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RESUMO

Trypanosoma cruzi, o agente etiologico da doenca de Chagas (DC), afeta milhdes
de pessoas na América Latina. A invasdo por T. cruzi e sua replicacéo intracelular
sdo essenciais para o ciclo de vida do parasito e para o desenvolvimento da DC.
Nés apresentamos evidéncias sugerindo o envolvimento da ciclooxigenase-1 e 2
(COX-1/COX-2) do hospedeiro durante a invasdo por T. cruzi. A inibicao
farmacoldgica de COX-1 com aspirina (ASA) provocou marcante inibicdo da infeccéo
quando macrofagos pré- tratados com ASA por 30 minutos a 37°C antes da
inoculacdo com T. cruzi. Esta inibicdo foi associada com aumento da producéo de
TNF-a, 6xido nitrico (NO) e IL1-B por macrofagos. O tratamento de macréfagos com
inibidores das oOxido nitrico sintases (iINOs e cNOs) ou a adicdo de PGE2
restauraram a capacidade invasora deT.cruzi em macrofagos previamente tratados
com ASA. Interessante, 0 efeito provocado pela ASA foi mediado por “Lipoxina
iniciada por aspirina”. Em adigao, o tratamento de células cardiacas de coragao de
ratos (mioblastos-H9C?2) pré-tratadas com inibidores de COX-1 (aspirina) e COX-2
(celecoxibe) por 60 minutos a 37°C, também inibiu a infecgdo por T. cruzi. Esta
inibicdo esta associada com aumento da producédo de NO e IL1- B e com reducgdo da
producdo de TGF-B pelos mioblasto. Nossos resultados indicam que PGE2, NO,
lipoxinas e TGF-B estdo envolvidos na regulacdo da atividade anti-T. cruzi por
macréfagos e mioblastos, fornecendo um melhor entendimento do papel das
prostaglandinas na resposta inflamatoria inata durante a infeccdo por T. cruzi. E
abrem novas possibilidades para investigacdo de novas abordagens terapéuticas
contra a doenca de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. COX-1. COX-2. Macréfagos. Mioblasto.
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ABSTRAT

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease (DC) affects millions of
people in Latin America. The invasion by T.cruzi and intracellular replication are
essential to the life cycle of the parasite and the development of DC. Here,
wepresent evidence suggesting the involvement of cyclooxygenase -1 and -2 (COX-
1/COX-2) of the host during invasion by T.cruzi. Pharmacological inhibition of COX-1
with aspirin (ASA) caused inhibition of infection when macrophageswere pretreated
with ASA for 30 minutes at 37°C before inoculation with T. cruzi. This inhibition was
associated with increased production of TNF-a, nitric oxide (NO) and IL1-B by
macrophages. Treatment of macrophages with inhibitors of nitric oxide synthase
(cNOS and INOS) or addition of PGE2 restored invasiveness of T. cruzi in
macrophages pretreated with ASA. Interestingly, the effect caused by ASA were
mediated “Lipoxin trigger by aspirin.” In addition, treatment of cardiac rat heart cells
(myoblast-H9C2) with COX-1 (aspirin) and COX -2 inhibitors (celecoxib) for 60
minutes at 37°C also inhibited infection by T. cruzi. This inhibition is associated with
increased production of NO and IL-1B and reduced production of TGF-B by
myoblasts. Our results indicate that PGE2 , NO, TGF- and lipoxins are involved in
regulating the activity anti-T.cruzi by macrophages and myoblasts, providing a better
understanding of the role of prostaglandins in the innate inflammatory response
during infection by T. cruzi, pening new possibilities for new therapeutic approaches
against Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi. COX-1. COX-2. Macrophages. Myoblast
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS E Trypanosoma cruzi

As doencas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilh&o de
pessoas em todo o mundo, principalmente populagdes de baixa renda que vivem
em climas tropicais e subtropicais. Varios sdo os agentes etioldgicos dessas
doencas, como virus, bactérias, protozoarios e helmintos. A Doenca de Chagas
(DC) é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma doenca
tropical negligenciada (WHO, 2013).

A DC ou tripanosomiase americana € causada pelo protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi da Ordem Kinetoplastida Famila
Trypanosomatidea e constitui uma zoonose tipica das regides tropical e
subtropical da América Latina, estendendo-se até a regido sudeste dos Estados
Unidos da América (DIAS, 2006).

O ciclo de vida do protozoéario T. cruzi é complexo (Figura 1) e
apresenta trés formas evolutivas, denominadas de tripomastigotas como a forma
infectante do parasito que estéo livres no sangue, epimastigotas como forma de
multiplicacdo no triatomineo, e amastigotas que se multiplicam dentro das células
hospedeiras de mamiferos (BURLEIGH, ANDREWS, 1995).

Durante ou ap0s o0 repasto sanguineo, tripomastigotas
metaciclicos sdo eliminados nas fezes e urina do vetor (Figura 1), invadem o
hospedeiro vertebrado pelo local da picada (GASCON et al, 2010). Ao penetrar no
tecido, o parasito interage com as células da pele ou mucosas (COUTINHO et al.,
1999). Apds a invasdo do parasito as formas tripomastigotas aderem-se as
membranas de diferentes tipos de células do hospedeiro, inclusive macrofagos.
Os parasitos penetram a partir do vacuolo parasitoforo em formacédo e a medida
gue o processo de internalizacdo progride, lisossomos se fundem aos vacuolos.
Conforme o pH diminui, ocorre a ativagdo de proteinas formadoras de poros que

rompem as membranas lisossémicas, promovendo a degradacao celular, porém a
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forma tripomastigota ndo é afetada pela acdo deste mecanismo (BURLEIGH,
ANDREWS, 1995).

Os tripomastigotas liberados no citoplasma das células infectadas,
diferenciam-se em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Dentro dos
macréfagos, ha formacdo de ninhos dos parasitos e apds a diferenciagdo em
tripomastigotas, estes provocam a ruptura da membrana do vacuolo, s&o liberados
da célula hospedeira para o intersticio (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012). As
formas tripomastigotas podem atingir a corrente circulatoria, podendo infectar
células dos neurénios, células musculares e células epiteliais iniciando um novo
ciclo celular, no hospedeiro mamifero. Alguns parasitos sédo destruidos por
mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e outros podem ser ingeridos pelos
triatomineos, onde desenvolverdo o seu ciclo extracelular (PEREIRA NEVES et al,
2011; SARMENTO, 2008).

Em termos de patogénese, considera-se T. cruzi como um dos
parasitos que apresentam maior plasticidade, devido sua capacidade de infectar
varios tipos celulares (PEREIRA et al.,, 2000). No inseto vetor, os tripomastigotas
passam pelo estbmago como formas arredondadas esferomastigotas e chegando
ao intestino posterior dos triatomineos, diferenciam-se nas formas epimastigotas
em poucas horas apds a ingestdo e multiplicam-se por meio de divisdo binaria
simples (Figura 1). Ao chegar na porcdo terminal do tubo digestivo, os
epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante
para os mamiferos (PEREIRA NEVES et al, 2011; REY, 2011).

Estima-se que cerca de 7 a 8 milhbes de pessoas estejam
infectadas no mundo, a maioria na América Latina onde a DC é endémica, e que
mais de 25 milhdes vivam sob o risco de contrair a doenca. Contudo, na ultima
década a incidéncia da doenca aumentou nos paises ndo endémicos, como
Estados Unidos, Canada, paises da Europa e do Pacifico Ocidental. Isso se deve
principalmente pela mobilidade entre a populacdo da América Latina e o resto do
mundo e, embora menos frequente, deve-se também por infec¢Bes através de

transfusdo sanguinea, transmissao vertical e doacéo de 6rgaos.
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Dados estatisticos indicam que somente no ano de 2008 a
Doenga de Chagas matou mais de 10 mil pessoas, sendo nesse mesmo ano a
soroprevaléncia da DC em criancas entre 0 e 5 anos foi da ordem de 1/100.000
(MASSAD, 2007; CDC, 2013; WHO, 2013).

O custo do tratamento da DC ainda é alto. Somente na Colémbia,
0 custo anual com os pacientes com a doenca € em torno de 267 milhdes de
dolares. Ja o custo anual com inseticidas para controle vetorial é de
aproximadamente 5 milhées de ddlares (WHO, 2013)

Entre os paises do continente americano com maiores incidéncias
da DC estdo a Bolivia (6,8%), Argentina (4,1%), ElI Salvador (3,4%), Honduras
(3,1%), Paraguai (2,5%). O Brasil com menor nimero de casos do continente, a
partir de 2006 foi certificado como o pais livre da transmissdo da doenca pelo
principal vetor Triatoma infestans (RASSI Jr et al., 2012).

Registros oficiais de O6bitos indicam que no Brasil ocorram
aproximadamente seis mil mortes de pacientes chagasicos cronicos por ano
(CHAPADEIRO et al., 1999) e reducdo de nove anos na expectativa de vida de
portadores cronicos. (BLITZMAN et al., 2007).

A infeccao caracteriza-se pela existéncia de uma fase aguda, na
gual a parasitemia é comumente observada, seguida por uma fase cronica, onde a
carga parasitaria € controlada sem gque haja completa eliminacdo dos parasitos.

A fase aguda da DC inicia-se ap0s oito a dez dias apo0s a infeccao
por T. cruzi ou até 20 a 40 dias depois da transfusdo com sangue infectado,
podendo ser sintomatica ou assintomatica (RASSI Jr et al.,, 2012). Esta fase
caracteriza-se pela presenca de tripomastigotas no sangue e pelos baixos titulos
de anticorpos da classe IgG, mas podendo ser encontrados também anticorpos
IgM (DOS SANTOS et al, 2012).
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Figura 1. Esquema do ciclo biolégico de T. cuzi. Diferenciagdo das formas
tripomastigotas em amastigotas no ser humano e diferenciacdo da forma
tripomastigotas, e epimastigotas no inseto barbeiro.
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Fonte: Rassi-Jr et al., 2010.

Entre as manifestacdes clinicas da fase aguda que ocorre sdo o
sinal de romand ou chagoma de inoculacdo quando T. cruzi penetra na mucosa
ocular ou na pele lesionada, respectivamente (MACHADO et al, 2012).
Concomitantemente, os linfonodo-satélites sdo comprometidos, formando-se um
complexo cutédneo de tecido gorduroso com a presenca de parasitos intra e
extracelular em abundancia. Conforme T. cruzi invade determinadas células do
corpo, o0 paciente chagasico pode apresentar febre entre 38 a 40° C, dores no
corpo, cefaléias, edemas localizados e generalizados que podem aumentar de
tamanho, poliadenia, astenia, quadros inflamatérios em diversos 0Orgaos e
leucocitose com linfocitose, podendo levar a leucopenia (REY, 2011). Nesta fase

da doenca, a morbidade é sempre maior em criangcas com menos de 5 anos e
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guando ndo ha tratamento, com o0s sinais e sintomas de cardiopatia aguda,
frequente linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia e meningoencefalite
(VAZ, 2007; WESTPHALEN, BISUGO, DE ARAUJO, 2012). O diagndstico
laboratorial desta fase, pode ser feito a partir da deteccéo direta dos parasitos no
sangue, xenodiagnostico e hemocultura, além da sorologia para o anticorpo da
classe IgM e IgG que podem atingir niveis elevados (MACHADO et al., 2012).

Na fase aguda da infeccdo uma intensa miocardite acompanhada
de um intenso infiltrado inflamatério, frequentemente € encontrada (GODZEL et
al., 2003; ROSSI et al.,1995).

Considerando que 5% dos pacientes com sintomas agudos
morrem, pode ser estimada que a mortalidade esta entre 1:2500 e 1:5000
(TEIXEIRA et al., 2006). Apds a fase aguda, geralmente benigna e sub-clinica,
segue-se uma fase clinica conhecida como “indeterminada” ou “inaparente”, na
gual associam-se auséncia de sintomatologia clinica com sorologia positiva.

A forma clinica indeterminada, apesar do seu bom progndstico em
médio prazo (5 a 10 anos), adquiriu uma impotancia crescente, devido ao
significado controverso de anormalidade de alguns testes e as lesdes focais do
miocardio em muitos pacientes (PRATA et al., 2001).

Apos vinte a trinta anos, cerca de 20% dos individuos infectados
desenvolvem a fase crénica, sintomética, com diferentes formas clinicas: cardiaca,
digestdria ou neurologica (ARAUJO-JORGE et al., 2000) essas formas contribuem
para as altas taxas de morbidade e mortalidade por DC (DIAS et al.,, 1999;
MAGUIRRE et al., 1987; WANDERLEY et al., 1994). Curiosamente, dois tercos
dos 18 milhdes de pessoas que abrigam a infec¢cdo cronica por T. cruzi nao
apresentam qualquer manifestacao clinica da doenca.

A forma cronica cardiaca é evidenciada pela cardiomiopatia
inflamatoria de evolucdo fatal, acompanhada clinicamente por arritmias,
fenbmenos tromboembdlicos, insuficiéncia cardiaca congestiva e cardiomegalia.
Ocorrem lesdes no sistema de conducao cardiaco, alteragdes vasculares e lesédo
apical que contribuem para a destruicdo progressiva do miocardio (ANDRADE et

al., 2000). O prognéstico da cardiopatia chagasica cronica depende do grau de
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comprometimento cardiaco, da cardiomegalia e do grau de insuficiéncia cardiaco,
podendo ocorrer Obito por faléncia cardiaca ou morte subita por bloqueio na
conducédo do estimulo atrio-ventricular (BLITZMAN et al., 2007), além da reducéo
da expectativa de vida para aproximadamente 60 anos de idade (MAGUIRRE et
al., 1987).

A resposta imunolégica gerada contra o parasito também provoca
lesGes teciduais, associadas ao processo auto-imune de destruicdo do tecido
cardiaco ou a producdo de mediadores inflamatorios contra o parasito e seus
antigenos teciduais (GIRONES, FRESNO, 2003).

Cardiomiopatia chagésica € uma das formas mais comuns de
doencas do coracdo no mundo, € uma das consequéncias da infeccdo com o
parasito hemoflagelado T. cruzii Em modelos de infecgdo experimental,
camundongos infectados durante a fase aguda apresentaram grande infiltracao de
fagdcitos CD68" e células TCD8" (DHIMAN et al., 2011). E também foi mostrado
gue os niveis de RNAmM para TNF-a e IL1-B foram aumentados em mioblastos
infectados por T. cruzi (BA et al., 2010).

Estes eventos podem estar associados com a presenca
persistente de infiltrado inflamatério (CARDONI et al., 1997), dano celular e
tecidual induzidos por estresse oxidativo (ZACKES et al., 2005) e fibrose cardiaca
(LEON et al., 2003). E ainda no estagio crbnico da doenca, a persisténcia do
infiltrado inflamatério no coragéo estava associado com extensivo remodelamento
cardiaco, evidenciado pelo aumento no tamanho dos mioblastos, aumento dos
niveis de RNAm para marcadores de hipertrofia (B-MHC, ANP e BNP), extensiva
deposicdo de componentes da matriz extracelular (coldgeno e GAGS) e aumento
da atividade da colagenase (MMP-9) (DHIMAN et al., 2011).

No acometimento crbnico do trato digestorio, ocorrem alteracbes
como megaesoOfago e constipacdo megacolon, decorrentes do comprometimento
do sistema nervoso entérico, hipertrofia e inflamacédo de tecidos (ANDRADE et al.,
2000).
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1.2 SINTESE DE EICOSANOIDES

Eicosanoides sdo uma familia de mediadores lipidicos que
participam de importantes atividades fisiolégicas e patologicas incluindo ténus
vascular, homeostase tecidual, inflamagdo e isquemia (HAEGGSTROM et al
2010). Em mamiferos, a via biossintética para esses mediadores biolégicos estédo
bem descritas. O acido araquidénico derivado dos fosfolipidios de membrana
através da fosfolipase A2, na presenca da prostaglandina (PG)
sintase/ciclooxigenase (COX), é hidrolizado a PGH2 (ROUZER, MARNETT, 2008).
PGH2 é o substrato central para sintese de outros eicosanoides que é mediado
por sintases espécie-especifica para gerar prostaglandinas (PGs) das séries
leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs) e lipoxinas (LPs), 0os quais agem via uma
série de receptores associados a proteina G (HAEGGSTROM et al.,, 2010;
NEEDLEMAN et al., 1986; SANTOVITO et al., 2009; SMITH, 1997).

Enzimas da familia das COXs sédo estruturalmente e
enzimaticamente similares, mas apresentam diferentes papéis fisioldgicos. COX-1
€ constitutiva, enquanto a COX-2 € induzivel em processos inflamatérios
(HAEGGSTROM et al., 2010; ROUZER; MARNETT, 2008).

A enzima fosfolipase Al que inicia a via metabdlica do &cido
araquidénico pela clivagem da cadeia Sn-1 acil, ja foi descrita em Trypanosoma
brucei (OPPERDOES; VAN ROY, 1982; SAGE et al., 1981). PGF.a sintase foi
identificada em Leishmania e T. cruzi (Old Yellow Enzime) e T. brucei
(KABUTUTU et al.,, 2003; KUBATA et al.,, 2002). PGF,a é o eicosandide
predominante produzido por Leishmania e T. brucei juntamente com pequenas
guantidades de PGE; e PGD, (KABUTUTU et al.,, 2003; KUBATA et al., 2000;
OPPERDOES; VAN ROY, 1982). T. cruzi preferencialmente sintetiza TXA;
(ASHETON et al., 2007). Eicosanoides liberados por T. cruzi, podem contribuir
para diferenciacdo e fagocitose do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e
sobrevida do hospedeiro (STERIN-BORDA et al., 1996), agindo como
imunomoduladores auxiliando na transicdo e manutencdo da fase cronica da
doenca (KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2000).
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1.2.1 Metabolismo do Acido Araquiddnico

O &cido araquiddnico € um acido graxo poli-insaturado com 20
carbonos, derivado do acido linoleico € o substrato para as duas vias enziméaticas:
a das cicloxigenases (COX), que desencadeiam a sintese das prostaglandinas
(PGs) e tromboxanos (TXs), e via das lipoxigenases (LOs) responsaveis pela
sintese dos leucotrienos (LT) e lipoxinas (LXs), acidos hidroxieicosatetraenoico
(HETE) e &cido hidroperoxieicotetraenoico (HPETE). (NARABA et al., 1998;
TAKAHASHI et al. 2005), além disso, participa da via do citocromo P-450
monoxigenase, responsavel pela producdo de epoxidos e A&cidos
hidroxieicosatetraenoico (Figura 2).

Figura 2. Sintese de Eicosandides. Pela acdo da fosfolipase A, o
acido araquidonico, constituinte normal dos fosfolipidios das membranas, é

convertido em prostaglandinas (PG), tromboxanos A, (TXA,) e leucotrienos (LTSs).
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Fonte: SERHAN et al., 2008.
Prostaglandinas endoperéxido sintase H, conhecida como
ciclooxigenases (COX), apresentam duas atividades cataliticas: 1) a

ciclooxigenase, a qual oxida o acido araquidénico em hidroperoxido-endoperoxido



25

PGG, e 2) peroxidase que subsequentemente reduz PGG, em hidroperoxido-
endoperéxido PGH; e posteriormente esta PGH,, que é uma molécula instavel, é
transformada por diversas isomerases e sintases tecidos especificas em
prostandides, como as prostaglandinas (PGD,, PGE, e PGF,q), prostaciclinas
(PGl,) e tromboxanos A, (TXA,).

