infeccdo com T. cruzi, 0
sobrenadante dos diferentes grupos experimentais (controle, pré-tratamento e
tratamento) foram coletados e submetidos ao ensaio de Griess, e 0s resultados obtidos

por meio de espectrofotometria (540 nm).

4.7 Dosagem de Citocinas

A quantificacdo de citocinas no sobrenadante das culturas de macrofagos RAW
264.7 infectados por Trypanosoma cruzi nos diferentes grupos experimentais foram
realizadas utilizando kits comerciais de ELISA. Os grupos experimentais incluiram:
- Controle: ceélulas ndo infectadas
- Pré-tratamento: células tratadas com CsA 1 hora antes da infeccgéo.

- Grupo de Tratamento: células tratadas com CsA apds a infeccgéo.

Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C. O ELISA foi
realizado conforme as instrucdes do fabricante, utilizando anticorpos especificos para as
citocinas analisadas: IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12. A leitura foi feita em
espectrofotbmetro, leitura em 450 nm, e as concentragdes foram determinadas por

interpolacdo na curva-padréo.
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4.8 Bioestatistica

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, e os dados foram analisados
por meio de testes estatisticos apropriados, como ANOVA seguida de teste post-hoc
(Tukey ou Bonferroni), para comparagdo entre os grupos. Um valor de p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

5. RESULTADOS

5.1 Efeito da ciclosporina A sobre T. cruzi Y e viabilidade de macréfagos RAW
264.7

A avaliacdo dos efeitos da ciclosporina A (CsA) foi conduzida tanto sobre os
parasitas da cepa Y de Trypanosoma cruzi (WTY) quanto sobre células murinas da
linhagem RAW 264.7, com o0 objetivo de determinar a toxicidade parasitaria e a
seguranca do composto frente as células hospedeiras.

A exposicdo dos tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi a ciclosporina A
demonstrou um efeito toxico dependente da concentracdo e do tempo de tratamento
(Figura 4). ApoOs 24 horas, a concentracdo de 10 pg/mL j& apresentou reducdo
significativa da viabilidade parasitaria (p = 0,0004), enquanto as demais concentracoes
ndo mostraram diferencas estatisticas relevantes nesse intervalo (Fig. 4A). Com 48
horas de tratamento, observou-se maior toxicidade com as concentracdes de 10 pg/mL
(p = 0,002) e 7,5 pg/mL (p = 0,04), indicando possivel efeito acumulativo (Fig. 4B).
Apols 72 horas, a toxicidade foi significativamente maior nas concentragdes de 10
pg/mL (p = 0,0024) e 7,5 pg/mL (p = 0,048), sendo observada também uma tendéncia
de reducdo de viabilidade em 5 pg/mL (Fig. 4C). As 96h, os dados foram apresentados
como percentual de viabilidade, evidenciando uma reducdo marcada na presenca de 10
pg/mL (p = 0,0007) e 7,5 pg/mL (p = 0,01) (Fig. 4D). As concentractes de 2,5 e 1

png/mL ndo promoveram toxicidade significativa ao longo do periodo analisado.
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Figura 4- Avaliacdo da toxicidade da ciclosporina A sobre tripomastigotas da cepa Y de
Trypanosoma cruzi apés 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do. Os parasitas foram tratados com
diferentes concentracfes da droga (10 pg/mL, 7,5 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL e 1 pg/mL),
sendo DMSO e controle sem tratamento (CTRL) utilizados como referéncia. A toxicidade foi
expressa em porcentagem de células viaveis nos tempos de 24h, 48h e 72h, e 96h. Resultados
representam média + erro padrdo. Diferencas estatisticas significativas foram indicadas com os
respectivos valores de p (ANOVA seguida de teste de Tukey).

Em paralelo, foi avaliada a viabilidade das células RAW 264.7 expostas as
mesmas concentracdes de ciclosporina A (Figura 5). Nas primeiras 24 horas, todas as
concentracBes mantiveram viabilidade acima de 95%, com diferenca significativa na
viabilidade celular apenas na condicdo de 10 pg/mL (p = 0,005) (Fig. 5A). Apos 48, 72
e 96 horas de tratamento, apenas as concentragdes de 10 pg/mL (p = 0,002) e 7,5 pg/mL
(p = 0,04), apresentaram leve citotoxicidade, enquanto as concentrac¢des de 5 pg/mL ou

menores mantiveram taxas de viabilidade superiores a 85% até 96h pds-tratamento (Fig

5B-D).
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Figura 5- Viabilidade das células RAW 264.7 tratadas com ciclosporina A nas concentracdes de
10 pg/mL, 7,5 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 ug/mL e 1 pg/mL, avaliada apos 24, 48, 72 e 96 horas. Os
grupos controle (CTRL) e DMSO foram incluidos como comparativos. A viabilidade foi
expressa em percentual de células vivas. Resultados apresentados como média + erro padréo,
com indicacdo dos valores de p para comparacdes estatisticas significativas (ANOVA seguida
de teste de Tukey).