Os prostanoides estdo envolvidos em uma grande variedade de
respostas fisioldgicas e patofisiolégicas (GRISWOLD et al., 1996). No sistema
cardiovascular, PGD,, PGE; e PGl, sédo potentes vasodilatadores, enquanto TXA;
mostra propriedade vasoconstritora. TXA, também tem grande atividade na
inducdo de agregacdo plaquetéria, enquanto PGl, tem atividade anticoagulante.
Nas vias aéreas PGF.,a e TXA; sdo broncoconstritores. No trato gastrointestinal
PGE,, PGF; e PGI; garantem a protecdo da mucosa gastrica pela baixa secrecao
acida, e também aumentam o fluxo sanguineo da mucosa gastrica e estimulam a
formacdo de muco e secregdo de bicarbonato. TXA; induz ao aumento da
permeabilidade vascular levando ao edema. PGE, e PGI, estimulam o fluxo
sanguineo renal e diurese, PGF,a induz a contragcdo da musculatura uterina
(VANE et al., 1990).

Prostanoides também medeiam respostas a injaria tecidual ou
inflamacdo. PGE; e PGI, sdo potentes vasodilatadores e agem em sinergia com
outros autacoides (compostos envolvidos na inflamacdo) como histamina e
bradicinina, e suas a¢gbes combinadas nos capilares contribuem para formacgao do
rubor e aumentam o fluxo sanguineo nas regifes da inflamacao. Ainda aumentam
a permeabilidade vascular levando ao edema tecidual e produzem hiperalgesia
por sua acao sensitiva nos terminais das fibras sensoriais periféricas. PGE, age
nos neurdnios contribuindo para as respostas sistémicas na inflamagdo como a
febre, fadigas e hipersensibilidade a dor. (SAMAD et al., 2002).

Duas isoformas de ciclooxigenases estao melhor caracterizadas: a
COX-1 é constitutivamente expressa em quase todos os tecidos, incluindo nas
células aminidticas, no feto, epitélio do utero no inicio da gravidez (TRAUTMAN et
al.,, 1996). Esta envolvida na regulacdo de muitas funcdes fisiologicas, como

agregacao plaquetaria e homeostase do trato gatrointestinal e dos rins. COX-2 é
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constitutivamente expressa nos rins, cérebro, particularmente no hipocampo e
neurdnios glutaminérgicos corticais, ovarios, prostata e utero (CHOI et al., 2009;
CROFFORD et al.,, 2000). Sua expressdao é aumentada (induzida) durante
condi¢cBes inflamatorias por moléculas pro-inflamatérias como IL-1, TNFa e LPS
(VANE et al., 1998; BLOBAUN; MARNETT, 2007). A COX-2 tem papel importante
na geracéo da inflamacgéao, uma vez que ela produz os mediadores prostanoides

pré-inflamatérios, como algumas prostaglandinas e leucotrienos.

1.2.1.1 Caracteristicas das ciclooxigenases

A estrutura primaria da COX-1 e COX-2 de numerosas espécies
sdo conhecidas. COX-1 e COX-2 de mamiferos contém 576 e 587 aminoacidos
respectivamente (SMITH, et al., 2000). Estas enzimas apresentam alto grau de
identidade nas suas sequéncias (cerca de 60 a 65 %) na mesma espécie
(GARAVITO et al., 1999) e (85 a 90%) entre isoformas individuais de diferentes
espécies (SMITH et al., 1996; SPENCER et al., 1999).

As COXs sado proteinas integrais de membrana contendo um
grupamento heme. COX-1 estd localizada na superficie do reticulo
endoplasmatico e a COX-2 localiza-se principalmente no envelope nuclear.
(MORITA et al.,, 1995). A estrutura tridimensional destas duas enzimas foi
determinada por difracdo de raios-X. Ambas se apresentam como homodimeros,
cada mondémero consistindo por trés unidades dobradas:

1) um dominio N-terminal ligado ao Fator de Crescimento
Epidermal (EGF),

2) um dominio ligado a membrana alfa hélice, o qual ancora a
proteina em uma pequena dobra da bicamada lipidica,

3) um grande dominio catalitico globular C-terminal com o sitio
ativo da COX, os gquais acomodam o substrato ou os inibidores e a peroxidase 1,
gue contém o cofator heme. Estes sitios sdo distintos, mas funcionalmente e
estruturalmente interconectados. (SMITH et al.,, 2002) O sitio ativo da COX &

similar em ambas as isoenzimas (LUONG et al., 1996), e consiste de um longo e
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estreito canal hidrofébico que se estende do dominio ligado a membrana até o
core do sitio catalitico 1. (KURUMBAIL et al., 1996; PICOT et al.,1994).

O sitio de ligacdo do araquidonato esta localizado no meio
superior do canal, de Arg-120 para proximo da Tyr-385. A Ser-530 posicionada no
meio do canal € o sitio de acetilacdo da Aspirina (LOLL et al.,1995). A despeito de
suas similaridades, o sitio ativo da COX-2 é cerca de 20% maior que da COX-1 e
tem uma discreta diferenca na forma, as diferencas no tamanho e na forma séo
causados principalmente por variacbes na sequéncia de dois aminoacidos
(GARAVITO et al., 2002). lle-523 é substituido por uma valina na COX-2, estas
diferencas abrem um pequeno bolso hidrofébico ao lado do canal principal,
aumentando o volume do sitio ativo da COX-2. Acesso a este lugar é
estericamente inadequado na COX-1 pela cadeia lateral longa de lle-523.
(KURUMBAIL et al., 1996) (Figura 3).

Figura 3. Superficies acessiveis da COX-1 e COX-2. Os dominios cataliticos das
enzimas COX aparecem em vermelho, com os dominios de ligacdo & membrana
em verde. Os sitios ativos de ambas as proteinas aparecem em branco.

Fonte: BLOBAUM; MARNETT, 2007.
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1.2.2 Propriedades das Prostaglandinas

As prostaglandinas da série E, (PGE;) tém multiplos efeitos sobre
o0 sistema imunoldgico, incluindo inibicdo da proliferacao de células T murinas e de
humanos (KUNKEL et al.,1986), inibicdo da atividade de células NK (HASLER et
al., 1983), inibicdo da producdo de IL-1, TNF-a (GOTO et al.,, 1983). Ja foi
mostrado que PGE,; inibe o desenvolvimento da resposta Thl e secrecdo de
citocinas Thl especificas (IFN-y, IL-2) (BETZ; FOX, 1991). PGE, também interfere
nas interacdes in vivo entre mondcitos e células T, gerando uma apresentacao
antigénica inadequada para células T e inibicdo da expressdao de moléculas do
MHC de classe Il (STEPHAN et al., 1988). Em geral as prostaglandinas funcionam
como agentes imunossupressores, entdo, a capacidade de um antigeno induzir a
liberagdo de PGE; pelos macrofagos pode influenciar o desenvolvimento de uma
resposta Thl ou Th2 dominante e definir o estado de imunidade do hospedeiro

(protetora ou nao).

1.2.2.1 Caracteristicas da lipoxigenase

S&do quatro as enzimas lipoxigenases (LOs) 5-, 8-, 12- e 15-LO ,
gue metabolizam o AA pela oxigenacdo de um simples carbono, resultando na
formacdo de uma variedade de compostos com diversas atividades biol6gicas
(SUMIDA et al., 1993). Em humanos, os produtos primarios do metabolismo do
AA pelo LO sao: 5-, 12- e 15-HPETE que, pela acao de peroxidases formam os
seus derivados hidroxi (HETE). A enzima 5- e 12-LO tem distribuicdo ubiqua,
enquanto a 15-LO é confinada em eosindfilos (IVANOV et al., 2004). A 5-LO nos
neutrofilos é translocada do citoplasma para a membrana da célula, na presenca
de aumento intracelular de Ca®" (BROK et al., 1995). 5-LO com a ajuda da
proteina FLAP (proteina ativadora da 5-lipoxigenase) ativa a 5-LO e converte AA
a 5-HPETE, que espontaneamente é reduzido a 5-HETE. 5-LO agora age sobre o
5-HETE para converter este em leucotrieno (LTA;) (CHIANG; SERHAN, 2006).
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1.2.2.2 Via das Lipoxinas

As vias biossintéticas para a formacédo da lipoxina (LX) s&o
complexas envolvendo a acao de duas LOs independentes e pode ocorrer através
de cascatas trans-celulares, particularmente aquelas que envolvem plaquetas e
leucocitos (CHIAN; SERHAN, 2006), A atividade da 5-LO parece ter passos
comuns na sintese da LXA; (SERHAN et al., 1984). LXA,; é secretada por
neutroéfilos e inibe o efeito ativador do LTB4 nas plaquetas (SERHAN et al., 1984);
no entanto h4 varios efeitos antiinflamatoérios e pré-resolvinas associados as LXA,
sugerindo que elas agem como um “sinal de quebra” na inflamacédo (MADERNA,;
GODSON, 2009). Essas propriedades incluem limitar o trafico de leucécitos e
prevenir a ativacdo de células endoteliais no sitio da inflamacéo, e ainda estimula
a fagocitose de células apoptoticas por macréfagos e sdo mediadores potentes
anti-fibrotico (ALIBERTI; BAFICA, 2005; BAKER et al., 2009; MADERNA;
GODSON, 2009; RYAN, GODSON, 2010).

Enquanto alguns mediadores lipidicos dirigem a inflamacéo
aguda, outros mediadores enddégenos fazem um contra-balanco desses eventos
pré-inflamatérios. Em adicdo ao LTs, Lipoxinas (LXAs) apresentam papel pré-
resolvinas em reacdes inflamatérias (MADERNA; GODSON, 2009; RYAN;
GODSON, 2010; STABLE; GILROY, 2010).

O papel das LXs na inflamacdo do miocardio e modulacdo da
resposta imunoldgica durante a infeccdo por T. cruzi ndo estd totalmente
esclarecido. A acdo das LXs na regulacdo da infeccdo com Toxoplasma gondii,
permite extrapolar o papel potencial que estes eicosanoides tem, durante a
infeccdo com T. cruzi. O modelo com T. gondii, mostrou que o desafio com este
parasito provocou a liberacdo de LXA,, a qual modulou a ativacdo de células
dendriticas in vivo e in vitro (ALIBERTI et al., 2002a). Infeccdo com T. gondii em
camundongos nocautes para 5-LO (5-LO7), aumentou o dano tecidual e
mortalidade dos animais e provocou aumento de IL-12 e IFN-y, e este aumento foi
prevenido pela administracdo de um analogo estavel de LXA; (ALIBERTI et al.,
2002b).
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Machado e colaboradores (2006) mostraram que lipoxinas ativam
dois receptores em células dendriticas: AhR (Receptor Aril hidrocarbono) e LXAR
(receptor de lipoxina), esta ativacdo inicia a expressao do supressor de citocinas
sinalizante 2 (SOCS-2). O receptor AhR medeia acfes bioldgicas das LXA,4
durante a infeccdo com T. gondii. Este receptor é um fator de transcricdo ativado
gue regula muitas das acdes da LXA,. Também foi mostrado que durante a
infeccdo com T. cruzi, SOCS-2 participa na modulagédo da inflamagéao durante a
infeccdo (MUKHERJEE et al., 2011).

Microrganismos bem como opsoninas (IgG e componentes C3 do
complemento) podem estimular a liberacdo de &cido araquidbnico a partir de
fosfolipidios de membranas e ser metabolizados até a formacdo de LTs
(FERNANDEZ et al., 2003).

Durante a fase inflamatéria aguda da infec¢éo por T. cruzi, ocorre
alta expressao de citocinas pro-inflamatdrias e outros mediadores. As citocinas
inflamatorias e mediadores lipidicos sdo essenciais para a sobrevida do
hospedeiro durante a infeccdo aguda (BORGES et al, 2009; HIDEKO
TATAKIHARA et al.,, 2008). 5-LO tem recebido mais atengdo nos casos
envolvendo infec¢do por T. cruzi isto, devido ao seu envolvimento na sintese de
LT, que sdo conhecidos por participar ativamente no controle de infec¢cdes por
protozoarios (HENDERSON; CHI, 1998; MACHADO et al., 2005); LTB; e LTC4
aumentam a associacao e entrada de T.cruzi em mondcitos pela estimulacdo da
fagocitose (WIRTH, KIERSZENBAUN, 1985).

O acido nordihidroguairético (NDGA) € um composto fendlico
extraido de “Creosote bush” (Larrea tridentata, Zygophylaceae) (DIAS, 1979) é um
inibidor seletivo da lipoxigenase e, portanto impede a formacéo de LT. O NDGA
age como antioxidante com importante atividade antiproliferativa sobre uma
variedade de tumores. Em adicdo apresenta forte acao inibidora sobre a producéo
de TGF-B, uma citocina multi-funcional que afeta varios eventos bioldgicos. Esta
atividade ocorre através da inibicdo do deslocamento de Smad 2 (proteina chave

da sinalizacao para producéo de TGF-f para o nucleo celular (DIAS, 2006).
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1.2.3 Inibidores farmacologicos das Enzimas COX-1 e COX-2

Os inibidores das isoenzimas COXs (Figura 4) competem com 0
acido araquiddnico pelo sitio ativo da COX (SMITH et al., 1991 ) e podem ser
divididos em duas classes:

a) Classicas “isoenzimas nao especificas” AINES descobertos
antes de 1995.

b) inibidores seletivos da COX-1. Descobertos em 1899 a Aspirina
(acido acetilsalicilico, ASA) que foi introduzida como o primeiro farmaco potente
para o tratamento de doencas reumaticas e inflamatérias (SMITH et al., 2000;
VANE et al., 1998).

Entre 1960 e 1980 foram desenvolvidos outros agentes
antiinflamatérios tais como: ibuprofen, indometacina, diclofenaco e naprofen e
todos estes agentes possuem funcdo de carboxilato que se ligam no sitio de
ligacdo do acido araquidénico, formando um par de ions com a Arg-120 na parte
inferior do sitio ativo da COX (DANNAHARDT; KIEFER, 2001). Estes farmacos
apresentam as mesmas propriedades terapéuticas, e também sao responsaveis
por lesdes no trato gastrointestinal e toxicidade renal que leva a ulceragbes e
sangramentos, podendo até levar a morte do paciente (FOSSLIEN et al., 1998;
POUNTOS et al., 2011).

As atividades dos farmacos classicos ndo sdo especificas para
uma ou outra das isoformas de COX, e reduzem tanto a producao de PGs no sitio
da injaria (via inibicho da COX-2) quanto a formacdo fisiologica de PG no
estbmago e rins (via inibicdo da COX-1). Em vista dessas observa¢fes, foram
desenvolvidos inibidores seletivos para COX-2, conservando seus efeitos
analgésico e antiinflamatério, e diminuindo os efeitos adversos no trato
gastrointestinal (CHARLIER, 2003; GOLDEMBERG et al., 1999; SMITH et al.,
2000).
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Figura 4. Ligagcdo do AINE (azul) no sitio ativo das enzimas COX-1 (A) e COX 2
(B).

Fonte: Smith et al., 2000.

Nimesulida, Meloxicam e Etodalac foram a primeira geragao
destes compostos, que preferencialmente inibiam a forma induzivel e
apresentavam menos efeitos adversos. A principal caracteristica destes
compostos é a auséncia de grupo carboxilato, presente nos AINEs classicos, e
geralmente a presenca de Sulfeto (-SO,-) ou uma Sulfonamida (SO2;NH;-), 0s
guais podem interagir com Arg 513 na dobra lateral hidrofilica no sitio ativo da
COX-2 (VANE et al., 1998).

Dois compostos, celecoxibe e rofecoxibe foram langados para o
tratamento de processos inflamatérios (DANNAHARDT et al., 2000;
HAEGGSTROM et al., 2010). Os coxibes também foram farmacos candidatos para
o tratamento e prevencdo de cancer de colon via inibicho da COX-2
(HAEGGTROM et al., 2010).

Estudos clinicos e experimentais mostraram que inibidores
seletivos da COX-2 sdo agentes antiinflamatérios efetivos que apresentam baixo
risco de toxicidade gastrointestinal (CANNON; BREEDVELDC, 2001). No entanto,
varios estudos mostraram que estes inibidores poderiam conferir risco

cardiovascular e, com isto, os tratamentos para cancer de célon com rofecoxibe
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foram suspensos (BRESALIER et al., 2005). A hipOtese largamente aceita para
este risco € que o coxibe bloqueia COX-2 dependente da sintese de PGl,,
principalmente no endotélio, podendo aumentar uma resposta trombética e
acelerar o processo de aterogénese (FRIES et al., 2006).

RIMON e colaboradores em 2010 relataram que as COX-2 sao
inibidas preferencialmente por bloqueadores chamados coxibes, o grupo relatou
gue celecoxibe e outros coxibes também se ligam firmemente a subunidade da
COX-1. Embora, o celecoxibe estando ligado a um monémero da COX-1 ndo afeta
0 processo catalitico normal da enzima em catalizar o acido araquidénico pela
segunda subunidade da mesma enzima e produzir prostaglandina normalmente.
Coxibes, em concentracfes que nao inibem a atividade catalitica da COX-1,
interferem com a habilidade dos AINESs, principalmente a Aspirina em inibir COX-1
in vitro (OUELLET et al.,, 2001; ROSENSTOKE et al., 1999). Isto sugere que
inibidores da COX-2 sédo capazes de se ligarem a COX-1 e de algum modo,
competir com a acdo dos AINEs na COX-1, sem afetar a oxigenacdo do &cido
araquidénico. (GLADDING et al., 2008; GROSSER et al., 2006; WILNER et al.,
2002).

Apbés os conflitos gerados pelos inibidores da COX-2, foi
necessario o desenvolvimento de novas geracfes de inibidores, entre eles estédo
0os AINEs liberadores de Oxido nitrico (NO-AINEs), tendo como alvo a
prostaglandina E sintase tipo 1 microssomal (mPGE-1) (SAMUELSSON et al.,
2007; WALLACE; DEL SOLDATO, 2003). Esta enzima € uma proteina integral de
membrana, a qual é induzida por citocinas pré-inflamatérias e mitégenos ligados a
COX-2, e as suas agdes conjuntas parecem ser responsaveis pela biossintese de
PGE; na inflamag&do (SAMUELSSON et al., 2007).

Os inibidores de prostaglandinas podem exibir trés tipos diferentes
de inibicdo: competitiva reversivel, irreversivel e ndo competitiva reversivel
(MITHELL et al.,, 1994; ROTH et al., 1975). Aspirina, por exemplo, acetila
irreversivelmente a Ser 530 da COX-1 e COX-2 na regidao aminoterminal da
enzima (ROTH et al., 1975; RIMON et al., 2010).
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Aspirina usada em baixas doses, preferencialmente inibe COX-1
em plaquetas circulantes, atenuando a sintese de tromboxano e prevenindo a
trombose, assim conferindo um papel cardioprotetivo (GROSSER et al., 2006). E
ainda, na presenca da Aspirina a COX-2 ¢é acetilada e capaz de converter o acido
araquidénico em 15R-HETE, o qual é o substrato para a producao de 15-epi-LXAg,
também chamada Lipoxina iniciada pela Aspirina (ATL), Lipoxinas e ATL possuem
atividades anti-inflamatorias como pro-resolvinas (CLARIA et al., 1995; MOLINA-
BERRIOS et al., 2013; SERHAN et al., 2008).

Outro inibidor bastante utilizado, a indometacina, causa uma
inibicdo da COX-1 e da COX-2, e esta inibicdo diminui com o passar do tempo
(KURUMBAIL et al., 1996).

1.3 EICOSANOIDES E DOENCA DE CHAGAS

Existem evidéncias de que a PGE, esta aumentada em varias
infeccdes parasitarias, tais como aquelas causadas por Criptosporidium parvum
(ARGENSIO, RHOADS, 1997), Toxoplasma gondii (YONG et al., 1994),
Leishmania donovani (REINER; MALEMUD, 1985), Leishmania major (CILLARI et
al., 1986) e T. cruzi (CARDONE; ATUNEZ, 2004; CELENTANO et al., 1995;
PINGE-FILHO et al., 1999). PGs juntamente com 0 NO e TNF-a participam de um
complexo circuito que controla a linfoproliferacdo e producédo de citocinas durante
a fase aguda da infec¢cdo com T. cruzi (PINGE-FILHO et al., 1999).

As PGs sédo imunomoduladores potentes e contribuem para a
imunossupresséo observada durante a infecgdo com T. cruzi (PINGE-FILHO et al,
1999). A descoberta de que tripanosomatideos como T. cruzi produzem PGs
(Revisado por KUBATA et al, 2007), indica que as PGs derivadas de T. cruzi
exercem algum papel na patogenia da doenca de Chagas. Em adicdo, o efeito
supressor de PGE,/TGF-B sobre a expressdo de citocinas pro-inflamatérias
(FADOK, 1998) poderia criar um ambiente favoravel para o crescimento de T.
cruzi dentro dos macréfagos. Entretanto, estudos que utilizaram diferentes AINEs

para determinar o papel das PGs no controle da carga parasitaria e resisténcia a
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infeccdo com T. cruzi sdo discrepantes (CELENTANO et al., 1995; FREIRE-DE-
LIMA, 2000; PINGE-FILHO et al.,1999; TATAKIHARA et al,. 2007).

Na fase aguda da doenca de Chagas, varios tipos de eicosanoides
sdo produzidos, além de PGE,. Plasma de animais que foram infectados, a partir
do décimo dia pés-infeccdo, apresentaram aumento nos niveis de PGFyy, PGly,
TXA; e PGE; (TANOWITZ et al.,, 1990; PINGE-FILHO et al., 1999; CARDONE;
ANTUNES, 2004) quando comparado com camundongos ndo infectados.
Machado e colaboradores, (2011) determinaram que as principais prostaglandinas
presentes durante a infeccdo com T. cruzi sdo TXA; e PGF,, (ASHETON et al.,
2007), indicando que o hospedeiro é a fonte de elevados niveis de PGI, e PGE..
PGE; é liberada a partir de macrofagos ativados e linfocitos TCD8+ (OLIVEIRA et
al., 2010; STERIN-BORDA et al., 1996).

Pesquisadores tem sugerido que o papel primario das
prostaglandinas esta relacionado em modular a resposta imunologica do
hospedeiro, aumentando a probabilidade de transicdo da fase aguda para a fase
cronica (KRISTENSSON et al., 2010; PINGE-FILHO et al.,1999; STERIN-BORDA
et al., 1996). Durante a fase aguda, foi mostrado que PGE; modula a viruléncia de
algumas cepas de T cruzi. Cepa nao letal (K98-2) induziu a producao de elevados
niveis de PGE, circulante, enquanto cepas letais (RA ou K98-2) néo
(CELENTANO et al., 1995). E a inibicdo da atividade da COX (liberacdo de PGEy)
aumentou a mortalidade de camundongos infectados com a cepa K98-2, mas a
infusdo de PGE; néo atenuou a viruléncia da cepa RA. O efeito da PGE; pode
originar de fontes diferentes. Além disso, PGE; € essencial para a supressao de
TNF-a e linfoproliferacdo pelo hospedeiro durante a infecgdo aguda em pacientes
e camundongos (BORGES et al.,, 1998, DE BARROS-MAZON et al., 2004,
PINGE-FILHO et al., 1999). E a inibicdo da sintese de PGE; reduz o numero de
ninhos de parasitos, infiltrado inflamatorio e fibrose cardiaca, durante a fase aguda
da doenca (ABDALLA et al., 2008).

Durante a fase inflamatdria aguda da infec¢do com T. cruzi, ocorre
a expressao de altos niveis de citocinas pré-inflamatérias e outros mediadores. As

citocinas inflamatérias e mediadores lipidicos sdo essenciais para a sobrevida do



36

hospedeiro durante a fase aguda da infeccdo (BORGES et al., 2009; HIDEKO
TATAKIHARA et al., 2008).

Prostanoide liberado do parasito, primariamente TXA,, parece
ajudar na sobrevida do hospedeiro durante a fase aguda da infeccdo e na
transicdo para a fase cronica (ASHETON et al 2007). Plaquetas, produtoras de
TXA; exerce atividade tripanocida direta (MOMI et al., 2000) e, durante o curso da
infeccdo aguda, ocorre trombocitopenia caracterizada pelo aumento da agregacao
plaquetéaria, o que limita a acdo anti-parasitica destas células (TANOWITZ et al.,
1990). TXA, também apresenta propriedades imunossupressivas, gerando o
minimo de patologias em camundongos selvagens, mas camundongos nocautes
para o receptor de TXA, exibiram pronunciada inflamacdo no miocéardio com
aumento da carga parasitaria no tecido cardiaco (ASHETON et al., 2007).

Durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi, macrofagos e
células esplénicas de camundongos produzem altos niveis de PGE, (BORGES et
al.,1998). PGE2 e outros eicosanoides podem contribuir para o remodelamento
cardiaco e outros déficits funcionais do coracao ap6s infeccdo com T. cruzi. Logo,
a inibicdo da enzima cicloxigenase (COX) do hospedeiro emerge como um
potencial alvo terapéutico (MOLINA-BERRIOS, et al., 2013).

Por outro lado, alguns mediadores lipidicos dirigem a inflamacéo
aguda, engquanto outros mediadores enddgenos fazem um balanceamento desses
eventos pro-inflamatérios. Em adigéo, LTs, lipoxinas e 15-epi-LXA,; apresentam
papel como pro-resolvinas em reacgdes inflamatérias. (MADERNA; GODSON,
2009; RYAN; GODSON, 2010; STABLE; GILROY, 2010). Sendo que a 15-epi-
LXA, é capaz de inibir IL-6, TNF-a, IL-8, NFkB, ERK1/2 e o ativador do p38
(WANG et al., 2011).

Recentemente tem sido mostrado o efeito da ASA em acetilar a
COX-2 (MOLINA-BERRIOS et al., 2013.). A inibicdo da COX-2 com ASA esta
associada com a sintese de outros produtos lipidicos derivados do AA sendo
alguns com propriedades antiinflamatérias como a 15-epi-Lipoxina A, iniciada por
ASA ou (ATLs) (MOLINA-BERRIOS et al., 2013; SPITE et al., 2010). Os dados de

Molina-Berrios e colaboradores (2013) mostraram que camundongos infectados
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com T. cruzi e tratados com ASA nas doses de 25 ou 50mg/Kg/dia produziram 15-
epi-LXA4, a qual produziu um efeito protetor aos camundongos infectados. De fato,
estudos anteriores, indicam que o0s eicosanoides presentes na fase aguda da
infeccdo agem como imunomoduladores, que auxiliam a transicdo da fase aguda
para a fase crénica da doenca (STERIN-BORDA et al., 1996).

Em contraste a fase aguda, enquanto os niveis plasméaticos de
multiplos prostandides séo elevados, somente o0s niveis de TXA, sdo aumentados
na fase crénica (CARDONI, ANTUNES, 2004).

TXA; é o prostanoide detectado em maior quantidade no plasma,
porém outros eicosandides tem papel significante na fase cronica da doenca.
Linfécitos T de pacientes chagasicos crénicos afetam a funcdo cardiaca, e em
modelos de ratos promoveram a remodelacéo tecidual (DE BRACCO et al., 1984).
Produtos da LO (primariamente LTC,) liberados dos linfocitos tiveram efeitos
positivos sobre a funcdo cardiaca, enquanto produtos da COX (principalmente
PGE,) exerceram acao inotropica depressora.

Na doenca cronica, TXA, promove dano tecidual especialmente
no coracdo e também pode exacerbar a apoptose de mioblastos e aumentar a
progressdo da cardiomiopatia levando a faléncia cardiaca, sendo esta, a maior
causa de morte em pacientes. Para suportar esta hipétese, camundongos com
infecgdo cronica com T. cruzi, e tratados com ASA, apresentaram uma melhora na
funcdo cardiaca, na funcao plaquetéria e ténus vascular. Desta forma, a secrecao
de TXA; na fase crbnica, parece prevenir a iniciagdo de uma resposta imune
adaptativa pelo hospedeiro (KABASHIMA et al., 2003) favorecendo a manutencao
da fase cronica da doenca. Assim sendo, a liberacdo de TXA, na fase cronica
promove um melhor controle na proliferacdo dos parasitos. Foi sugerido que TXA;
derivado de T. cruzi € um possivel “quorum sensor” para o parasito (ASHETON et
al.,, 2007). No entanto, a liberacdo de TXA, pelo parasito € insuficiente para
suprimir a parasitemia periférica na doenca cronica. Isto indica a necessidade da
expressdo de TXA, pelo hospedeiro, para controlar a severidade da doenga na
fase cronica (MACHADO et al., 2011).
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1.3.1 Regulacdo enddgena de eicosanoides durante a doenca de Chagas

experimental

Tem sido observado que a liberacdo de eicosanoides durante a
infeccdo com T. cruzi regula a resposta do hospedeiro e controla a progresséo da
doenca (ASHETON et al., 2007). O papel desses lipidios bioativos na doenca de
Chagas aguda e crbnica ainda ndo estd bem esclarecido. No entanto, estudos
recentes tem mostrado que tripanossomas séo capazes de realizar o metabolismo
do acido araquiddnico. Portanto a interpretacdo da importancia desses lipidios
bioativos na patogénese da doenca de Chagas € bastante complicado, no caso, 0
hospedeiro ou o parasito é a fonte priméaria de sintese desses lipidios bioativos
(KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2002). A despeito dessas incertezas,
esta claro que os eicosanoides apresentam papeis essenciais na patogénese da
doenca de Chagas experimental. Pois a deficiéncia de acidos graxos (incluindo o
AA) resultou na reducdo de 63% da parasitemia e aumentou mais que o dobro a
taxa de sobrevida durante a fase aguda da doenca. (SANTOS et al.,1992).

A taxa de sintese dos eicosanoides é maior em camundongos
resistentes que em suscetiveis ao parasito (CARDONI; ANTUNES, 2004).
Eicosanoides liberados de T. cruzi, podem contribuir para a diferenciacdo e
fagocitose do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e sobrevida (STERIN-
BORDA et al., 1996) pois agem como imunomoduladores para ajudar na transi¢ao
e manutencdo da fase crbnica da doenca. Para suportar este conceito, foi
mostrado que células mieloides CD11lb+ de animais infectados produziram
prostaglandina que mediaram a perda de populacdes de células B imaturas por
apoptose, com isto, estabelecendo a defesa do hospedeiro e favorecendo a fase
cronica da doenca (ZUNINGA et al, 2005).
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1.3.2 Metabolismo de lipidios e eicosanoides por Trypanosoma cruzi

A organela cinetoplasto, presente nos tripanossomatideos, apresenta via
biossintética especializada e adaptavel para o metabolismo de lipidios, que reflete
0 extremo ambiente que eles precisam suportar, durante seu ciclo de vida. A via
biossintética dos protozoarios sintetiza acidos graxos usando sintases do tipo | ou
tipo Il (COX, 1982; LEE et al., 2006). Diferente das células dos mamiferos, T. cruzi
e T brucei utilizam elongases para a sintese de quase todos os acidos graxos
(LEE et al., 2006; LIVORE et al., 2007). Quatro novos genes para elongases foram
identificados para T. brucei e cinco para T. cruzi (LEE et al., 2006; LIVORE et al.,
2007).

Sintese de eicosanoides comeca com a liberacdo do acido araquiddénico
dos fosfolipidios de membrana por acao de fosfolipases que clivam a cadeia acil
Sn-1. Atividades da PLA1l e PLA2 foram reportados para T. cruzi e T. brucei
(BELAUNZARAN et al., 2007; CONELLY; KIERSZENBAUM,1984; OPPERDOES;
VAN ROY, 1982; SAGE et al., 1981; SHUAIBU et al., 2001). Em todos os casos, a
atividade estava associada & membrana e dependente de liberacdo de Ca®".
Conelli e Kierszenbaun (1984) mostraram que a presenca da PLA2, causou
alteracdes na membrana do parasito, aumentando significantemente a associacao
entre T. cruzi e macrofagos e células ndo fagocitica. No entanto, a atividade foi
aumentada em tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Em tripomastigotas
metaciclicos ocorreu a liberagdo de PLA1 com aumento de secre¢éo desta enzima
(BELAUNZARAN et al., 2007).

PGF,, € a espécie dominante de eicosanoides produzidos por Leishmania e
T. brucei, seguido por pequenas quantidades de PGE; e PGD, (KABUTUTU et al.,
2003; KUBATA et al.,, 2000; OPPERDOES; VAN ROY, 1982). Interessante, T.
cruzi preferencialmente sintetiza TXA, (ASHETON et al., 2007) com pequenas
guantidades de PGFy4 € baixo nivel de PGD,. PGF;, sintase (TCOYE) é similar a
de leveduras (old yellow enzime) e T. brucei (TOPGFS) (KABUTUTU et al., 2003;
KUBATA et al., 2000, 2002). A atividade enzimatica destas enzimas € resistente a

agentes farmacolégicos como (ASA e Indometacina) os quais inibem enzimas de



40

mamiferos, indicando que os sitios ativos sdo topograficamente e estruturalmente
diferentes (KABUTUTU et al., 2003).

Ambas as enzimas, TCOYE e TbPGFS apresentam fun¢bes de
resisténcia aos farmacos. Em T. cruzi TcOYE é essencial para resisténcia a
agentes farmacoldgicos (KUBATA et al., 2002) e foi observado que a transcri¢céo
de TcOYE foi seis vezes maior em cepas de T. cruzi resistentes ao Benzonidazol
guando comparado com a cepa sensivel (MURTA et al., 2006). T. cruzi possui
guatro copias de TcOYE mostrando a importancia desta enzima para o parasito.
Embora a expressdo de PGF,, sintase foi reportado por outros estudos
(ANDRADE et al., 2008; DOST et al., 2004) os seus resultados n&o corroboraram
a relacdo entre a expressao de PGF;,, sintase e resisténcia aos farmacos. A razao
para isto pode ser a presenca adicional de NADPH oxiredutase da familia do
citocromo P-450 em T. cruzi (PORTAL et al., 2008). E possivel que a producdo
desses mediadores lipidicos por T. cruzi, seja exclusivamente para manipular a
resposta do hospedeiro a infeccdo e garantir a sobrevida e transmissdo do

parasito.

1.4 PAPEL DO OXIDO NIiTRICO NA DOENCA DE CHAGAS

O NO tem sido objeto de diversas pesquisas desde a descoberta
de seus efeitos biologicos (FURCHGOT; ZAWADSKI, 1980). E considerado um
radical livre e atua como molécula mensageira em diversos processos fisiologicos,
como regulagdo do tdnus vascular e neurotransmissor, através do estimulo da
sintese de GMP ciclico (BLOODSWORTH et al., 2000).

Quando o 6xido nitrico (NO) entrou formalmente no cenério da
imunologia, entre 1985 e 1990, o seu papel foi simplesmente definido como: NO é
um produto de macrofagos ativados por citocinas e componentes de
microrganismos ou ambos; é derivado do aminoéacido L-arginina devido a atividade
enzimética da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (NATHAN, 1992).

Tem sido reconhecido que NO apresenta varios papeéis no sistema

imunologico, bem como em outros orgaos. Além dos macréfagos, um grande
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namero de tipos celulares do sistema imunolégico produz e responde ao NO, tais
como: células dendriticas, células NK, mastocitos, mondcitos, micréglia, células de
Kupffer, eosindéfilos e neutrdéfilos, além de outras células envolvidas em reacdes
imunologicas como: células endoteliais, células epiteliais, condrdcitos, hepatdcitos,
células messangial e células de Schwan (BOGDAN, 2000; COLEMAN, 2001).

O NO é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada
no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxico devido a presenca
de um elétron extra que o torna um agente quimico altamente reativo. Quando
diluido, o NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua rapida
oxidagao a nitrito (NO*,) e nitrato (NO’3) (HEVEL et al., 1991; MAYER et al.,1991;
MARLETTA et al., 1988; MULLIGAN; HEVEL; MARLETTA, 1991).

A producdo de NO ocorre por meio da acdo de um conjunto de
enzimas, coletivamente denominadas de Oxido nitrico sintase (NOS), que
desaminam a L-arginina para liberar o NO, levando a co-produgéo de L-citrulina
(BLOODSWORTH et al. 2000; MULLIGAN; HEVEL; MARLETTA, 1991).
Inicialmente, a reacéo gera um composto intermediario, a N®-hidroxil-L-arginina e
ocorre na presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrogénio
(NADPH), Ca*?e O2.

A atividade do NO néo é restrita ao sitio da sua producédo, como é
um gas, o radicalNO é altamente difusivel. Em contraste as citocinas, a interacao
do NO nao é restrita a um simples receptor definido, NO pode reagir com outras
moléculas inorganicas tais como: oxigénio, superoxido ou metal de transicao,
estruturas no DNA (bases pirimidinas) grupos prostéticos como (heme) ou
proteinas (levando a S-nitrosilacdo de grupos Tiois, nitracdo de residuos de
tirosinas (MARSHALL et al., 2000). Considerando que muitos dos alvos do NO séo
moléculas reguladoras, por exemplo fatores de transcricAo e componentes de
varias cascatas de sinalizacdo, € evidente que o NO frequentemente exerce
diversos efeitos fenotipicos e heterogéneos (BOGDAN, 2001).

Existem varias formas de NOS, podendo diferir quanto a
disposicéo dos tecidos, peso molecular e propriedades fisicas e funcionais. Ha

pelo menos trés genes que sofrem “splicing” alternativos para a producao dessa
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enzima (BREDT et al., 1991; LAMAS et al.,1992; LOWENSTEIN et al., 1993). As
isoformas de NOS podem ser agrupadas em, oOxido nitrico sintase induzivel
(INOS), oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e o6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS). A nNOS e eNOS sao encontradas no sistema nervoso central e no
endotélio vascular, respectivamente, e produzem constitutivamente baixas
guantidades de NO (BLOODSWORTH et al., 2000; MONCADA al et., 1991;
PALMER et al., 1998). As isoformas nNOS e eNOS sao conhecidas coletivamente
como constitutivas (cNOS), isto porque, diferente da INOS elas sdo expressas
constitutivamente nas células e sdo primariamente reguladas pelo fluxo de Ca®** e
subsequente ligantes de calmodulina (MACMICKING et al., 1997). Sua expressao
ndo esta restrita a neurénios ou células endoteliais, embora as trés isoformas
catalizam a mesma reacdo, a conversdo da L-arginina e oxigénio molecular a N®-
hidroxi-L-arginina, e além disso, a citrulina e NO. Essas enzimas diferem com
respeito a sua regulagcéo, sua amplitude, sua duracdo de producdo de NO e sua
distribuicdo celular e tecidual (MACMICKING et al., 1997; STUEHR, 1999).

Ambas, INOS ou eNOS tem sido encontradas em macrofagos,
células dendriticas, células NK e em linhagens celulares, clones, hibridomas e
células B e T de origem tumoral (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994; THURING et
al.,1995).