Os resultados sugerem que a ciclosporina A nas concentracdes de 10 e 7,5
pg/mL apresenta maior toxicidade para as células RAW 264.7 e para os parasitas T.
cruzi cepa Y, ao passo que em concentragdes < 5 pg/mL mantém viabilidade satisfatoria

configurando-se como uma dose potencialmente eficaz e segura para uso experimental.

5.2 Invasédo de Trypanosoma cruzi cepa Y em macréfagos RAW 264.7 tratados com
ciclosporina A

A capacidade de invasdo do T. cruzi (cepa Y) foi avaliada em células RAW
264.7 submetidas a diferentes condicGes de tratamento com ciclosporina A (CsA, 0,05
pg/mL) (Figura 6). Os dados demonstram que o pré-tratamento com CsA, tanto
isoladamente (PRE) quanto combinado com o tratamento continuo apds a infeccéo
(PRE+TRAT), resultou em reducdo significativa no nidmero de células infectadas em

100 células analisadas, em comparacdo ao grupo controle ndo tratado (CTRL). O grupo
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PRE apresentou uma média de células infectadas significativamente inferior ao grupo
CTRL (p = 0,001), enquanto o grupo PRE+TRAT apresentou reducdo ainda mais
significativa (p = 0,0007). J& o grupo tratado somente apds a infeccdo (TRAT) ndo
apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle, embora uma
leve reducdo tenha sido observada. Esses dados sugerem que a exposic¢ao das células a
CsA antes da infeccdo interfere na capacidade de invasdo do parasita.
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Figura 6- Avaliacdo da invasdo de T. cruzi cepa Y em células RAW 264.7 sob diferentes
condicdes de tratamento com ciclosporina A. O gréfico apresenta o nimero médio de células
infectadas por 100 células analisadas. As condicdes experimentais foram: controle (CTRL, sem
tratamento), pré-tratamento com ciclosporina A (PRE), pré-tratamento seguido de tratamento
continuo (PRE+TRAT) e tratamento apenas ap0s a infeccdo (TRAT). Observa-se reducio
significativa no nimero de células infectadas nos grupos PRE (p = 0,001) e PRE+TRAT (p =
0,0007), quando comparados ao grupo controle. Dados expressos como média + DP.

5.3 Avaliacdo da multiplicacéo intracelular do T. cruzi em diferentes tempos pos-
infeccdo

A cinética da infeccdo intracelular foi avaliada em 24, 48, 72 e 96 horas pds-
infeccdo (hpi), com base na contagem do numero de células infectadas contendo
diferentes cargas parasitarias (1, 2-5, 6-10 e >10 parasitas) (Figura 7), bem como na
média de parasitas em 100 células infectadas (Figura 8).

Apb6s 24h de infeccdo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre 0s grupos controle e tratado, independentemente da carga parasitaria
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por célula (Fig. 7A). Contudo, 48 hpi, 0 grupo tratado apresentou menor propor¢do de
celulas infectadas contendo 2-5 parasitas (p = 0,04) e maior nimero de células com
apenas 1 parasita (p = 0,003), em comparacdo ao controle (Fig. 7B). 1sso sugere que 0
tratamento limitou a replicacdo inicial dos parasitas no interior das células hospedeiras.

As 72 hpi, observou-se reducdo significativa no nimero de células infectadas
com 6-10 parasitas (p = 0,01) no grupo tratado, e maior nimero de células infectadas
com 2-5 parasitas (p = 0,04), em comparacdo ao controle (Fig. 7C). Ap6s 96h de
infecgdo, o grupo tratado apresentou maior nimero de células infectadas com 2-5
parasitas (p = 0,01), embora as demais categorias ndo tenham diferido estatisticamente
(Fig. 7D).
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Figura 7- Cinética de infeccdo intracelular por T. cruzi cepa Y em células RAW 264.7 tratadas
ou ndo com ciclosporina A. Distribuicdo do nimero de células infectadas por 100 células
analisadas, de acordo com a carga parasitéaria intracelular (1, 2-5, 6-10 e >10 parasitas) nos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas pos-infeccdo (hpi). Os grupos controle (preto) e tratado com
ciclosporina A (cinza claro) foram comparados por andlise estatistica. Dados expressos como
média = DP.

Além disso, o numero médio de parasitas intracelulares em 100 células
infectadas totais foi significativamente menor nos grupos tratados nos tempos de 48 hpi

(p = 0,001) e 72 hpi (p = 0,02), indicando reducdo na carga parasitaria. As 96 hpi,
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embora ainda se observasse uma tendéncia de diminui¢&o no grupo tratado, a diferenca

ndo alcancou significancia estatistica (Fig. 8).
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Figura 8- Numero médio de parasitas intracelulares por 100 células infectadas em diferentes
tempos pos-infeccdo com T. cruzi cepa Y. Gréafico de barras representando a meédia de parasitas
intracelulares por 100 células infectadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas pos-infeccao.
Comparacdo entre grupo controle (preto) e grupo tratado com ciclosporina A (cinza claro).
Dados expressos como média + DP.

5.4 Producdo de oxido nitrico (NO) pelas células RAW 264.7 infectadas e tratadas
com ciclosporina A

A producdo de 6xido nitrico (NO) foi quantificada nos tempos de 24, 48, 72 e 96
hpi, nos grupos controle negativo (C-), controle positivo infectado (C+), células pré-
tratadas com CsA (PRE) e células tratadas ap6s infeccdo (TRAT) (Figura 9A-D). Em
todos os tempos analisados, observou-se aumento significativo na producdo de NO no
grupo C+ em comparacdo ao C—, confirmando a ativacdo da resposta inflamatoria frente
a infeccdo pelo parasita.

Apo6s 24h de infeccdo, a concentracdo de NO no grupo pré-tratado foi
significativamente maior em relacdo ao grupo C— (p = 0,003), enquanto o grupo TRAT
apresentou valores intermediarios, sem diferenca estatistica (Fig. 9A). Ao longo da
cinética temporal observada posteriormente, 48 a 96hpi, o grupo C+ apresentou 0s
niveis mais elevados de NO, superiores aos grupos pré-tratados e tratados (Fig. 9B-D),
indicando que a ciclosporina A atenuou a resposta inflamatéria mediada por NO ao

longo da infecgéo.
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Figura 9- Producéo de oxido nitrico (NO) por células RAW 264.7 infectadas com T. cruzi cepa
Y e submetidas a diferentes condigdes de tratamento com ciclosporina A. Concentracdo de NO
(uM) medida por reagdo de Griess nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h pds-infeccdo. Foram
avaliados os seguintes grupos: controle negativo (C-), controle positivo infectado (C+), pré-
tratamento com ciclosporina A (PRE) e tratamento ap6s infeccdo (TRAT). Dados expressos
como média + DP.

5.5 Dosagem de citocinas em macrofagos infectados com T. cruzi sob modulagao
com ciclosporina A

A producdo das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e IL-12 foi avaliada em
sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 infectados com a cepa selvagem Y de
Trypanosoma cruzi, com ou sem modulacdo por ciclosporina A (Figuras 10-13).

A andlise da producdo de IL-1B revelou que a infeccdo por T. cruzi induziu
niveis elevados dessa citocina pré-inflamatoria no grupo controle, tanto em 24 guanto
em 96 hpi (Figura 10 A-C). No entanto, a modula¢do com ciclosporina A resultou em
uma inibicdo significativa da secre¢do de IL-1B. Em 24 hpi, o grupo pré-tratado e
tratado, apresentaram reducao na producdo da citocina em comparagdo ao controle, p <
0,0001 e 0,0504, respectivamente (Fig. 10A). Em 96 hpi, essa inibicdo se manteve,
sendo estatisticamente significativa tanto para o grupo pré-tratamento em relacdo ao

controle (p < 0,0001), quanto para 0 grupo tratamento em comparacdo ao pré-

22



tratamento (p = 0,0001) (Fig. 10B). A analise temporal demonstrou que a producéo de
IL-1B aumentou significativamente entre 24 ¢ 96 hpi apenas no grupo tratado (p =