A expressao da iINOS é regulada por citocinas e determinada
primariamente pela sintese do RNAm para iNOS e sua proteina (CARPENTER et
al., 2001; MACMICKING et al., 1997; RODRIGUEZ-PASCUAL et al., 2000). Em
contraste a nNOS e eNOS, que existem nas células como proteinas pré formadas,
e sua atividade é mudada por elevacdo da concentracdo de Ca?' intracelular
ligado a calmodulina em resposta a neurotransmissores ou substancias vasoativas
(STUEHR, 1999). E todas as isoformas de NO sintase, neuronal (NNOS ou
NOS1), induzivel (iNOS ou NOS2) e endotelial (eNOS ou NOS3) operam no
sistema imunologico (BOGDAN, 2000). Ativacdo do gene promotor de iNOS € um
importante modo de regulagdo da INOS por citocinas. Muitos sdo os fatores de

transcricdo participantes, entre eles o NFkB, AP-1, STAT1a (sinal tradutor e
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ativador da transcricdo), IRF-1 (fator regulador do interferon), NF-IL-6 (fator
nuclear da interleucina 6) (GANSTER et al., 2001; MACMICKING et al., 1997).

Dependendo da citocina, estimulo de microrganismos ou o tipo de
células, diferentes vias de sinalizacdo estdo envolvidos que promovem (por
exemplo Janus Kinase Jak1, Jak2 e Tyk2; proteina quinase Raf-1 Erk 12 e JNK,
proteina quinase C, proteinas fosfatases 1 e 2%), ou inibem, (por exemplo
fosfoinositol 3 quinase, proteina tirosina fosfatases) a expressdo de INOS
(BOGDAN, 2000; CHAKRAVORTTY et al., 2001; CHAN et al., 2001; KRISTOF et
al., 2001).

NO sozinho exerce efeitos bifasicos na transcricao da iNOS. Baixa
concentracdo de NO, como ocorre no inicio da estimulacdo do macréfago por
citocinas, ativa NFkB e aumenta a produgdo de iNOS. Alta concentragdo tem
efeito oposto, o qual pode prevenir a super expressao de iINOS (CONELLY et al.,
2001; UMANSKY et al., 1998). Aumento da degradacdo da proteina iNOS é um
dos véarios mecanismos pelos quais o TGF-beta suprime a producdo de NO em
macrofagos (MCMICKING et al., 1997). Ambas, INOS e nNOS séao controladas por
degradacdo de proteina envolvendo a via de proteassoma (FELLEY-BOSCO et
al.,, 2000; MUSIAL; EISSA, 2001; NOGUSHI et al., 2000).

A INOS catalisa a conversdo de arginina em citrulina, liberando
gas oxido nitrico (NO) difundivel. Este pode combinar com perdxido de hidrogénio
(H202) ou superéxido (O2) gerado pela enzima fagdcito-oxidase nos fagossomos
acidos, para produzir peroxinitrito (ONOQ’) altamente reativo, que pode matar
diferentes tipos de microrganismos (DE GROOTE et al., 1999).

Em modelos experimentais para o estudo da DC, a inibicdo
farmacoldgica da iINOS inibe a capacidade microbicida do macréfago e promove
aumento da parasitemia (MARTINS et al., 1998; SILVA et al., 1995). Dentro do
fagolisossomo de macrofagos ativados, T. cruzi € exposto a espécies reativas de
oxigénio formadas pela NADPH oxidase, formando o radical superéxido (O%), e
através de dismutacdo forma o peréxido de hidrogénio (H»0O,). Além disso, a
inducdo da Oxido nitrico sintase (INOS) por citocinas pré inflamatorias leva a

producdo de NO. Nem O% ou NO por si s6 sdo citotéxicos, mas muitas das suas
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acOes parasiticidas dependem de suas reagdes para formar o ONOO’, um potente
oxidante o qual é capaz de ocasionar nitracdo de proteinas do parasito, agindo
como um mecanismo antiparasitario (ALVAREZ et al., 2004; NAVILIAT et al.,
2005; TRUJILLO et al., 2013). E ainda, os macrofagos tem um importante papel
contra a infeccao por T. cruzi, via a producdo de superéxido, NO e ONOO'". Este
ultimo radical tem se mostrado altamente toxico contra epimastigotas de T. cruzi,
por uma via dependente do Ca?".

O Ca?* esta envolvido em muitas funcdes do parasito, sendo a sua
concentracdo intracelular dirigida por varios sistemas de transporte, tanto em
compartimentos mitocondrial e ndo mitocondrial. (ALVAREZ et al.,, 2004,
THOMSOM et al.,1999). Foi relatado o efeito do ONOO™ no sistema de transporte
de Ca®*". ONOO™ em concentracdes biologicamente relevantes, produzido dentro
dos fagolisossomos (250-750uM) inibiu a entrada de Ca®** de maneira dose
dependente, pois o radical diminuiu o potencial de membrana; além disso,
decresceu a entrada de Ca®" ndo mitocondrial, e concomitantemente inativou a
atividade de ATPase dependente de Ca?" do parasito. Logo, a quebra da
homeostase do Ca®" pelo ONOO™ pode contribuir para o efeito citotoxico do
macrofago contra T. cruzi (THOMSOM et al., 1999).

A resisténcia a infec¢do por T. cruzi também esta associada com
a capacidade dos linfocitos produzirem IFN-y e TNF-a (MUNOS FERNANDES et
al., 1992). Estas citocinas induzem o macrofago a produzir NO, que na presenca
de O gera 0 ONOO™ que se difunde rapidamente e exerce citotoxicidade contra o
parasito controlando a multiplicacdo intracelular de T. cruzi, (ALVAREZ et al.,
2011; VESPA, 1994; GAZZINELLI et al., 1992). Isso ocorre através da ativacdo
das vias JAK/STAT e NF-kB (XIE et al., 1993). Entretanto, Cummings e Tarleton
(2004) utilizando linhagens de camundongos deficientes para iINOS, mostraram
gue estes animais apresentaram sobrevida semelhantes aos animais selvagens.
Resultados semelhantes foram observados quando camundongos foram
desafiados com a cepa Sylvio (MARINHO et al., 2007). Desta forma, estes
estudos colocam em duavida o papel do NO durante a fase inicial da infec¢do por

T. cruzi. Estes achados contraditérios podem ser explicados se considerarmos que
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os estudos utilizaram diferentes cepas e linhagens de camundongos. Em adicao
ao questionamento sobre o papel do NO na infecgdo experimental, ha indicagéo
de que a participacdo do NO é estagio-dependente, ou seja, o NO participa no
controle da infeccdo somente na fase aguda (SAEFTEL et al., 2001).

Ha um numero crescente de evidéncias indicando a participacéo
de linfocitos e dos produtos dos macréfagos na inducdo de mielossupressao
durante a infeccdo por T. cruzi. Essas alteracbes que ocorrem no sangue e na
medula éssea de camundongos infectados por T. cruzi (fase aguda) (CARDOSO,
BRENER, 1980; MARCONDES et al., 2000) podem ser consequéncias da
supressao desencadeada por NO e por citocinas ou pelo préprio parasito (PINGE-
FILHO et al., 1999).

Atividades supressoras na medula éssea tem sido atribuidas a
acao de citocinas, como IFN-a, TNF-a, IFN-y e MIP-1a (BINDER et al., 1997;
COOK, 1996; MOLDAWER et al., 1989). Dados obtidos em nosso laboratério
mostraram que a anemia que se desenvolve em camundongos C57BL/6
infectados com T. cruzi é independente de NO (MALVEZI et al., 2004). Além disso,
foi mostrado que o uso de inibidores de prostaglandinas ou o bloqueio da
producdo de TNF-a provocaram aumento dramatico de reticulocitos em
camundongos C57BL/6, esse aumento ocorre no momento de maior supressao
(dia 14 de infeccdo) e foi revertido pelo blogueio da producdo de NO com
aminoguanidina, bloqueador de INOS (MALVEZI et al., 2004; HIDEKO
TATAKIHARA et al., 2008).

1.5 ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS
1.5.1 Inibidores da Biossintese de Esterol

Trypanosoma cruzi requer ester6is para a viabilidade e
proliferacdo celular em todos os estados do seu ciclo de vida, € extremamente

suscetivel a inibidores da biossintese de ergosterol (EBI), os quais agem em
diferentes niveis dessa via “in vitro” (URBINA et al.,, 2001, 2002). Estudos
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realizados no Brasil tem mostrado que (EBIs) comercialmente disponiveis
(Cetoconazol ou Itraconazol), sdo altamente eficazes no tratamento de fungos, os
guais sdo inibidores do citocromo P-450 dependente de C14a esterol demetilase.
Estes inibidores ndo sédo suficientemente capazes de eliminarem T cruzi, de
animais e humanos cronicamente infectados, ou parar a progresséo da doenca.
(URBINA et al.,2001 e 2002). Em contraste, Apt e colaboradores no Chile tem
mostrado que Itraconazol administrado 6 mg por Kg durante 120 dias, em
pacientes com doenca de Chagas cronico, marcadamente reduziu o nimero de
testes positivos para Xenodiagnostico. Foi capaz de regredir (50% dos casos), ou
prevenir (97,8% dos casos) anormalidades eletrocardiogréficas (APT et al., 1998;
APT et al.,, 2003), embora todos os pacientes tratados mantiveram sorologia
positiva para T cruzi, apos nove anos de acompanhamento (CANCADO, 1999;
SOSA ESTANI et al., 1999).

Na década passada novos derivados do triazol, os quais também
sao inibidores do citocromo P-450 dependente do C14a esterol demetilase, como
0 D0870 e o Posaconazol (SCH 56592), em fungos e protozoarios, foram capazes
de induzir a cura parasitolégica da doenca de Chagas crbnica e aguda em
modelos murinos (URBINA et al., 2001 e 2002). Estes s&o os primeiros compostos
reportados que mostraram atividade curativa contra a doenca de Chagas cronica e
aguda. Estes compostos foram capazes de erradicar cepas de T cruzi resistentes
a Nitrofuran e Nitroimidazol em camundongos infectados, porém, levando a

imunossupressédo do hospedeiro (URBINA et al., 2001 e 2002).

1.5.2 INIBIDORES DE Cisteina Protease

Trypanosoma cruzi contém uma catepsina ligada a uma cisteina
protease chamada de cruzipaina ou gp51/57 a qual é responsavel pela maior
atividade proteolitica de todos os estagios de vida de T cruzi. (CAZZULO et al.,
2002; CAFFREY et al 2000). Inibidores seletivos desta protease blogueiam a
proliferacdo de ambas as formas: epimastigota extracelular e amastigota

intracelular in vitro, indicando que esta enzima realiza fun¢gbes essenciais para o
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crescimento e sobrevida do parasito. (CAZZULO et al., 2002; CAFFREY et al.,
2000). Ainda tem sido mostrado que a cruzipaina medeia a protedlise e
metabolismo de pirofosfatos, e inibidores seletivos “in vivo” e “in vitro” tais como:
peptidyl diazomethylketones; peptidyl fluoromethyl ketones, estes compostos séo
capazes de bloquear as etapas de diferenciagdo no ciclo de vida, e efetivamente
matar o parasito (URBINA et al., 2003). N-metyl-piperazine-urea-F-hF-sulfone-
phenyl também € um inibidor irreversivel da cruzipaina com atividade tripanocida,
prolongando a vida e a cura parasitolégica em modelos murinos, na fase cronica e
aguda da doenca da Chagas (CAZZULO et al., 2002; ENGEL et al., 1998).

1.5.3 Inibidores do Metabolismo de Pirofosfatos

Tripanosomatidios e parasitos apicomplexos, possuem organelas
especializadas chamadas de acidocalciossomos que estdo envolvidos nos
estoques preventivos de polifosfatos, e também na adaptacdo desses
microrganismos em ambiente de estresse (DOCAMPO; MORENO, 2003). A
entrada e liberacdo de Ca** da matriz acidocalciossomal é regulada por uma série
de mecanismos, incluindo uma ATPase transportadora de Ca**, um permutador
Na+/H+, uma ATPase bombeadora de H+ e pirofosfatases (DOCAMPO,
MORENO, 2003). A proteina farnesyl pirofosfatase sintase (FPPS) presente em
mamiferos e também em T. cruzi (TcFPPS) € um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos como os Bisfosfanatos, os quais sédo (analogos de
pirofosfatos inorganicos, inertes metabolicamente) e sdo usados para o tratamento
de desordens de reabsorcdo de ossos (RODAN, MARTIM, 2000). Bisfosfanatos
contendo nitrogénio tem sido ativo contra T. cruzi “in vivo” e “in vitro” sem aparente
toxicidade as ceélulas do hospedeiro (URBINA et al., 1999). As mais potentes
classes de Bisfosfanatos sédo os que contém Nitrogénio como: Alendronate,
Pamidionate, e Residronate, essas substsancias agem na inibicdo da enzima
farnesyl pirofosfatase sintase resultando no déficit da prenilacéo da proteina, e em
mamiferos este déficit resulta na apoptose de osteoclastos (DANESI et al., 1995;

HUGHES et al., 1995). A atividade seletiva dos bisfosfanatos contendo nitrogénio
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em T. cruzi, resultaria do seu acumulo no parasita devido a presenca do
acidocalciossoma (DOCAMPO et al.,1999; URBINA et al., 1999). E este acumulo
de bisfosfanatos podem inibir enzimas envolvidas em reacbes organicas e
inoganicas de pirofosfatos (MONTALVETTI et al.,, 2001). Bisfosfanatos como o
Pamidronate e Alendronate foram ativos contra a forma intracelular do parasito, ja
o Pamidronate administrado intravenosamente em camundongos na fase aguda
da infeccdo com T. cruzi interrompeu o desenvolvimento da parasitemia durante o
tratamento (URBINA et al., 1999) .

1.5.4 Inibidores de Purinas

Parasitos tripanossomatidios sdo absolutamente deficientes na
sintese de novas purinas. Entdo retiram estes compostos essencias de seus
meios de crescimentos. Uma enzima chave desta via € a hipoxantina-guanina-
fosforribosil transferase (HGPRT) nestes organismos (STOPPANI et al., 1999).

O alopurinol [4-hidroxipirazol-(3,4a) pirimidina], tem sido usado por
muitas décadas em humanos para o tratamento de gota (artrite), isto porque o
alopurinol é transformado em vertebrados a oxipurinol, um potente inibidor da
xantina oxidase.

Em tripanossomatidios, os quais séo deficientes em xantina
oxidase, o alopurinol age como um analogo da purina e é incorporado, através do
(HGPRT) no DNA do parasito, entdo interrompendo a sintese de RNA e proteinas.
Alopurinol foi mostrado ser ativo em modelos murinos de doenca de Chagas, mas
com marcada diferengas na susceptibilidade ao farmaco entre diferentes cepas de
T. cruzi (STOPPANI et al., 1999).

Tem sido relatado varios conflitos da eficacia terapéutica do
alopurinol em humanos. Um relato no Brasil, apresentou ineficiéncia em pacientes
com doenca de Chagas (LAURIA-PIRES et al.1988). Apt e colaboradores em
1998, mostraram que o alopurinol administrado 8,5 mg por dia, durante 60 dias,
resultou na negatividade do teste de Xenodiagndstico em alta porcentagem em

pacientes cronicos no Chile. Também foi capaz de reverter em 49% dos casos, ou
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prevenir em 75% dos casos, o0 desenvolvimento de anormalidades no
eletrocardiograma (APT et al.,2003).

Véarias outras vias bioquimicas tém sido identificadas como
potentes alvos quimioterapéuticos em T. cruzi, incluindo as enzimas envolvidas na
sintese e metabolismo redox da tripanotiona [N1, N8-bis (Glutationil)-espermidina].
Esta via bioquimica é exclusiva no protozoario Kinetosplastida, os quais substitue
a glutationa em glutationa redutase, no sistema redox Tiol intracelulares destes
microrganismos (KRAUTH-SIEGEL; SCHIMIDIT et al., 2002).

Dihidrofolato redutase, € uma enzima que cataliza um passo
crucial na via de sintese de nucleotideos do DNA em tripanossomatidios
(GILBERT, 2002). Sendo um potente alvo quimioterapéutico em Leishmania e
Trypanosomas. Entretanto, alguns inibidores destas vias tem atividade seletiva
anti-T cruzi “in vitro”, porém, ndo apresentaram ainda atividade “in vivo”.

Ha também outros compostos com atividade promissoras anti-T.
cruzi que sdo os analogos de lisofosfolipidios que possuem atividade contra
Leishmania, e tem também atividade in vivo contra T. cruzi em infeccdes
experimentais (SARAIVA et al.,, 2002). H4 também o Prenil e inibidores da N-
myristoil transferase, as quais apresentam grande potencial tripanocida (GELB et
al., 2003).

1.5.5 Inibidores de Prostaglandinas

Asheton e colaboradores em 2007 mostraram que prostaglandinas
derivadas do hospedeiro e derivadas do parasito, potencialmente contribuem para
a patogénese da doenca de Chagas. Devido a importancia dos eicosanoides na
infeccdo com T. cruzi, seria de relevancia o uso de farmacos que fazem o bloqueio
das enzimas ciclooxigenases (COXs), com a administracdo de agentes anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINES).

Michelin e cols. em 2005 investigou o papel da prostaglandina
produzida por COX-2 na imunossupresséo observada durante a infeccdo com T.
cruzi. Esplendcitos estimulados com Con-A e isolados de camundongos nos dias
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5, 10 e 15 pos infecgdo, liberaram grandes quantidades de PGE,, o que foi inibida
pelo tratamento do animal com salicilatos de sédio (inibidor preferencial de COX-2)
ou meloxican (inibidor seletivo de COX-2). Foi também observado que o
tratamento com meloxican na dose de 0,5 mg por kg ou etoricoxibe 0,6 mg por Qg,
decresceu a sintese de PGE, em células esplénicas. Este decréscimo foi
acompanhado pela redug¢do do infiltrado inflamatério, reducdo dos ninhos de
amastigotas, reducdo da fibrose cardiaca e com presenca de poucas células
positivas para COX-2. (ABDALIA et al.,, 2008). Entretanto a administracdo de
AINES pode aumentar a mortalidade em pacientes (CELENTANO et al., 1995;
STERIN-BORDA et al., 1996). Em infec¢des experimentais com T. cruzi, Hideco
Tatakihara e colaboradores (2008), mostraram que o tratamento de camundongos
C57BL/6 com aspirina e celecoxibe aumentou dramaticamente a carga parasitaria
nos dias 7 e 9 pés-infeccao e ndo reverteu a anemia provocada pela infeccdo com
T cruzi. O tratamento com celecoxibe atenuou a trombocitopenia e a leucopenia
em camundongos, e também aumentou a producdo de Oxido nitrico em
macrofagos de camundongos C57BL\6.

Lépez-Mufioz e colaboradores em 2010, mostraram que a inibicéo
da sintese de prostaglandina com aspirina, pode aumentar a atividade anti-
parasitica do macréfago e aumentar o efeito do nifurtimox e do benzonidazol. E
ainda a aspirina decresceu a liberacdo de tripomastigotas no sobrenadante da
cultura de células RAW.7 infectadas com T. cruzi.