0,0002), sugerindo uma recuperacao tardia da resposta inflamatéria (Fig. 10C).
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Figura 10- Producdo de IL-1B por macrofagos RAW 264.7 infectados com Trypanosoma cruzi
e tratados com ciclosporina A. (A) Concentracdo de IL-1p em sobrenadantes de culturas de
macrofagos em 24 horas pds-infecgdo (hpi), nas condi¢des: Controle (células ndo tratadas), Pre-
tratamento (ciclosporina A administrada 1h antes da infeccdo), e Tratamento (ciclosporina A
administrada apos a infeccdo). (B) Concentracdo de IL-1p aos 96 hpi nas mesmas condi¢Ges
experimentais. (C) Comparacao temporal entre 24 e 96 hpi para cada condicdo experimental. As

dosagens foram realizadas por ELISA. Resultados apresentados como média + desvio padrao; p
< 0.05.

A citocina IL-6 apresentou padrdo semelhante, com reducéo significativa nos
grupos modulados (Figura 11). Em 24 hpi, observou-se uma queda significativa da
producdo de IL-6 no grupo pré-tratado e tratado em comparacgdo ao controle (p = 0,01 e
0,003) (Fig. 11A). Em 96 hpi, a producdo permaneceu inibida no grupo pré-tratado em
relacdo ao controle (p < 0,0001) e foi significativamente maior no grupo tratado em
comparacdo ao pré-tratado (p = 0,04), indicando que o tratamento pos-infec¢do restaura
parcialmente os niveis de IL-6 (Fig. 11B). Temporalmente, houve reducéo significativa
da IL-6 no grupo tratado entre 24 e 96 hpi (p = 0,002) (Fig. 11C).
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Figura 11- Avaliacdo da producéo de IL-6 em macrofagos RAW 264.7 infectados por T. cruzi e
submetidos @ modulacdo com ciclosporina A. (A) Niveis de IL-6 aos 24 hpi nas condi¢des de
Controle, Pre-tratamento e Tratamento com ciclosporina A. (B) Niveis de IL-6 aos 96 hpi. (C)
Andlise comparativa da producdo de IL-6 entre 24 e 96 hpi para cada grupo experimental. Os
dados foram obtidos por ELISA e expressos em pg/mL. Resultados apresentados como média +
desvio padréo; p < 0.05.

A andlise da IL-10 revelou um perfil oposto, com aumento da producéo induzido
pelo tratamento com ciclosporina A (Figura 12). Em 24 hpi, o grupo pre-tratado
apresentou reducdo significativa dos niveis de IL-10 em comparacdo ao controle (p =
0,01), enquanto o grupo tratado exibiu um aumento marcante em relacdo ao pré-tratado
(p = 0,0003), sugerindo que a administracdo da droga apds a infeccdo estimula a
resposta anti-inflamatoria (Fig. 12A). Em 96 hpi, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (Fig. 12B). A analise entre tempos
indicou uma tendéncia de aumento progressivo nos niveis de IL-10 nos grupos

modulados, embora sem significancia estatistica (Fig. 12C).
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Figura 12- Produgdo de IL-10 em macrofagos infectados por T. cruzi e tratados com
ciclosporina A. (A) Concentracdo de IL-10 aos 24 hpi em células controle, pré-tratadas e
tratadas com ciclosporina A. (B) Concentragdo de I1L-10 aos 96 hpi. (C) Comparagéo temporal
dos niveis de IL-10 entre 24 e 96 hpi dentro de cada condi¢do. As andlises foram conduzidas
por ELISA, com resultados expressos em média + desvio padrdo; p < 0.05.

Por fim, a dosagem de IL-12 indicou que a ciclosporina A exerce forte efeito
inibitorio sobre essa citocina pré-inflamatoria (Figura 13). Em 24 hpi, houve reducéo
significativa da producéo de IL-12 nos grupos pré-tratamento (p = 0,02) em comparagéo
ao grupo controle, e uma reducdo mais significativa entre o tratamento em comparacao
com o pré-tratamento (p = 0,001) (Fig. 13A). Em 96 hpi, esse padrdo se manteve, com
diminuicGes significativas nos niveis de IL-12 tanto no grupo pré-tratado quanto no
grupo tratado (p = 0,0001) em relacdo ao controle (Fig. 13B). Apesar disso, a analise
temporal demonstrou um aumento significativo na producéo de IL-12 entre 24 e 96 hpi
em todos 0s grupos experimentais: controle (p < 0,0001), pré-tratamento (p < 0,0001) e
tratamento (p = 0,02) (Fig. 13C).
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Figura 13- Efeito da ciclosporina A na producdo de IL-12 por macréfagos RAW 264.7
infectados por T. cruzi. (A) Concentracdo de IL-12 em 24 hpi nas condi¢des Controle, Pré-
tratamento e Tratamento. (B) Concentracao de I1L-12 em 96 hpi. (C) Comparacdo dos niveis de
IL-12 entre 24 e 96 hpi para cada grupo. A quantificacdo foi realizada por ELISA, com os dados
expressos em pg/mL como média + desvio padrédo; p < 0,05.

Os resultados sugerem que a ciclosporina A modula de forma distinta as
respostas pro e anti-inflamatérias em macrofagos infectados por T. cruzi. Enguanto IL-
1B, IL-6 e IL-12 sdo inibidas, especialmente quando a droga é administrada antes da
infeccdo, a IL-10 é favorecida no tratamento pds-infeccdo, sugerindo um efeito
imunomodulador que pode influenciar o curso da infeccdo e a ativacdo de diferentes

perfis de macrofagos.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo por Trypanosoma cruzi envolve uma complexa interagdo entre o
parasita e as células do sistema imune inato, especialmente os macrofagos. Essas células
sdo responsaveis pela fagocitose e destruicdo de patdégenos intracelulares, bem como por
orquestrar a resposta inflamatoria através da producdo de mediadores como Oxido
nitrico e citocinas (Machado et al. 2012). Um estudo recente demostrou que fatores
genéticos do hospedeiro exercem forte influéncia sobre a suscetibilidade a infecg¢do por
T. cruzi. Couto-Silva et al. (2023) identificaram que populacGes indigenas da Amazonia
apresentam elevada frequéncia de uma variante no gene PPP3CA, associada a redu¢do
da taxa de invasdo celular pelo parasita, sugerindo que essa caracteristica foi favorecida
por pressdo seletiva ao longo de milhares de anos, em resposta a exposicdo persistente
ao T. cruzi.

O gene PPP3CA codifica a subunidade catalitica da calcineurina, cuja atividade
é inibida pela ciclosporina A (CsA), promovendo a modulacdo de diversas vias
imunologicas (Bressan et al. 2010). Diante disso, o0 presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos da CsA e da inibicdo da PPP3CA na infeccdo de macrofagos RAW
264.7 pela cepa Y de T. cruzi, analisando taxa de invasdo, multiplicacdo intracelular,
producdo de oxido nitrico e perfil de citocinas, com o intuito de elucidar os mecanismos
imunomodulatorios envolvidos.

Os resultados deste estudo indicam que a ciclosporina A (CsA) apresenta efeito
dependente da concentracdo sobre a viabilidade de macr6fagos RAW 264.7 e sobre os
parasitas T. cruzi cepa Y. Concentracdes mais elevadas, 10 e 7,5 pg/mL, mostraram
maior toxicidade, enquanto concentragdes < 5 pg/mL preservaram a viabilidade celular
e parasitaria, sugerindo um intervalo experimental seguro para investigacdo dos efeitos
imunomodulatérios da droga.

A avaliacdo da capacidade de invasdo do T. cruzi revelou que o pré-tratamento
com CsA (0,05 pg/mL), isolado ou combinado com tratamento continuo apds a
infeccdo, reduziu significativamente o nimero de células infectadas, enquanto que o
tratamento pds-infeccdo ndo apresentou efeito significativo. Essa observacdo corrobora
os achados de Couto-Silva et al. (2023), que demonstraram que populac¢des indigenas da
Amazonia apresentam alta frequéncia de uma variante no gene PPP3CA, a qual esta

associada a reducdo da taxa de invasdo celular pelo T. cruzi. Além disso, a CsA
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também impactou a multiplicagdo intracelular do parasita, com redugdes significativas
no numero médio de parasitas por célula infectada em 48 e 72 horas pds-infeccdo. Esses
achados sugerem que a CsA atua em etapas iniciais da interacdo parasito—hospedeiro,
possivelmente modulando processos celulares criticos para a internalizagéo e replicacdo
do parasita, como a reorganizagdo do citoesqueleto, a formacdo do fagossomo e a
ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes de célcio.