Camundongos infectados com T. cruzi e tratados com ASA no
inicio do curso da infecgéo, resultou no aumento da parasitemia e mortalidade. Ja
a administracdo de ASA durante a fase crbnica ndo apresentou efeito na
mortalidade ou parasitemia, porém apresentou melhora na fracdo de ejecdo. ASA
inibiu 0 aumento da liberacdo de PGF,a e TXA, em resposta a infeccdo com T.
cruzi (MUKHERJEE et al., 2011). Portanto, o tratamento com ASA inibiu a
producédo de eicosanoides tanto no parasito como no hospedeiro (MUKHERJEE et
al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

E fato conhecido que macrofagos obtidos de animais sadios s&o
frequentemente parasitados pelo protozoario T. cruzi no vertebrado e propiciam ao
parasito um ciclo normal de evolucdo. Kierszenbaum e col. (1974), entretanto,
inocularam formas sanguineas de T. cruzi intraperitonealmente em camundongos
e observaram que: quer nos macréfagos que eram retirados da cavidade
peritoneal a intervalos regulares, quer naqueles retirados logo apés a infeccao e
mantidos in vitro, havia uma crescente destruicdo de parasitos fagocitados. Esses
dados sao indicativos de que, mesmo em animais normais, ndo imunizados, os
macrofagos estariam envolvidos na resisténcia. Dvorak e Schmunis (1972) foram
ainda mais longe ao mostrar que tripomastigotas obtidos de cultura de tecido n&o
se multiplicam nem sobrevivem em macrofagos peritoneais infectados in vitro
Esses achados contrastam com experiéncias de outros autores (HOFF, 1975 e
NOGUEIRA; COHN, 1976) que, em condicbes semelhantes, cultivaram sem
problemas o parasito em macrofagos normais in-vitro. Também entram em
aparente desacordo com as observacdes classicas da literatura, nas quais as
células do sistema fagocitario mononuclear sdo consideradas como
particularmente adequadas ao parasitismo por T. cruzi.

Desta forma, decidimos investigar os efeitos do blogueio de COX-1 e de
COX-2 sobre o processo de invasdo e ativacdo de macrofagos e mioblastos
infectados por T. cruzi (cepa Y), visando uma melhor compreensdo da
participacdo de eicosanoides no desenvolvimento da DC e que podem indicar
novos caminhos para o surgimento de estratégias alternativas para o tratamento

da DC humana.
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2.2 OBJETIVOS E ESPECIFICOS

Como obijetivos espeficificos, propomos:

1

Investigar os efeitos da inibicdo da COX-1 e COX-2 sobre a
capacidade de invasdo de T. cruzi em macréfagos e mioblastos,
determinando o indice de internalizacdo de formas tripomastigotas de
cultura (TCT);

Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e COX-2 sobre a producao
de TNF-qa, IL-1-8 e Oxido nitrico por macréfagos infectados por T.
cruzi;

Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e COX-2 sobre a producéo
de TGF-B, IL-1-B e 6xido nitrico por mioblastos infectados por T.
cruzi;

Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e de COX-2 sobre as vias
principais de sinalizacéo ativadas durante a internalizacéo de T. cruzi

tanto em macrofagos como em mioblastos.



53

3 CAPITULO 1

3.1 MECANISMOS DE INVASAO CELULAR PELO PROTOZOARIO Trypanosoma cruzi

O protozoario T. cruzi exibe diferentes formas durante seu ciclo de
vida, encontradas em dois hospedeiros, um inseto vetor da ordem Hemiptera
(Triatomineo) e um hospedeiro vertebrado mamifero (CHAGAS 1909;
KIRCHHOFF, 1996). As formas evolutivas de T. cruzi sdo reconhecidas por
apresentarem forma esférica, piriforme ou alongada e pela posicdo relativa do
ndcleo e cinetoplasto e da posicdo do flagelo em relacdo a bolsa flagelar
(BRENER, 1987; SOUZA, 2000). Sao elas epimastigota, tripomastigota,
amastigota e esferomastigota, sendo essa ultima encontrada no estdbmago do
inseto vetor e em determinadas situacdes experimentais in vitro.

T. cruzi constitui uma populacdo heterogénea apresentando
variabilidade genética e bioquimica que determina comportamentos diferentes
para as diferentes cepas, o que dificulta a classificacdo taxonémica e a utilizacéo
de substancias terapéuticas (BRENER, GAZINELLI, 1997). Os diferentes isolados
de T. cruzi foram agrupados em duas linhagens filogenéticas principais,
denominadas T. cruzi | e T. cruzi Il, utilizando marcadores bioquimicos e
moleculares (ANONYMOUS, 1999). As cepas do grupo Il de T. cruzi (CL e Y)
infectam células humanas quatro vezes mais que as cepas do grupo | (Tulahuen,
M226, Sylvio-X10, Dm30, Dm28 e Guafitas) que estdo mais frequentemente
associadas ao ciclo silvestre de transmissdao (ANONYMOUS, 1999). A cepa Y tem
preferéncia por macréfagos esplénicos, figado e medula 6ssea, enquanto as
outras infectam principalmente células musculares (MELO; BRENER, 1978)
resultando em manifestacdes clinicas diferentes no curso da infeccdo. Nos
mamiferos, o ciclo evolutivo de T. cruzi inicia-se com a penetracdo de
tripomastigotas metaciclicos (TM) eliminados nas fezes e urina do inseto vetor,
através da pele lesada ou mucosa (BRENER, 1987; TEIXEIRA, 1987). Evidéncias
indicam que a entrada de T. cruzi na célula do hospedeiro pode ocorrer por pelo

menos dois processos basicos: endocitose e fagocitose, na endocitose o parasita
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€ internalizado através de uma via classica endocitica ou por um processo ativo,
no qual o parasita é o agente da invasdo. Em ambos os tipos de invasdo o
parasito induz a atividade de IP3-quinase (VIEIRA et al., 2002; WILKOWSKY et
al.,, 2001). A forma tripomastigota circula na corrente sanguinea e invade as
células hospedeiras e, inicialmente, aloja-se no interior de um vacuolo endocitico,
o vacuolo parasitoforo (CARVALHO; DE SOUZA, 1989). Estudos morfolégicos tem
mostrado que quando tripomastigotas entram em contato com macrofagos, ocorre
inducdo, com a formacao de protusdes na membrana plasmatica, que difere da
fagocitose que ocorre no caso de amastigotas ndo infectivas. Em contraste,
guando tripomastigotas infectam células ndo fagociticas, (epitelial ou células
musculares) a superficie celular € minimamente modificada (ROMANO et al.,
2012).

Durante a invasdo das células néo fagociticas por T. cruzi dois
eventos sao ativados: a) molecular, com recrutamento da proteina autofagossomal
(LC3), b) celular, inducédo de autofagia pela célula do hospedeiro. Foi mostrado
gue autofagossomos e proteina autofagossomal LC3 sdo recrutadas no sitio de
entrada do parasito (ROMANO et al., 2009).

Apés a invasao celular, o protozoario requer um ambiente acido
para que ocorra uma infec¢cdo produtiva. O pH baixo no interior dos lisossomos,
facilita o escape do parasito do vacuolo parasitéforo para o citoplasma.
(ANDRADE et al., 2005). A exposicéo das formas tripomastigotas a este ambiente
acido € necessaria a secrecao e atividade da proteina TcTox, atuante na formacéo
de poros na membrana vacuolar. O meio acido parece, também, ter papel
importante no inicio da diferenciagdo de tripomastigotas em amastigotas, forma
intracelular proliferativa. Esse processo se inicia no vacuolo e termina no
citoplasma (BURLEIGH; WOOLSEY, 2002; KIRCHHOFF et al., 1996; TANOWITZ
et al., 1992). Depois de escapar do vacuolo, as formas tripomastigotas de T. cruzi
se diferenciam em formas amastigotas. Estas por sua vez, permanecem livres no
citoplasma da célula hospedeira em estado quiescente, que pode durar por

algumas horas. Posteriormente, as formas amastigotas iniciam o processo de
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replicacdo por fissdo binaria (revisto por SIBLEY et al., 2000). Em seguida, as
formas amastigotas diferenciam-se, novamente, em tripomastigotas.

A intensa movimentacdo gerada pelos parasitas no interior da
célula hospedeira promove sua ruptura e, consequentemente, a liberacdo dos
tripomastigotas no meio extracelular tornando-os capazes de infectar novas
células (BRENER, 1973; SOUZA, 2000). A ruptura da célula parasitada provoca
uma reacdo inflamatéria focal, caracterizada pela presenca de neutrofilos
polimorfonucleares, eosinéfilos e células mononucleares, além de congestdo e
edema (ANDRADE, 2000; PRATA, 1994). Assim sendo, constata-se que a
invasdo da célula do hospedeiro € um evento critico no estabelecimento da
infeccéo por T. cruzi (revisado por YOSHIDA; CORTEZ, 2008).

As formas tripomastigotas sdo capazes de parasitar diferentes
tipos celulares como fibras musculares cardiacas, esqueléticas e lisas,
fibroblastos, macréfagos e células gliais (ANDRADE, 2000). Foi mostrado que T.
cruzi também pode infectar células L929 sem nucleo, ou seja, a infeccdo ocorre na
auséncia de transcricdo génica cromossomal e/ou nucleolar e do processamento
do RNA (COIMBRA et al., 2007).

T. cruzi pode utilizar diferentes mecanismos de invaséo,
relacionados com receptores e ligantes disponiveis tanto no parasita quanto na
superficie de células-alvo especifica. O processo de invasao inicia-se com a
adesdo do parasita a superficie celular, entretanto, o grau de adesao varia de
acordo com a populacdo do parasita, com a forma evolutiva e com a célula-alvo
(ARAUJO-JORGE et al., 1992). Diferentes tipos de carboidratos, presentes nas
glicoproteinas e nos glicolipideos da superficie do parasita e da célula hospedeira,
parecem participar desse processo de adesao (CALVET et al., 2004; MEIRELLES
et al.,, 1999). Glicoproteinas de superficie de T. cruzi sdo importantes para
mobilizacdo do Ca?' intracelular, tanto do parasita quanto da célula hospedeira,
sendo este fenbmeno de grande importancia para o processo de interiorizagcdo do
parasita.

Na grande maioria dos estudos realizados na tentativa de elucidar

0Ss mecanismos de invasao das células utilizados pelo protozoario T. cruzi, foram
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utilizadas formas tripomastigotas metaciclicas (TM) geradas em meio liquido ou a
partir de tripomastigota de cultura de tecido (TCT) como sOsias das formas
encontradas no inseto vetor e no sangue, respectivamente. A analise dos dados
da literatura permitem concluir que a sinalizacdo celular é um requerimento
essencial para a invasao celular pelo protozoario T cruzi, durante a sua entrada na
célula do hospedeiro. As formas TM e TCT utilizam diferentes tipos de moléculas
que induzem a transducéio de sinal e mobilizacdo de Ca®* evento que ocorre na
célula do hospedeiro e do parasita (revisado por MAEDA et al., 2012; YOSHIDA
2006; YOSHIDA; CORTEZ, 2008).

De acordo com Schenkman e colaboradores (1991) a adesao dos
TM a superficie celular, mediada por receptores, esta restrita a certas regides da
membrana. Ruiz e colaboradores (1998) descrevem que a capacidade das formas
tripomastigotas, de diferentes isolados de T. cruzi, de invadir as células
hospedeiras é determinada pela expressao diferencial de glicoproteinas de
superficie que exibem atividade sinalizadora de Ca®" distinta. Trés moléculas de
superficie com atividade indutora de Ca®* ja foram identificadas, s&o elas: a gp82,
gp30 e gp35/50. O papel dessas moléculas durante o processo de invasédo celular
foi deduzido por meio de experimentos no qual a internalizagédo de TM foi inibida
por meio da utilizacdo de glicoproteinas recombinantes ou com o0 uso de
anticorpos monoclonais (CORTEZ et al., 2003; RAMIREZ et al., 1993; RUIZ et al.,
1993; YOSHIDA et al., 1998).

Em adicdo, a analise de moléculas de superficie dos parasitas
possibilitou sua divisdo em dois grupos distintos quanto a capacidade de invasao,
in vitro, de células de mamiferos (YOSHIDA, 2006). As populacdes que
apresentam maior capacidade infectante ndo possuem as glicoproteinas de
superficie gp90 e gp35/50. Tripomastigotas dos isolados mais infectivas, como o
clone CL Brener, a invasdo é mediada por moléculas de superficie, a gp82, que
ligam-se a superficie da célula hospedeira ativando o alvo da rapamicina (mTOR),
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteina quinase C (PKC) na célula do
hospedeiro. Estes alvos estdo associados com o rompimento do citoesqueleto de

actina, em um mecanismo dependente da mobilizacdo de Ca** dos seus estoques
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intracelulares, provavelmente reticulo endoplasmatico (MAEDA et al., 2012;
YOSHIDA et al., 2000). Apos a disrupcao do citoesqueleto de actina da célula do
hospedeiro, segue-se a interagdo com T. cruzi e facilita a mobilizacdo dos
lisossomos para a periferia da célula, ocorrendo a fusdo com a membrana
plasmatica e contribuindo para a biogénese do vacuolo parasitéforo (MARTINS et
al., 2011; RODRIGUEZ et al., 1996; TARDIEUX et al., 1992).

Por outro lado, em parasitos de menor capacidade infectante,
como a cepa G, a ligacdo a superficie celular ocorre principalmente através de
moléculas de gp35/50 que é pobremente indutor de sinalizacdo de Ca?
(YOSHIDA et al., 1989). Provavelmente estes isolados requerem para a invaséo o
recrutamento de F-actina e este evento pode estar associado com a ativacao do
adenilato ciclase que gera o AMPc (FERREIRA et al.,, 2006) e promove uma
cascata de sinalizacdo menos eficiente. Nesses isolados, a cascata de sinalizacao
é independente de PTK e PLC. O Ca?" necesséario para invasdo parece ser
liberado para o citosol a partir de vacuolos contendo um sistema de troca idnica
Ca?*/H*, também chamados acidocalciossomas (revisto por MAEDA et al., 2012;
YOSHIDA , 2006).

O envolvimento das moléculas gp82, gp30 e gp35/50 na
internalizacdo de TM tem sido caracterizado em células de mamiferos que sao
fagocitos ndo profissionais. Experimentos com diferentes isolados de T. cruzi
mostraram que a taxa de infeccdo de macréfagos por TM correlaciona com aquela
encontrada em células Hela.

Diversas moléculas de TCT, incluindo a trans-sialidase (TS) e a
gp85 participam de maneira importante na invasdo de células do hospedeiro
(revisado por ALVES, COLLI, 2007). Segundo Andrews (1995) a elevacdo dos
niveis intracelulares de Ca**, na célula hospedeira, promove o recrutamento de
lisossomos para o sitio de entrada do parasita seguido por sua fusdo com a
membrana e formacgéo do vacuolo parasitoforo. Os lisossomos séo deslocados por
uma proteina motora associada aos microtubulos, a cinesina (RODRIGUEZ et al.,
1996; TARDIEUX et al., 1992). Além disso, o processo de invasao é facilitado pela

ruptura de microfilamentos de actina (TARDIEUX et al., 1992). A elevacdo dos
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niveis intracelulares de Ca?* promove a fuséo dos lisossomos com o plasmalema.
Por outro lado, a invaséo celular é inibida pela deplecdo do Ca?" livre citosélico ou
com pré-tratamento das células com bloqueadores de canal de Ca®* como a toxina
pertussis, em contraste, a invasdao é aumentada pela exposicdo da célula a
Citocalasina D (TARDIEUX, 1992).

A proteina sinaptotagmina VII, membro da familia sinaptotagmina,
esta presente na superficie dos lisossomos de diferentes tipos celulares e possui
um dominio de ligacdo ao Ca®*, regulando esse processo (CALER et al., 2001;
YOSHIDA, 2006). Outras moléculas de superficie do parasita também participam
do processo de invasao celular. Oligopeptidase B (Opb), uma serina
endopeptidase expressa pelas formas tripomastigotas de T. cruzi, é capaz de
ativar uma cascata de sinalizacdo de Ca** dependente de PLC e IP3 (BURLEIGH,
ANDREWS, 1995; RODRIGUEZ et al., 1996). A cruzipaina, uma cisteina
proteinase expressa em todas as formas do ciclo de vida de T. cruzi (PAIVA et
al.,1998), também ativa cascatas de sinalizacdo mobilizadoras de Ca*,
aumentando assim a eficacia do processo de invaséo celular. J4 a trans-sialidase
(TS) transfere &cidos sialicos a (2,3)-ligados de glicoproteinas e glicolipidios da
superficie da célula-alvo para a superficie do parasita (SCHENKMAN; MORTARA,
1992). O processo de sinalizacdo é importante para o inicio da adesao do parasita
e formacado de vacuolos parasitéforos (VP) eficientes. A presenca do acido siélico
parece ser fundamental para correta justaposicdo das membranas do vacuolo
nascente e dos tripomastigotas, promovendo a vedacdo do vacuolo e assim
impedindo que T. cruzi escape durante o processo de internalizacado (HALL et al.,
1992; LEY et al., 1990; LOPEZ et al., 2002). Mais recentemente, Rubin-de-Celis e
colaboradores (2006) mostraram que o aumento na expressao de TS em TCT é
responsavel pela saida precoce dessas formas infectantes do VP para o
citoplasma e subsequente diferenciagcédo para formas amastigotas.

Da Silva e colaboradores (2013) mostraram que camundongos
infectados com T. cruzi, rapidamente desenvolvem anemia e trombocitopenia.

Estes efeitos sdo parcialmente promovidos pela trans-sialidase presente no
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parasito, a qual é liberada no sangue e depleta o &cido sialico presente nas
plaquetas, induzindo trombocitopenia durante a fase aguda da infeccao.

O tratamento de formas amastigotas com forscolina um ativador
da adenilato ciclase aumentou a infectividade tanto do isolado G como do isolado
CL em células HelLa, e o tratamento dessa formas com genisteina reduziu a
infeccdo cerca de 45% a invaséo do isolado G mas néo do isolado CL em células
HelLa, indicando a participacdo diferencial da proteina tirosina quinase durante a
invasédo dos diferentes isolados de T. cruzi (FERNANDES et al., 2006).

Fosfatidilinositol 3 kinase (PI-3 Kinase) e Akt (serina/treonina
kinase) também séo importantes reguladores do processo de invasdo de T. cruzi
em células ndo fagociticas profissionais (WILKOWSKY et al., 2001). As PI-3K
regulam o processo de trafico de membranas, fusdo de endossomas e rearranjo
do citoesqueleto (DOWNWARD, 2004). Esse processo de sinalizacédo
provavelmente modula a invasdo mediada por lisossomas ou um outro associado
a actina (PROCOPIO et al. ,1999). Além de participar no processo de invasao, a
via sinalizacdo PI-3K/Akt também estimula mecanismos pro-sobrevivéncia nas
células parasitadas (CHUENKOVA et al., 2001). Em adicdo, em células de
mamiferos ha varias moléculas que seletivamente regulam a montagem do
vacuolo endocitico, entre elas foi identificado a Dynamin a qual tem mostrado
importante papel no processo de endocitose (SCHIMID et al.1998). Dynamin é
uma familia de GTPases apresentando trés isoformas: dynamin 1, dynamin 2 e
dynamin 3 (PRAEFCKE et al., 2004). E o PI-3K é a proteina classica que interage
com dynamin (OTSUKA et al.,, 2008). Dynamin interage com a subunidade
regulatéria p85 do PI3K e esta interagdo estimula sua atividade de GTPase. Foi
mostrado que células fagociticas e ndo fagociticas tratadas com Dynasore, inibidor
de dynamin, preveniram drasticamente o processo de entrada de T. cruzi em
células de mamiferos (BARRIAS et al., 2010).