A ciclosporina A (CsA) exerce seus efeitos imunomodulatérios principalmente
por inibir a fosfatase calcineurina, bloqueando a desfosforilacdo e a ativacdo de fatores
de transcricdo dependentes de célcio, como fator nuclear de células T ativadas (NFAT),
proteinas FOXO (FOXO), fator de transcricdo EB (TFEB) e fator de potencializacéo de
midcitos 2 (MEF2) (Creamer 2020). A inibicdo desses fatores impede a translocacéao
nuclear e reduz a expressdo de genes envolvidos em multiplos processos celulares, por
exemplo, o0 NFAT controla a expressdo de citocinas pro-inflamatérias e moléculas de
adesdo, o0 FOXO regula genes associados a sobrevivéncia celular e ao estresse, 0 TFEB
coordena a biogénese lisossomal e a autofagia, enquanto o MEF2 esta envolvido na
remodelacdo do citoesqueleto e na diferenciacdo celular (Parra and Rothermel 2016;
Lapierre et al. 2015; Hoffman, Taleski, and Sontag 2017).

A internalizacdo e a replicacdo do T. cruzi dependem da manipulacdo precisa da
sinalizagdo dependente de calcio do hospedeiro. Durante a invasdo, picos de calcio
intracelular induzem a reorganizacdo do citoesqueleto, recrutamento de actina, miosina
e outras proteinas motoras, além da formacdo de invaginacdes da membrana plasmatica
que possibilitam a internalizacdo eficiente do parasita (Maeda, Cortez, and Yoshida
2012). Apds a entrada, a manutengédo ou inducéo de fluxos de célcio dentro do vacutolo
parasitéforo e do citosol hospedeiro contribui para a fusdo adequada com endossomos e
lisossomos precoces, permitindo a maturacdo do vacuolo e a criagdo de um ambiente
intracelular favoravel a sobrevivéncia e multiplicacdo do parasita (Romano et al. 2012).

Dessa forma, sugere-se que a acdo da CsA antes da infeccdo pode impedir o
estabelecimento adequado do T. cruzi, ndo apenas por reduzir a ativacdo basal de
macrofagos, mas também por modular diretamente as vias intracelulares que controlam
a internalizacdo, o trafego vesicular e a formacdo do ambiente vacuolar, essenciais para
a sobrevivéncia e replicacdo do parasita.

Quanto a producdo de 6xido nitrico, foi observado no grupo tratado com CsA,
uma significativa diminuicdo na producdo de oOxido nitrico (NO), um dos principais

mediadores da atividade microbicida de macrofagos contra parasitas intracelulares. O
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6xido nitrico € uma molécula reativa produzida principalmente por macrofagos ativados
a partir da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), em resposta a sinais
inflamatorios. O NO pode atuar de forma direta, promovendo danos ao DNA, proteinas
e membranas dos microrganismos, ou de forma indireta, gerando espécies reativas de
nitrogénio (RNS), além de participar na modulacdo da resposta imune, influenciando a
producdo de citocinas, a polarizacdo de macréfagos e a regulacdo do processo
inflamatorio (Gutierrez et al. 2009).

Por tanto, uma vez que a producdo de NO esta intimamente ligada a inducdo da
enzima iNOS, cuja expressao é regulada pelo fator nuclear kappa B (NF-kB), fator de
necrose tumoral alfa (TNF- a), e interferon gama (IFN-y), a inibigdo da calcineurina ao
reduzir a ativacdo dessas vias inflamatorias, resulta em menor producdo de NO
(Hamaélainen, Korhonen, and Moilanen 2009). Essa queda nos niveis de NO apresenta
uma dualidade, por um lado, tende a ser benéfica ao limitar o dano inflamatorio ao
tecido hospedeiro, mas, por outro, compromete a capacidade efetora dos macréfagos em
eliminar o parasita, favorecendo a persisténcia da infeccdo (Gutierrez et al. 2009).

No contexto do perfil de citocinas, os resultados obtidos reforcam a capacidade
imunomoduladora da CsA, refletido pela supressdo de citocinas pré-inflamatorias, como
IL-1B, IL-6 e IL-12. A reducdo desses mediadores sugere que a CsA interfere na
ativacdo classica dos macréfagos (perfil M1), possivelmente por meio da inibicdo da
translocacdo de fatores de transcricdo dependentes de calcio, como NFAT e NF-«kB,
essenciais para a expressdo de genes pro-inflamatorios (Xia et al. 2023; Gui, Jiang, and
Zhang 2021). Esse efeito destaca a capacidade da CsA de reconfigurar a resposta
inflamatdria celular desde fases precoces da interacao parasito—hospedeiro.