Outra via de sinalizagdo importante para invasao de T. cruzi é a
qgue envolve o fator de crescimento transformador beta (TGFB). TGFB € uma
citocina que participa de inUmeros eventos celulares como a producdo de matriz

extracelular, regulacdo da miogénese, resposta imune, angiogénese e
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embriogénese. Experimentos com células epiteliais de pulméo deficientes nos
receptores para TGFB mostraram que T. cruzi é incapaz de infectar essas células
(MING et al. 1995). Foi mostrado que o bloqueio farmacolégico de TGF- com o
composto SB-431542 pode ser uma nova ferramenta no controle da infeccao de
mioblastos com T. cruzi (WAGHABI, et al., 2007).

Em adicdo, moléculas de superficie do parasita sdo reconhecidas
por um tipo especifico de receptor, os receptores do tipo Toll (TLRS) presentes nas
células do hospedeiro. Os TLRs séo receptores transmembrana do tipo 1 com
dominio extracelular com repeticdes de leucina e uma cauda intracelular carboxi-
terminal que contém uma regido conservada denominada dominio de homologia
Toll/receptor interleucina 1(TIR). O dominio extracelular € responsavel pelo
reconhecimento do ligante e pelo processo de dimerizagdo dos receptores,
fundamental para sua ativacdo (WYLLIE et al., 2000). Até o momento 11 TLRs
humanos e 13 TLRs murinos foram descobertos (AKIRA et al., 2006). Esses
receptores atuam nas respostas imune inata e sdo parte de um grupo especifico
de receptores denominados receptores de reconhecimento de padrao (PPRs). Os
PPRs reconhecem padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPs). Um
PAMP é uma molécula altamente conservada que € expressa por uma classe de
microrganismos e nao € expressa pelas células hospedeiras (CAMPOS,
GAZZINELLI, 2004; GAZZINELLI, DENKERS, 2006).

Uma nova estratégia de invasdo celular por T. cruzi foi
apresentada por Fernandes e colaboradores (2007). Esses autores mostram que
microdominios ricos em colesterol e GM1 presentes nas membranas celulares de
células alvo especificas participam do processo de invasdo de formas infectantes
de T. cruzi.

Estudos in vitro da interacdo de T. cruzi com células do
hospedeiro nem sempre envolvem células que sdo alvos da infeccdo in vivo.
Células tumorais e linhagens celulares de diferentes origens, comumente
utilizadas nesses estudos, nao representam verdadeiramente a situagdo de

interacdo do parasita com células do hospedeiro mamifero (BARBOSA, 1999). Um
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dos pontos que ainda permanece em discussao, € o mecanismo de invasao por T.
cruzi que ocorre em células fagociticas e fagociticas nao profissionais.

Uma série de estudos tem mostrado que citocalasinas B (CB) e
citocalasinas D (CD) blogueiam a entrada de formas epimastigotas e
tripomastigotas em macrofagos, células Vero, e fibroblastos (ALEXANDER, 1975;
EBERT; BARBOSA, 1981; HENRIQUEZ et al., 1981; MEIRELLES et al., 1982;
ZENIAN, KIRSZENBAUM, 1983), enquanto outros mostraram que ocorre invasao
de formas tripomastigotas em fibroblastos tratados com CB, células MDCK e
células HeLa (SCHENKMAN et al., 1991, SCHENKMAN, MORTARA, 1992).
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The intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi causes Chagas disease, a serious disorder that affects millions of people
in Latin America. Cell invasion by T cruzi and its intracellular replication are essential to the parasite’s life cycle and for the
development of Chagas disease. Here, we present evidence suggesting the involvement of the host’s cyclooxygenase (COX) enzyme
during T. cruzi invasion. Pharmacological antagonist for COX-1, aspirin (ASA), caused marked inhibition of T. cruzi infection
when peritoneal macrophages were pretreated with ASA for 30 min at 37°C before inoculation. This inhibition was associated with
increased production of IL-1p and nitric oxide (NO") by macrophages. The treatment of macrophages with either NOS inhibitors
or prostaglandin E, (PGE,) restored the invasive action of T. cruzi in macrophages previously treated with ASA. Lipoxin ALX-
receptor antagonist Boc2 reversed the inhibitory effect of ASA on trypomastigote invasion. Our results indicate that PGE,, NO",
and lipoxins are involved in the regulation of anti-T. cruzi activity by macrophages, providing a better understanding of the role
of prostaglandins in innate inflammatory response to T. cruzi infection as well as adding a new perspective to specific immune
interventions.

1. Introduction

Trypanosoma cruzi is an intracellular protozoan parasite
causing Chagas disease, which affects millions of people
in Latin America. During the acute inflammatory phase
of the T. cruzi infection, high-level expression of inducible
nitric oxide synthase (iNOS) [1], proinflammatory cytokines

[2], and arachidonic acid- (AA-) derived lipids such as
leukotrienes, lipoxins (LXs), H (P) ETEs, prostaglandins, and
thromboxane is prevalent [3, 4]. In the early T. cruzi infection,
nitric oxide (NO") and arachidonic acid metabolites could be
attributed to resistance, but later on to tissue damage [4].
Prostaglandins (PGs) are oxygenated lipid mediators
formed from the w6 essential fatty acid, arachidonic acid



(AA). The committed step in PG biosynthesis is the con-
version of AA to PG H, (PGH,), catalyzed by either PG
endoperoxide H synthase-1 or -2, commonly known as
cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2),
respectively [5, 6]. Both COX-1and COX-2 are nonselectively
inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
such as aspirin and ibuprofen, whereas COX-2 activity is
selectively blocked by COX-2 inhibitors called coxibs (e.g.,
celecoxib) [7, 8]. The relevance of these enzymes and the
bioactive lipids that they produce are not well understood
in parasitic disease, although the role of eicosanoids in the
pathogenesis of Chagas disease is becoming more defined [3].
Pharmacological antagonists of COX-1 (aspirin, ASA), COX-
2 (celecoxib), or both (indomethacin) have been found to
increase mortality and parasitemia (parasite load in periph-
eral blood and cardiac tissue) regardless of which mouse or T.
cruzi strains were used [9-13]. Moreover, evidence suggests
that administration of NSAIDs may enhance mortality in
chagasic patients [12]. Conversely, others have found that
inhibition of PG synthesis/release reduces parasitemia and
extends survival of mice infected with T. cruzi [14-17]. This
was often associated with a decrease in the levels of circulating
inflammatory cytokines (such as TNF-a, IFN-y, and IL-
10) [16]. More recently, treatment with ASA during chronic
infection was found to be beneficial with no increase in
mortality and substantial improvement in cardiac function
[13]. Additionally, the protective effect of ASA could be
mediated by the synthesis of 15-epi-lipoxin A, (15-epi-LXA,)
[18].

Given the increasing interest in the role of eicosanoids
in T. cruzi infection, we decided to investigate the effect of
prostaglandin synthesis inhibition with ASA on inflamma-
tory response and macrophage invasion by T. cruzi.

2. Material and Methods

2.1. Animals. Six- to eight-week-old BALB/c female and
male mice were supplied by the Multi-Institutional Center
for Biological Investigation, State University of Campinas,
Brazil. Mice were maintained under standard conditions
in the animal house of the Department of Pathological
Sciences, Center for Biological Sciences, State University of
Londrina. Commercial rodent diet (Nuvilab-CR1, Quimtia-
Nuvital, Colombo, Brazil) and sterilized water were available
ad libitum.

All animal procedures were performed in accordance
with the guidelines of the Brazilian Code for the Use of
Laboratory Animals. The protocols were approved by the
Internal Scientific Commission and the Ethics in Animal
Experimentation Committee of Londrina State University
(Approval Number: CEEA 5492.2012.22).

2.2. Parasites. T cruzi Y [19] was maintained by weekly
intraperitoneal inoculation of Swiss mice with 2 x 10°
trypomastigotes. To conduct our experiments, blood from
previously infected mice was obtained by cardiac puncture
without anticoagulant. The blood was centrifuged at 1,500 xg
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for 1 min and allowed to stand at 37°C for 60 min. The super-
natant serum containing most of the T. cruzi was centrifuged
at 1,200 xg for 15min. The sediment was resuspended in
1mL of RPMI 1640 medium (GIBCO, Gran Island, NY)
containing 10% inactivated fetal bovine serum (FBS), 100
units of penicillin, and 100 g streptomycin (GIBCO, Gran
Island, NY).

Trypomastigotes were derived from the supernatant of
T. cruzi-infected LLC-Mk2 culture cells (ATCC CCL-7;
American Type Culture Collection, Rockville, MD) grown
in RPMI 1640 medium containing 10% inactivated fetal
bovine serum (FBS), 40 uygmL™ gentamicin, 100 units of
penicillin, and 100 pg streptomycin (GIBCO, Gran Island, Y).
Subconfluent cultures of LLC-Mk2 were infected with 5 x 10°
trypomastigotes. Free parasites were removed after 24 h and
cultures were maintained in 10% FBS-RPMI 1640. Five days
postinfection, free trypomastigote forms could be found in
the cell supernatants.

2.3. Macrophage Culfure. Mice were inoculated intraperi-
toneally with 2mL of 5% thioglycollate and, 4 days later,
the elicited cells from the peritoneal exudates were har-
vested in cold PBS. Mouse peritoneum was washed with
5mL ice-cold, serum-free RPMI. Peritoneal cells from 3-6
mice were pooled and left to adhere in complete medium
(RPMI, 2 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 40 pig mL™"
gentamicin, and 10 mM HEPES) for 24h in 24-well plates
at 2 x 10° cells/well. Each suspension of pooled peritoneal
cells was plated in triplicate wells. Then, nonadherent cells
were washed away and adherent cells received complete
medium. The macrophages were plated onto 13 mm round
glass coverslips and washed in warm phosphate-buftered
saline (PBS) before the interaction assays. In addition, 2.0 x
10° macrophages were plated onto 96-well dishes. One set of
plates was used to quantify IL-1p and the other set for NO"
detection.

2.4. Treatment of Macrophages with Drugs and Macrophage
Invasion Assay. Before the experiments, peritoneal macro-
phages previously washed were incubated for 30 min at
37°C in a 5% CO, atmosphere in the presence of different
concentrations of ASA (2.5mM, 1.25mM, and 0.625 mM)
to test its effect on internalization of the parasite into the
host cell. After incubation, the medium containing ASA was
removed, and macrophages were allowed to interact with
trypomastigote forms added in a ratio of 5 parasites per cell.
The interaction was allowed to proceed for 2h, at 37°C in a
5% CO; atmosphere. The cells were then washed three times,
fixed with Bouin’s fixative, stained with Giemsa (Merck) stain,
and observed with a light microscope at 1000x magnification.
Other treatments included incubation with aminoguanidine
(1mM) or L-NAME (1.0 mM) for 60 min at 37°C with or
without ASA.

The internalization index was calculated by multiplying
the percentage of infected cells by the mean number of
parasites per infected cell [20]. All internalization indices
were normalized. Experiments were performed in triplicate,
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and six independent experiments were completed. All exper-
iments included untreated, infected peritoneal macrophages
as controls. The quantification was carried out using light
microscopy where a total of 500 cells were randomly counted.
The viability of the cells obtained from the cultures before
and after incubation experiments was determined using MTT
(Sigma-Aldrich) assay, showing the mitochondrial activity of
living cells. The culture medium was aspirated, and MTT
(0.5mg mL™") was added to the cells prior to incubation at
37°C for 4h. The supernatant was aspirated and dimethyl
sulfoxide (Sigma-Aldrich) was added to the wells. Insoluble
crystals were dissolved by mixing and the plates were read
using a BioRad multiplate reader (Hercules, CA), at a test
wavelength of 570 nm and a reference wavelength of 630 nm.

2.5, Nitrite Measurements. Production of nitric oxide (NO")
was determined by measuring the level of accumulated
nitrite, a metabolite of NO" in the culture supernatant using
Griess reagent (Sigma-Aldrich). After 24 h of treatment with
ASA (0.625mM), the culture supernatants were collected
and mixed with an equal volume of Griess reagent in 96-
well culture plates and incubated at room temperature for
10 min. The absorbance was measured at 540 nm and nitrite
concentrations were calculated by reference to a standard
curve generated by known concentrations of sodium nitrite.

2.6. Immunocytochemistry Labeling for iNOS. Immunocyto-
chemistry for iINOS was performed on coverslip-adherent
cells using the labeled streptavidin biotin method with a
LSAB KIT (DAKO Japan, Kyoto, Japan) without microwave
accentuation. The coverslips were incubated with 10% Triton
¥-100 solution for 1 h, washed 3 times in PBS, and treated for
40min at room temperature with 10% BSA. The coverslips
were then incubated overnight at 4'C with the primary
antibody (anti-iNOS rabbit monoclonal antibody diluted
1:200, BD Biosciences, catalog number 610599), followed by
secondary antibody treatment for 2h at room temperature.
Horseradish peroxidase activity was visualized by treatment
with H,0, and 3,3’ -diaminobenzidine (DAB) for 5min.
At the last step, the sections were weakly counterstained
with Harry’s hematoxylin (Merck). For each case, negative
controls were prepared by omitting the primary antibody.
Intensity and localization of immune reaction against pri-
mary antibody used were examined on all coverslips using
a photomicroscope (Olympus BX4l, Olympus Optical Co.,
Ltd., Tokyo, Japan). For the image analysis study, photomi-
croscopic color slides of representative areas (magnification,
40x) were digitally acquired. After conversion of the images
into grey scale (Adobe Photoshop) iNOS-positive pixels and
total pixels became thresholds and were processed by Image ]
program. Positive immunostained area was calculated as the
proportion of positive pixels to total pixels (%).

2.7, ELISA for IL-1f. Culture supernatants from peritoneal
macrophages in 96-well plates treated with ASA (0.625 mM)
or untreated, either infected or not infected with T. cruzi,
were incubated for 24 h. Levels of IL-13 in 100 uL medium
were measured by commercial ELISA kits (Ready-SET-Go!
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eBioscience, San Diego, CA), according to the manufacturer’s
instructions.

2.8. Statistical Analysis. The statistical analysis was con-
ducted using one way ANOVA with Bonferroni's multiple
comparison test. Values are presented as + standard error of
mean. The results were considered significant when P < 0.05.
Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism
5.0 computer software application (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Aspirin Inhibits T. cruzi Entry into Macrophages. To
determine whether COX-derived mediators are involved in
T. cruzi entry into host cells, cells were treated with increasing
amounts of ASA for 30 min and after treatment, the medium
containing ASA was removed before macrophage invasion
assay in order to guarantee that ASA affected only the
host cell and not the parasites. After 2h of incubation with
parasites, which provides sufficient time for them to enter
into macrophages, the free parasites were removed. Aspirin
irreversibly inhibits COX-1 by acetylation of a single serine
residue on the enzyme [21] and this inactivation persists, that
is, 224 hours. In some cases, the medium with increasing ASA
concentrations was added every 24 hours until the end of
the T. cruzi infection period (7 days, Figure 4(d}). Figure 1{a)
shows that ASA markedly inhibited the internalization of
trypomastigote by macrophages at all concentrations tested
(P < 0.0001). Thus, PGE, synthesis inhibition using ASA
improves macrophage response against T. cruzi infection. The
cytotoxicity of ASA in macrophages was evaluated by MTT
assay (Figure 1(a), insert). ASA did not induce cell death, as
the concentrations of ASA used in all experiments reported
were too low to cause cytotoxicity [22]. Light microscopy
observations confirm T. cruzi inhibition invasion of ASA
treated cells (Figure 1(c)).

3.2, COX-2 Inhibition Together with Aspirin Restores the
Infectivity of Trypomastigotes in Peritoneal Macrophages. We
examined the combined effect of celecoxib (COX-2 selective
inhibitor) and ASA on the entry of T cruzi into phagocytic
cells. Peritoneal macrophages were incubated separately, with
or without drugs (ASA and celecoxib) either alone or in
combination. Figure 1{b) shows that the drugs in combina-
tion significantly (P < 0.01) restored the invasive capacity
of trypomastigotes. None of the drugs (ASA, celecoxib, or
their combination) showed cytotoxicity against uninfected
peritoneal macrophages (data not shown). These results
indicate that the enzyme activities of COX-1 and COX-2
favor invasion, but simultaneous inhibition of both activities
also favors parasite invasion, probably by allowing a new
panorama of eicosanoids production.

3.3. Aspirin Decreases Trypomastigotes Release to Culture
Supernatants from T. cruzi-Infected Macrophages. Four days
postinfection, macrophages began releasing trypomastigotes
into the supernatant (Figure 4(d)). Trypomastigotes release
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FIGURE 1: Aspirin (ASA) impairs Trypanosoma cruzi internalization by peritoneal macrophages. (a) Internalization index of the interaction
process between macrophages treated for 30 minutes with increasing concentrations of ASA (0.625, 1.25, and 2.5mM) and exposed to T.
cruzi (Y strain). After treatment with ASA, peritoneal macrophages interacted with 5:1 trypomastigotes for 2 hours, after which they are
washed, fixed with Bouins fixative, and stained with Giemsa. Quantification was carried out under a light microscope where the number
of intracellular parasites was counted in a total of at least 500 cells. MTT assay to measure cell viability in macrophages after treatment
with ASA at 0.625 to 2.5 mM concentrations. H, O, (1000 M) was used as negative control (insert). Values are the means + standard error of
mean of 10 experiments or two experiments (MTT assay). P < 0.0001 for a comparison with infected cells cultured in medium alone. (b) The
combined effect of celecoxib and aspirin on the entry of T: cruzi into phagocytic cells. Macrophages were treated for 30 minutes with celecoxib
(0.625 mM) and ASA (0.625 mM) exposed to T. cruzi as describe above. Results are the mean + standard error for triplicate determinations
and are representative of three independent experiments. * P < 0.0001, ** P < 0.001 for a comparison with infected cells cultured in medium
alone. (c) Light microscopy observations confirm T. cruzi inhibition invasion of ASA treated cells. Observation after Giemsa staining by light
microscopy of the interaction process between peritoneal macrophages treated (or not) with different concentration of ASA and exposed to
trypomastigotes forms of T. cruzi. The black arrows indicate internalized parasites. Bars = 10 pm.

to culture supernatants from T. cruzi-infected macrophages  anti-inflammatory and proresolving actions [24, 25]. Native
was diminished by ASA (0.625 mM). This result is in agree-  LXs and their stable analogues exert their biological effects
ment with previous reports, showing that aspirin and other by binding to a G-protein-coupled receptor, denoted as ALX
COX inhibitors decrease T. cruzi infection in vitro [14-16, 23]. [26, 27]. The effect of ASA has been associated, in part,

to a switch to the AA pathway linked to the acetylation
3.4. Aspirin Inhibits T cruzi Entry into Macrophages via ALY, of the COX-2 isoenzyme. This reaction enables COX-2 to
Lipoxins (LXs) are endogenous lipid mediators with potent  synthesize LXs as 15-epi-LXs (15-epi-LXA4) [22]. To evaluate
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Ficure 2: The effect of ASA on the entry of T. cruzi into macrophages was prevented by Boc-2. (a) Internalization index of the interaction
process between macrophages treated for 30 minutes separately either with or without drugs (0.625 M ASA or 100 M Boc-2). Results are
the mean + standard error for triplicate determinations and are representative of two independent experiments. * P < 0.01, for a comparison
with infected cells cultured in medium alone. ** P < 0.001, for a comparison with infected cell treated with ASA. (b) PGE, restores aspirin
effect on T. cruzi entry into macrophages. Macrophages were treated for 30 minutes separately either with or without PGE, (35.2, 3.52, or
0.35ng mL™") alone or in combination (ASA 0.625mM + PGE, 3.52ngmL™"). Results are the mean + standard error and are representative
of two independent experiments. * P < 0.001 for a comparison with infected cells cultured in medium alone. ** P < 0.05 for comparison with
infected cell treated with ASA or PGE, alone. ™" P < 0.05 for a comparison with infected cells cultured in medium alone.

the effect of ASA-triggered LXs on the entry of T. cruzi into
phagocytic cells, peritoneal macrophages were incubated sep-
arately either with or without drugs (ASA or Boc-2, a specific
antagonist of the 15-epi-LXs) either alone or in combination.
The inhibitory effect of ASA on the entry of T. cruzi into
macrophages was prevented by Boc-2 demonstrating that the
effect of ASA on the entry of T. cruzi into macrophages could
be mediated by the synthesis of 15-epi-LXA4. Furthermore,
Boc-2 did not have any effect on the entry of T. cruzi into
macrophages when used alone (Figure 2(a)).