Paralelamente, observou-se aumento significativo da IL-10, citocina reguladora
conhecida por promover polarizacdo de macréfagos para um fendtipo M2 (Jiang et al.
2016). Esse perfil modulador da resposta inflamatdria contribui para a reducao de danos
teciduais e para a manutencdo de um microambiente imunologico mais equilibrado. No
entanto, tal efeito pode ser simultaneamente aproveitado pelo T. cruzi como estratégia
de evasdo, uma vez que a acdo da IL-10 suprime a producdo de Oxido nitrico e de
citocinas pré-inflamatorias cruciais para o controle efetivo da infeccédo (Stijlemans et al.
2022). A inducdo de IL-10 também estd associada a ativacdo do eixo STAT3, que
contribui para a repressdo de genes pro-inflamatérios e da iINOS (Hutchins, Diez, and
Miranda-Saavedra 2013), o que se correlaciona com o0s outros achados como reducéo

nos niveis de citocinas pré-inflamatérias e de 6xido nitrico.
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A diminui¢do concomitante de NO e de citocinas pro-inflamatérias reforca a
hipotese de que a CsA atua em multiplos niveis, modulando tanto a sinalizagdo
intracelular quanto a producdo de mediadores efetores microbicidas. A combinagéo
desses efeitos sugere que a droga ndo apenas limita a ativacdo excessiva do macrofago,
mas também ajusta a capacidade microbicida da célula, reconfigurando o equilibrio
entre mecanismos efetores e regulatorios.

Em sintese, os resultados reforcam o potencial da ciclosporina A como
modulador da infeccdo por Trypanosoma cruzi, exercendo efeitos tanto sobre a
capacidade do parasita de invadir e se multiplicar em macréfagos quanto sobre a
resposta imune desencadeada. Entretanto, o uso de imunossupressores como a CsA em
contextos infecciosos deve ser criteriosamente avaliado, considerando os riscos de
favorecer a persisténcia parasitaria e a evolugdo para formas cronicas da doenca. A
compreensdo das vias moduladas pela CsA e sua relacdo com determinantes genéticos
como o PPP3CA reforca o potencial para novas estratégias terapéuticas contra o T.

cruzi, com maior seguranga em contextos clinicos complexos.
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7. CONCLUSAO

A ciclosporina A exerce um papel modulador na interacdo entre macr6fagos RAW
264.7 e Trypanosoma cruzi. O farmaco apresentou viabilidade celular preservada na
concentracdo de 5 pg/mL e promoveu reducdo significativa na taxa de invasédo e
multiplicagdo do parasita, além de diminuir a producdo de Oxido nitrico.
Concomitantemente, foi observado um perfil de citocinas alterado, com reducdo de
mediadores pro-inflamatorios (IL-1p, IL-6 e IL-12) e aumento da secrecdo de IL-10,
sugerindo um redirecionamento da resposta imune para um estado mais regulador.

Os resultados evidenciam que a calcineurina exerce papel determinante na
modulacdo da resposta imunoldgica frente a infeccdo por Trypanosoma cruzi. A via
regulada por essa fosfatase mostrou-se essencial para a ativacao plena dos macrofagos e
para a producdo coordenada de mediadores pro e anti-inflamatorios, elementos-chave
no equilibrio entre contencdo da replicagdo parasitaria e prevencdo de danos
exacerbados ao tecido hospedeiro.

A utilizacdo de ciclosporina A como inibidor experimental permitiu demonstrar que
esta droga interfere de maneira significativa na dindmica da infeccdo por T. cruzi, tanto
ao reduzir a invasdo e a multiplicacdo do parasita quanto ao remodelar o perfil funcional
dos macrdéfagos. Esse duplo efeito ressalta a importancia de compreender melhor as vias
reguladas pela calcineurina no contexto da doenca de Chagas, contribuindo para ampliar
0 conhecimento sobre potenciais alvos terapéuticos. Futuras investigacdes poderdo
explorar esses mecanismos em maior profundidade, de modo a avaliar sua
aplicabilidade em estratégias que conciliem controle parasitario e modulacdo adequada

da resposta imune.
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