3.5. PGE, Restores Aspirin Effect on T. cruzi Entry into
Macrophages. Figure 2(b) (insert) shows that treatment of
macrophages with high concentrations of PGE, causes inhi-
bition of T. cruzi entry into macrophages. When PGE,
(3.52ngmL™") was added alone or in combination with ASA,
the effect of ASA was inhibited, indicating that PGE; is
involved in the internalization of T. cruzi trypomastigotes
into peritoneal macrophages.

3.6. Aspirin Modulates Innate Inflammatory Response of
Macrophages Infected with T. cruzi. The internalization of T.
cruzi into macrophages stimulated the release of IL-15 while
ASA increased IL-1f production by infected macrophages
(Figure 3(a)). The effect of ASA on NO production was eval-
uated by detection of nitrite in T. cruzi-infected macrophage
supernatants using Griess reaction (Figure 3(b)). NO" pro-
duction in macrophages was stimulated by T. cruzi and was
also increased by prior treatment of macrophages with ASA.

In addition, we observed that ASA treatment stimu-
lated iNOS expression in T. cruzi-infected macrophages
(Figure 4(a)). To confirm that the effect of ASA on ma-
crophage activity depends on NO" levels, we assessed the
entry of trypomastigotes into macrophages incubated with
aminoguanidine (AG, iNOS inhibitor) or with L-NAME (c-
NOS inhibitor). We found that both inhibitors reversed the
effects of ASA (Figures 4(b) and 4(c)).

4, Discussion

Previous studies have shown that the release of eicosanoids
during infection with T. cruzi regulates host responses
and controls disease progression [3, 10, 11, 13, 14, 28-31].
PGs, together with NO" and TNF-, participate in a com-
plex circuit that controls lymphoproliferative and cytokine
responsesin T. cruzi infection [10]. However, the involvement
of COX-mediated PG production in the entry of T. cruzi
into macrophages is largely unexplored. The data shown
herein demonstrates that the treatment of macrophages
with ASA significantly inhibits internalization of T. cruzi
trypomastigotes and strongly supports the idea that the COX
pathway plays a fundamental role in the process of parasite
invasion. In fact, PGE,production increases significantly in
T. cruzi-infected macrophages as compared to uninfected
macrophages [32] and synergistically enhances the activity
of nifurtimox and benznidazole on infected RAW 264.7 cells
[23].

Ours results suggest that the actions of ASA depend
on COX-2-derived biosynthesis of products. This is
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FiGure 3: Effects of ASA upon IL-1§3 and nitrite production in T. cruzi-infected macrophages. Macrophages were treated for 30 minutes with
ASA (0.625 mM) and exposed to T. cruzi (Y strain). After treatment with ASA, cells interacted with 5:1 trypomastigotes for 2 hours, after
which they are cultured at 37°Cin 5% CO, during 24 h. Afterwards, IL-18 (a) and nitrite (b} levels in supernatant were measured with a specific
enzyme-linked immunosorbent assay and by Griess reaction, respectively. Results are the mean + standard error for duplicate determinations
and are representative of four independent experiments. * P < (.05 for a comparison with cell culture in medium alone.

demonstrated by the observation that celecoxib reversed
the aspirin-induced inhibition of entry of T cruzi into
macrophages. The problem of NSAIDs coadministration is
actively discussed in literature in the context of uncertainty
of the resulting therapeutic and side effects arising from
such combinations. The mechanism of such a suppression
of aspirin inhibitory effect on COX-1 by other NSAIDs has
been difficult to satisfactorily explain. This could be due to
celecoxib binding strongly to a monomer of COX-1 without
affecting AA oxygenation [7]. In fact, a related study has
shown that celecoxib prevented ASA inhibition in a dog
model of thrombosis [33]. However, the application of our
approach to investigate the combined effect of aspirin and
celecoxib on COX-1 during coadministration confirmed
the ability of celecoxib to suppress the aspirin-mediated
inhibition of COX-1 in vitro conditions [7].

In addition, the effects of ASA on T cruzi infection
have been associated in part, to a switch to the AA pathway
linked to the acetylation of the COX-2 isoenzyme [18]. Such
meodification promotes the synthesis of the 15-R-HETE inter-
mediate, which can be transformed by 5-lipooxygenase to 15-
epi-LX A4, a lipid involved in the resolution of inflammation
[34]. Accordingly, we assessed the effect of Boc-2 (a specific
antagonist of the 15-epi-LXs) on low doses of ASA, indicating
that 15-epi-LXA4 is probably involved in the inhibitory
effect exerted by ASA on the internalization of T cruzi by
macrophages.

Interestingly, when macrophages were treated with PGE,
concentration as high as 3.52 ngmL "', we observed a reduc-
tion in the entry of parasites, but when we used low
concentration of PGE, (0.35ngmL "), the entry of T. cruzi
was similar to that observed in untreated macrophages.

In addition, we found reversal of ASA effect, even when
PGE,concentration as low as 3.52 ngmL ™' was used, indicat-
ing that PGE, has an important role in ASA effect. Inhibition
of COX activity may increase NO" levels, thus restoring the
antiparasitic activity of macrophages [23]. Our results are in
agreement with this hypothesis. To confirm that the effect of
ASA on macrophage activity depends upon restoring NO®
levels, we assessed the invasive capacity of T cruzi when
cells were incubated with aminoguanidine (AG), an iNOS
inhibitor. We found that 1.0 mM AG reverses ASA effect
totally. In addition, we showed that iNOS expression in
macrophages was increased with ASA treatment, suggesting
that iNOS-dependent NO® production is responsible for
ASA effects. We did find reversal of ASA effect with L-
NAME (1.0 mM), indicating the role of cNOS in ASA activity.
This can be explained as high concentrations of L-NAME
may interfere in the selectivity for cNOS and can inhibit
other isoforms of NOS, such as nNOS and iNOS. So, NO°
deficiency induced by L-NAME could be explaining our
results.

Additionally, polyamines seem to be crucial for trypo-
mastigote internalization process in, at least, some cellular
types and infection progression [35]. In T. cruzi-infected
macrophages, COX is related to the increase of ornithine
decarboxylase (ODC) activity [15], which might increase
the polyamine content in macrophages. Since T. cruzi uses
these polyamines to synthesize trypanothione (an enzyme
that participates in the hydroperoxide detoxification of T.
cruzi), the inhibition of COX by ASA probably resulted in a
reduction in polyamine levels caused by inhibition of ODC,
indirectly contributing to decrease trypanothione synthesis
in T. cruzi, as suggested by Lopez-Mufioz and collaborators
[23].
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FIGURE 4: Effect of ASA on macrophage activity depends on NO* production. (a) Aspirin treatment stimulated iNOs expression in T. cruzi-
infected macrophages. Immunocytochemistry for INOS was performed on coverslip-adherent cells using the labeled streptavidin biotin
method with a LSAB KIT (DAKO Japan, Kyoto, Japan) without microwave accentuation. (1) Intracellular iNOS protein cannot be detected by
immunocytochemistry in uninfected (control) macrophages, (2) T. cruzi-infected cell, (3) ASA (0.625 mM) was an effective inducer of INOS
expression in peritoneal macrophages, and (4) the addition of PGE, (3.52ngmL™") to culture media increased iNOS mRNA expression in
macrophages infected. Macrophages were treated for 30 minutes separately with 0.625 uM ASA. After treatment, macrophages were washed
and incubated with aminoguanidine (AG, 1.0 mM) (b) or L-NAME (c) at 1.0 mM for 1h at 37°C. After treatment, macrophages were washed
again and interacted with 5:1 trypomastigotes for 2 hours at 37°C, after which they are washed, fixed with Bouin’s fixative, and stained with
Giemsa. Quantification was carried out under a light microscope where the number of intracellular parasites was counted in a total of at least
500 cells. Results are the mean + standard error for triplicate determinations and are representative of two independent experiments. (d) Effect
of aspirin upon trypomastigote release in aspirin-treated T cruzi-infected macrophages. Cells were infected with T. cruzi trypomastigotes and
treated daily with ASA at 0.625 mM; after 4 days of treatment, trypomastigotes release to supernatants was found and was measured until day
7 after infection. Results are the mean + standard error for triplicate determinations and are representative of two independent experiments.
*P < 0.01 for a comparison with infected cells cultured in medium alone. >*P < 0.01 for a comparison with infected cells cultured treated
with ASA.

Finally, in T. cruzi-infected macrophages, COX inhibi-
tion by ASA was related to the increase of IL-13, which
also might explain the increase of antiparasitic activity of
macrophages treated with ASA. In fact, IL-1f is critical
for the restriction of Leishmania amazonensis infection [36]
and it recently was demonstrated that macrophages treated
with IL-18 released fewer trypomastigotes than untreated

macrophages and IL-1 triggered NO® release by T. cruzi-
infected macrophages in a dose dependent manner [37].

5. Conclusion

In conclusion, this is the first report, to our knowledge,
showing the in vitro effect of aspirin on T. cruzi entry into



peritoneal macrophages and the influence of COX pathway
on innate inflammatory response to T. cruzi infection, adding
a new perspective to immune interventions against Chagas
disease.
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4 CAPITULO 2

4.1 Trypanosoma cruzi E INFECGAO DE MIOBLASTOS

Tripomastigotas de T. cruzi ganham acesso aos mioblastos,
primeiro invadindo o endotélio e areas intersticiais da parede vascular e o
miocéardio. O parasito provoca danos na matriz extracelular por meio de acdes
enziméaticas, contribuindo para uma resposta inflamatéria. Quando o dano ao
hospedeiro é causado por isquemia e necrose, a matriz € degradada e deslizada
da parede ventricular, deixando-a delgada e com formac&o de aneurismas. Danos
encontrados nesta area do coracdo juntamente com remodelamento da parede
sado frequentemente observados em doencas cardiacas provocadas por T. cruzi.
Remodelamento refere-se a variagfes estruturais associadas com a inflamacéao,
necrose, hipertrofia, dilatacao ventricular e disturbios funcionais (MACHADO et al.,
2008).

O parasito induz resposta inflamatéria no miocardio como
resultado de vérios fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, fibronectinas, cininas
(MONTEIRO et al., 2007), endotelina (TANOWITZ et al., 2005), tromboxano
(ASHETON et al.,, 2007) e o proprio parasito com seus antigenos. O parasito
também pode contribuir para o recrutamento, migracdo e posicdo de células
inflamatorias no tecido cardiaco, levando a persisténcia da miocardite em
camundongos infectados (DOS SANTOS et al., 2001).

Machado e colaboradores (2000) mostraram que mioblastos
constituem fonte potencial de citocinas, quimiocinas e Oxido nitrico in vivo.
Mioblastos infectados com T. cruzi expressam RNAm para TNF-q, IL-13, iNOS e
qguimiocinas (MACHADO et al. 2000; VESPA et al., 1994). Varios estudos tém
sugerido que a liberagéo de IFN-y e TNF-a por células do padrdao Thil, resulta no
desenvolvimento de miocardite associada a infeccdo e que a infeccdo com o
parasito estimula mioblastos a produzirem citocinas e quimiocinas as quais

amplificam a resposta inflamatéria (MACHADO et al., 2008). Oncogenes
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relacionados a quimiocinas, (MIP)-2 (proteina inflamatéria de macréfagos),
monocinas induzidas por IFN-y (MIG), RANTES, IFN-y, IL-18 e TNF-a estimulam
mioblastos, e estes estimulados produzem niveis criticos de NO que controlam a
replicacdo do T. cruzi. E ainda, foi mostrado que a resisténcia a infeccédo esta
associada com a capacidade dos linfocitos produzirem IFN-y, os quais em
resposta podem ativar macrofagos a produzirem NO, sendo esta a principal
molécula efetora que controla a multiplicacéo intracelular de T. cruzi (GAZZINELLI
et al., 1992; VESPA et al., 1994).

Além dos macrofagos, muitas outras células sdo habeis a
produzirem NO. Por exemplo, células miocardicas murinas produzem NO in vitro,
via inducdo da NOS por citocinas como IFN-y e IL-18 (BALLIGAND et al.,1994).
NO possui habilidade para mediar a atividade microbicida contra varios parasitos,
incluindo T. cruzi (KINUGAWA et al., 1997; SILVA et al., 1995; VESPA et al.,
1994), esta observacdo mostra que mioblastos produzem NO quando estimulados
com TNF-a e IL-18 (BALLIGAND et al.,1994; KINUGAWA et al.,1997) e estas
citocinas foram detectadas no coragdo de ratos infectados com T. cruzi
(CHANDRASEKAR et al.,1998). Kinugawa e colaboradores (1997) mostraram que
a enzima NO sintase pode ser expressa em mioblastos. A regulagdo transcricional
do gene para iNOS e a expressdo de RNA mensageiro para iINOS foi observada,
guando induzido por LPS. Os autores também mostraram que Forscolin, IL-6,
TNF-a e IFN-y aumentam a expressdo de iINOS. Mioblastos também expressam
NOS-2 e NOS-3 quando induzidos por LPS e o aumento do NO produzido por
mioblastos, modula negativamente a funcdo do miocéardio.Foi também mostrado
que LPS, IL-6 ou IFN-y podem aumentar a transcricdo dos genes para iNOS e
IRF-1 (receptor 1 para interferon) através da ativacao da proteina STAT. STAT-1 é
necessaria para a inducao de iNOS (KINUGAWA et al., 1997; MERAZ et al., 1996;
SINGH et al., 1996). Citocinas como IL-1B e TNF-a ativam NFkB e a ativagdo do
NFkB tem papel crucial na indugdo da iINOS (KINUGAWA et al.,, 1997,
LOWENSTEIN et al., 1993; SCHUTZE et al., 1994; XIE et al., 1994).
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4.2 PARTICIPACAO DO TGF-B NA CARDIOPATIA CHAGASICA

A familia de proteinas do fator beta transformador do crescimento
beta (TGF-B) apresentam potentes propriedades imunorregulatorias, variando
desde os efeitos no crescimento e diferenciacdo de células primitivas a fungbes
diferenciadas de células efetoras do sistema imunolégico. Embora muitos
pesquisadores tem descrito a atividade supressora do TGF-B, evidéncias
suportam o conceito de que o TGF-B pode ter ambas as acgoes, inibitérias e
estimulatérias. TGF-B tem efeito intracelular diferencial na modulacdo de
receptores de superficie celular como fosforilagédo de tirosina, transcricdo de genes
para citocinas e pode mediar citotoxicidade celular (RUSCETTI et al., 1991)

A modulacéo das respostas imunoldgicas inflamatorias pelo TGF-
B incluem: inibicdo da proliferagdo de sub-classes de células T, efeito inibitério na
proliferacdo e funcao dos linfécitos B, diminuicdo da regulacdo da atividade das
células NK e respostas a células T, regulacdo da producdo de citocinas e
regulacdo de macrofagos (GOEY et al., 1989; WAHL, 1992).

TGF-B € um fator de crescimento pleiotrépico que pode modular
respostas inflamatérias em diversos tipos celulares, incluindo VSMCs (células
vasculares do musculo liso). Os autores mostraram a habilidade do TGF-f em
inibir marcadores da ativacao das VSMC, iNOS e IL-6 (FIENBERG et al., 2004).

TGF-B1 é uma citocina proé-fibrotica que estimula a producéo de
proteinas da matriz extracelular em diferentes 6rgaos. TGF-3 é expresso em altos
niveis no coragdo durante a vida embrionéaria e adulta (THOMPSON et al., 1988,
1989). Entretanto a alta expressdo de TGF-B resulta em fibrose tecidual e
disfuncdo do 6rgdo e ainda esta implicado no desenvolvimento de nefropatia
diabética, colite ulcerativa, fibrose hepatica e doencas congénitas (VALLANCE et
al.,, 2005; WOLF et al., 2004). A fibrose que ocorre no coracdo pode ser
parcialmente mediada pelo TGF-B, um potente estimulador da produgdo de
colageno por fibroblastos cardiacos e tem sido implicado sozinho no

remodelamento do miocardio apoés infartos. Estudos indicam que a dilatacao,
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isquemia e cardiomiopatia hipertréfica estdo todas associadas com o aumento dos
niveis de TGF-p1 (KHAN; SHEPPARD, 2006).

TGF-B também age de maneira autocrina para manter a taxa de
batimentos de mioblastos de ratos neonatal, em cultura. Inteleucina 1-p suprime a
taxa de batidas dos mioblastos e o TGF-f antagoniza este efeito. Foi mostrado
também que TGF-B e IL-1B apresentam efeitos antagbnicos na secrecdo de NO
por estes mioblastos (ROBERTS et al.,1992). Portanto, a secrecdo de NO, a
atividade da NO sintase e a expressdo da forma induzivel da enzima, correlata
inversalmente com o efeito do TGF-B e IL-13 na taxa de batimentos dos
mioblastos (NATHAN et al., 1992). Hausmann e colaboradores (1994)
determinaram o efeito do TGF-B1 recombinante, na ativacdo de macrofagos por
LPS. Macroéfagos peritoneais de camundongos ou células da linhagem RAW 264.7
previamente tratadas com TGF-B, perderam suas habilidades para produzirem
TNF-a e NO em respostas a ativagdo com LPS.

O efeito do TGF-B na inducdo do IFN-y em ativar mcréfagos
murinos infectados com Toxoplasma gondii foi estudado. A atividade
toxoplasmatatica induzida por IFN-y em macréfagos, foi inibida por TGF-B, o que
também foi observado para a producao de TNF-a, RNI e PGE,. Mas a PGE; nao
estava envolvida na inibicdo da ativacdo do macrdfago por TGF-B. Os resultados
mostraram que a inibicdo da producdo do TNF-a é o fator chave na supresséo de
macrofagos induzido por TGF-B (LANGERMANS et al., 2001).

Sinalizagcdo para o NO também tem importante papel na
regulacdo, desenvolvimento e funcdo pulmonaria. Expressédo de guanilato ciclase
soltvel (sgc), cGMP dependente da proteina quinase | (PKGI), ambos sao
mediadores criticos para sinalizagdo de NO, e foi observado a reducdo da
producdo de NO em pulmao injuriado de recém nascido, provocado pelo TGF-B, o
gual reduziu a expressdao de enzimas sinalizantes para o0 NO em isolados de
miofibroblastos de SMC (células musculares lisa) (BACHILLER et al., 2010).

Vodovotz e colaboradores (1993) estudaram o mecanismo pelo
qual o TGF-B1 suprime a producdo de NO por macréfagos estimulados com IFN-y.

Tratamento dos macréfagos com TGF-B1 provocou decréscimo na concentracao



75

de NO por trés mecanismos: reducéo na estabilidade e traducdo do RNAm para
INOS e aumento na degradacdo da proteina iINOS, levando a reducdo na
concentracdo de iINOS no sobrenadante de cultura (PINSKI et al., 1995).

Desta forma, investigacdes que buscam esclarecer o papel que
0s eicosanoides exercem sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro, como a
geracdo de citocinas, Oxido nitrico e radicais livres na fase inicial da infec¢@o por
T. cruzi sdo essenciais para o melhor entendimento da patogénese da DC. Os
resultados podem indicar caminhos para o desenvolvimento de novas estratégias

para o tratamento desta importante enfermidade negligenciada.
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The intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, a serious disorder that affects
millions of people in Latin America. Cell invasion by T. cruzi and its intracellular replication are essential to the parasite’s life
cycle and for the development of Chagas disease. Here, we present evidence suggesting the involvement of the host’s cyclooxy-
genase (COX) enzymes during T. cruzi invasion. Pharmacological antagonists for COX-1 (aspirin) and COX-2 (celecoxib)
caused marked inhibition of T. cruzi infection when rat cardiac cells were pretreated with these nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) for 60 min at 37°C before inoculation. This inhibition was associated with an increase in the production of NO
and interleukin-1{3 and decreased production of transforming growth factor 3 (TGF-§3) by cells. Taken together, these results
indicate that COX-1 more than COX-2 is involved in the regulation of anti-T. cruzi activity in cardiac cells, and they provide a
better understanding of the influence of TGF-p-interfering therapies on the innate inflammatory response to T. cruzi infection
and may represent a very pertinent target for new therapeutic treatments of Chagas disease.

hagas disease, caused by Trypanosoma cruzi infection, remains

an important neglected tropical disease and has emerged asan
important global public health problem because many T. cruzi-
infected people from Latin America immigrate to countries where
the disease is not endemic (1). An estimated 14,000 people die
annually from this disease worldwide (2). Clinically, T. cruzi in-
fection causes acute myocarditis followed by chronic cardiomy-
opathy and vasculopathy in humans and in experimental models.

Studies from diverse laboratories using different host cell types
and T. cruzi strains have demonstrated that this parasite can in-
vade almost all nucleated cells, both phagocytic and nonphago-
cytic (3). Although T. cruzi trypomastigotes are broadly dispersed
among many different organs in the mammalian host, cardiac
tissue is an important target for this parasite, and the T. cruzi-
cardiomyocyte interaction has been the subject of intense investi-
gation (4-7).

During the T. cruzi-cardiomyocyte interaction, the parasite
gains control of overall host cell gene expression, including ex-
pression of 353 genes related to the immune response, inflamma-
tion, cytoskeleton organization, cell-cell and cell-matrix interac-
tions, apoptosis, the cell cycle, and response to oxidative stress.
This information provides insights into how the parasite survives,
replicates, and persists in the infected host and ultimately the clin-
ical outcome of the infection (5).

T. cruzi induces upregulation of nitric oxide (NO) production
in cardiomyocytes along with an upregulation in the levels of in-
terleukin-6 (1L-6), IL-1p, tumor necrosis factor alpha (TNF-w),
and transforming growth factor B (TGF-B) (8-13). The resulting
acute myocarditis is characterized by an intense inflammatory re-
sponse typified by upregulation of inflammatory mediators, such
as cytokines, chemokines, inducible nitric oxide synthase (iNOS),
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and endothelin (7), and also eicosanoids (10), which are essential
elements to the defensive reaction in cardiac tissue (4), and it can
also result in cardiac hypertrophy (8, 9.

Many of the changes that occur during acute and chronic Cha-
gas disease can be explained by the effects of arachidonic acid
(AA)-derived lipids, such as leukotrienes, lipoxins, hydroxyeico-
satetraenoic and hydroperoxyeicosatetraenoic acids, prostaglan-
dins (PGs), and thromboxane (10). A recent study demonstrated
that cardiac calcium-independent phospholipase A,y (iPLA,vy) is
responsible for AA and prostaglandin E, (PGE, ) release in T. cruzi
infection (11). PGs are oxygenated lipid mediators formed from
the w6 essential fatty acid AA. The committed step in PG biosyn-
thesis is the conversion of AA to PGH,, which is catalyzed by either
PG endoperoxide H synthase- 1 or -2, enzymes that are commonly
known as cyclooxygenase-1 (COX-1) and -2 (COX-2), respec-
tively (14, 15). Both COX-1 and COX-2 are nonselectively inhib-
ited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as
aspirin (ASA) and ibuprofen, whereas COX-2 activity is selectively
blocked by COX-2 inhibitors called coxibs (e.g., celecoxib) (16).
The relevance of these enzymes and the bioactive lipids that they
produce are not well understood in parasitic diseases, although
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the role of eicosanoids in the pathogenesis of Chagas disease is
becoming better defined (10).

Given the increasing interest in the role of eicosanoids in T.
cruzi infection, we investigated the effect of prostaglandin synthe-
sis inhibition with ASA and celecoxib on the inflammatory re-
sponse and cardiac myoblast invasion by T. cruzi. Our results
showed that the internalization of the parasite was reduced when
H9C2 cells were treated with ASA or celecoxib. This reduction was
associated with an increase in the production of NO and IL-1p
and reduction of TGF- only by cells that were treated with ASA.
Taken together, these results indicated that COX-1 is involved in
the regulation of anti-T. cruzi activity by cardiac cells and that it
participates in T. cruzi invasion of myoblasts. These results eluci-
date the influence of eicosanoids on the innate inflammatory re-
sponse to T. cruzi infection as well as provide an alternate perspec-
tive of specific immune interventions.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals, drugs, and reagents. Dimethyl sulfoxide (DMSO), ASA, and
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenytetrazolium bromide (MTT)
were purchased from Sigma-Aldrich, Brazil Ltda. Penicillin, streptomycin
sulfate, gentamicin, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), and
fetal bovine serum (FBS) were purchased from Gibeo (Grand Island, NY).
Celecoxib was purchased from Pfizer Pharmaceuticals. Forskolin and
wortmannin were purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Cardiac myoblast cultures. The rat cardiac myoblast H9C2 cell line
{ATCC CRL-1446) was maintained in DMEM supplemented with 10%
heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin
sulfate in a humidified incubator at 37°C in 5% CO,. The cells were plated
onto 13-mm round glass coverslips and washed in warm phosphate-buff-
ered saline (PBS) before the interaction assays. Additionally, 2 x 107 cells
were plated onto 96-well dishes. One set of plates was used to quantify
cytokines and the other set was for NO and iNOS detection.

Parasites. Trypanosoma cruzi (Y strain) (17) was maintained by
weekly intraperitoneal inoculation of Swiss mice with 2 X 10° trypomas-
tigotes. To conduct our experiments, blood from previously infected mice
was obtained by cardiac puncture with anticoagulant. The blood was cen-
trifuged at 1,500 x g for 1 min and allowed to stand at 37°C for 60 min.
The supernatant serum containing most of the T. cruzi trypomastigotes
was centrifuged at 1,200 * g for 15 min. The sediment was resuspended in
1 ml of RPMI 1640 medium {Gibco, Grand Island, NY) containing 10%
inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin { Gibeo,
Grand Island, NY).

Blood trypomastigotes from 5 mice previously infected with strain Y
were used to infect LLC-Mk2 cells (ATCC CCL-7; American Type Culture
Collection, Rockville, MD), and trypomastigotes derived from the super-
natants of T, cruzi-infected LLC-Mk2 cell cultures were used for subse-
quent experiments. T. cruzi-infected LLC-Mk2 cell cultures were grown in
RPMI 1640 medium containing 10% inactivated FBS, 40 pg/ml gentami-
cin, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (Gibco, Grand Is-
land, NY). Subconfluent cultures of LLC-Mk2 cells were infected with 5
10° trypomastigotes. Free parasites were removed after 24 h, and cultures
were maintained in 10% FBS-RPMI 1640. Five days postinfection, free
trypomastigote forms could be found in the cell supernatants.

Treatment of myoblasts with drugs, including NSAIDs. Before the
experiments, previously washed H9C2 cells were incubated for 1 hat 37°C
in a 5% CO, atmosphere in the presence of different concentrations of
ASA or celecoxib (2.5 mM, 1.25 mM, and 0.625 mM) to test the effects of
the drugs on parasite internalization into the host cell. After incubation,
the medium containing NSAIDS was removed and cells were allowed to
interact with trypomastigote forms, added at a ratio of 5 parasites per cell
The interaction was allowed to proceed for 24 h at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. The cells were then washed three times, fixed with Bouin’s
fixative, stained with Giemsa stain (Merck), and observed under a light
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microscope at 1,000 magnification. Other treatments included incuba-
tion with 10 pM forskolin for 20 min at 37°C and 200 nM wortmannin for
30 min at 37°C in the presence or absence of celecoxib. The internalization
index was calculated by multiplying the percentage of infected cells by the
mean number of parasites per infected cell (18). All the internalization
indices were normalized,

Experiments were performed in triplicate, and five independent ex-
periments were completed. All the experiments included untreated, in-
fected H9C2 cells as controls, Quantification was carried out via light
microscopy, and a total of 500 cells were randomly counted.

Cell viability assay. Viability of the cells obtained from the cultures
before and after incubation experiments was determined in an MTT assay
to show the mitochondrial activity of living cells. Briefly, the HIC2 cells
were plated at 2 % 10° cells/well in a 96-well microplate for 24 h. After
treatment, the cells were incubated with MTT (final concentration, 0.5
mg/ml) at 37°C for 4 h. The supernatant was aspirated, and DMSO was
added to the wells. Insoluble crystals were dissolved by mixing, and the
plates were read using a multiplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA) ata
test wavelength of 570 nm and a reference wavelength of 630 nm. The
percentage of cell viability was calculated using the following formmula, as
previously described (19): percent cell viability = [(mean absorbance in
test wells)/(mean absorbance in control wells)] > 100.

Detection of NO levels by high-sensitivity chemiluminescence. NO
levels were evaluated by employing a highly sensitive, previously described
chemiluminescence system ( 20) with some modifications. In this method,
NO reacts with hydrogen peroxide, resulting in peroxynitrite. In the pres-
ence of luminol, peroxynitrite produces triplet oxygen, which decays to
singlet oxygen and emits photons; the photons are detected by using a
luminometer system coupled to software.

To measure the NO/peroxynitrite level, supernatants of the H9C2 cell
cultures were removed from incubation and immediately diluted in fresh
sterile Na,CO; buffer (2 mM; pH 8.5) that was previously degassed via N,
bubbling for 20 min, to eliminate the presence of molecular oxygen and
oxidation of NO to nitrite/nitrate. The final reaction volume was 1 ml,
with a cell concentration of 2 % 10° cells/ml.

The starting reagent was prepared by mixing equal volumes of luminol
solution (4.39 pM dissolved in 1 M KOH) diluted 1:10 in desferrioxamine
(3658 pM), and H,0, (2.44 pM) was added to 3 parts of degassed
Na,CO; buffer (2 mM; pH 8.5). This mixture was vortexed for 5 min
before use. All the solutions were sterile, kept at 25°C in covered tubes, and
protected from light. Finally, the samples were injected with 50 pl of
starting reagent, and the reaction was performed in a Glomax luminom-
eter (Promega) with an automatic reagent injector, employing a kinetic
protocol that allowed 10 readings per second.

The total curve profile, integrated area, and curve were analyzed to
determine the peroxynitrite levels. A standard curve was obtained for
nitrite reduction at an acidic pH to determine the NO/peroxynitrite con-
centration. NO is generated by nitrite (NO* ™) reduction at acidic pH, as
previously described (19). In this reaction, 1.8 ml of 0.1 M H,50,-0.1 M
KI and 7.2 ml of 0.1 mM MaNO, were used. The reaction immediately
generates a solution of 400 pM NO at room temperature. This solution
was diluted to final concentrations of 100 fM, 200 fM, 300 M, and 400 fM
NO in 2 mM Na,C0O; buffer, pH 8.5, that had been previously degassed
using N,

Immunocytochemistry labeling for iNOS. Immunocytochemistry
for iNOS was performed on coverslip-adherent cells by using the labeled
streptavidin biotin method and a LSAB kit (Dako Japan, Kyoto, Japan)
without microwave accentuation. The coverslips were incubated with
10% Triton X-100 solution for 1 h, washed 3 times in PBS, and treated for
40 min at room temperature with 10% bovine serum albumin. The cov-
erslips were then incubated overnight at 4°C with primary antibody (anti-
iNOS rabbit monoclonal antibody diluted 1:200; catalog number 610599;
BD» Biosciences), followed by secondary antibody treatment for 2 h at
room temperature. Horseradish peroxidase activity was visualized by
treatment with H, O, and 3,3’ -diaminobenzidine { DAB) for 5 min. At the
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last step, the sections were weakly counterstained with Harry's hematox-
ylin (Merck). Megative controls were prepared by omitting primary anti-
body. Intensity and localization of the immune reaction against primary
antibody were examined on all coverslips with a photomicroscope (Olym-
pus BX41; Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan).

For image analysis, photomicroscopic color slides of representative
areas (magnification, X 40) were digitally acquired. After conversion of
the images into gray scale {Adobe Photoshop), iNOS-positive pixels and
total pixels thresholds were determined and data were processed using the
Image] software. Positive immunostained areas were calculated as the
proportion (percentage} of positive pixels to total pixels.

ELISA for TNF-o, TGF-§, and IL-1pB. Culture supernatants from
H9C2 cells in 96-well plates were untreated or treated with ASA or cele-
coxib, either infected or not infected with T. cruzi, and incubated for 24 h.
Levels of TNF-at, TGE-B, and IL-1 in 100 .l medinm were measured by
using a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
{Ready-SET-Gol; eBioscience, San Diego, CA), according to the manu-
facturer’s instructions,

Statistical analysis. Statistical analysis was conducted via an analysis
of variance with Bonferroni’s multiple comparison test. Values are pre-
sented as means = standard errors of the means. The results were consid-
ered significant when Pwas <2(0.05. Statistical analysis was performed with
the GraphPad Prism 5.0 computer software (GraphPad Software, San
Diego, CA).

RESULTS

ASA and celecoxib inhibit T. cruzi entry into H9C2 cells. To
determine whether COX-derived mediators are involved in T.
cruzientry into host cells, H9C2 cells were infected with trypomas-
tigotes in the presence of ASA or celecoxib at various concentra-
tions. The cells were treated with increasing amounts of NSAIDs
for 1 h. After treatment, the medium containing the inhibitors was
removed before exposure to the parasites in order to guarantee
that the inhibitors only affected the host cell and not the parasites.
After 24 h of incubation with parasites, which provided sufficient
time for them to enter into cells, the free parasites were removed
and the cells were stained with Giemsa stain.

Both inhibitors reduced the internalization of trypomastigotes
into H9C2 cells at 2.5 mM, 1.25 mM, and 0.625 mM (ASA) as well
as 1.25 mM, 0.625 mM, and 0.312 mM (celecoxib) (Fig. laand b).
Thus, PGE, synthesis inhibition by NSAIDs improves the myo-
blast response to T. cruzi infection. The cytotoxicity of inhibitors
in the cells was evaluated in an MTT assay (Fig. 1c), and neither
ASA nor celecoxib induced cell death. ASA irreversibly inhibited
COX-1 by acetylation of a single serine residue on the enzyme, and
this inactivation persisted for an extended period of time (=24 h).
Therefore, to guarantee a prolonged effect of ASA on HIC2 cellsin
the cultures, we used the highest concentration, since it was not
cytotoxic.

Effect of adenylyl cyclase activation on HOC2 cell invasion by
T. cruzi. Trypanosoma cruzi trypomastigotes trigger elevation in
host cell cyclic AMP (cAMP) levels. Furthermore, parasite inva-
sion is prevented by inhibition of host cell adenylyl cyclase and
enhanced by stimulation of cAMP production (22). Here, we
tested the effect of forskolin, an activator of adenylyl cyclase (23),
on H9C2 cell invasion by T. cruzi after COX inhibition.

Cells were either untreated or treated with ASA (2.5 mM) or
celecoxib (0.625 mM) for 1 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere.
After washing in PBS, the cells were incubated with control {me-
dium) or 10 pM forskolin for 30 min at 37°C. An equivalent
amount of the carrier (DMSO) was added to untreated cells. After
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FIG 1 Aspirin and celecoxib inhibit T. cruzi entry into H9C2 cells. Internal-
ization indices of the interaction process between macrophages treated for 1 h
with increasing concentrations of ASA (a) or celecoxib (b) and exposed to T.
cruzi (Y strain). After treatment with ASA or celecoxib, H9C2 cells interacted
with a 5:1 parasitezcell ratio of trypomastigotes for 24 h, after which they were
washed, fixed with Bouin’s fixative, and stained with Giemsa stain. Quantifi-
cation was carried out under a light microscope, where the number of intra-
cellular parasites was counted in a total of least 500 cells. (c) The effects of ASA
and celecoxib on cell viability. An MTT assay was conducted to measure cell
viability in H9C2 cells after treatment with inhibitors at concentrations from
0L625 to 2.5 mM. Values are means * standard errors of means of 10 experi-
ments or two experiments (c). ¥, P <2 0,05 **, P << 0.01; ***, P< 0.001 {com-
pared to infected cells cultured in medium alone).

washing in PBS, control and forskolin-treated cells were incu-
bated for 24 h with parasites at a cell ratio of 5:1.

The activation of adenylyl cyclase with forskolin did not
affect H9C2 cell invasion by trypomastigote in the Y strain (P>
0.05) (Fig. 2) but reversed the effects of ASA and celecoxib (Fig.
2a and b).
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FIG 2 Activation of adenylyl cyclase with forskolin reverted the ASA and
celecoxib effects on T. oruzi-infected H9C2 cells. Internalization indices were
calculated for the interaction process between H9C2 cells treated for 1 h with
ASA (2.5 mM) (a) or celecoxib (0.625 mM) (b) and exposed to T. cruzi (Y
strain}. Cells were pretreated or not with ASA (2.5 mM) or celecoxib (0.625
mM ) for 1 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. After washing in PBS, the cells
were incubated with control (medium) or 10 puM forskolin for 30 min at 37°C.
An equivalent amount of the carrier (DMSO) was added to untreated cells.
After washing in PBS, control and forskolin-treated cells were incubated for 24
h with parasites at a parasite:cell ratio of 5:1. Values are the means + standard
errors of the means of three experiments. *, P < 0.001 (compared to infected
cells cultured in medium alone); **, P < 0.05 (compared to cells cultured in
ASA or celecoxib).

HOC2 cell PI3K activity is required for invasion by T. cruzi.
The involvement of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) in T.
cruzi host cell invasion has been examined using specific inhibi-
tors, such as wortmannin (24). To investigate the role of PI3K in
cells treated with NSAIDs, we administered wortmannin (200
nM) to cells for 30 min after NSAID treatment. An equivalent
amount of the carrier (DMSO) was added to untreated cells.

The treatment of H9C2 cells with wortmannin significantly
impaired T. cruzi invasion, independent of pretreatment with
both NSAIDs (Fig. 3aand b). These data indicate that PI3 activity
is involved in the entry into the cardiac cells used in this study, and
this observation is consistent with previously published research
demonstrating that both inhibitors cause downregulation in the
PI3K/Akt pathway (25, 26).

NSAIDs modulate the innate inflammatory response of
HO9C2 cells infected with T. cruzi. We examined the effects on NO
production and cytokines of various treatments that alter intra-
cellular signal transducing pathways. Internalization of T. cruzi
into HIC2 cells did not stimulate the release of TNF-at (Fig. 4a) or
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FIG 3 Treatment of H3C2 cells with wortmannin significantly diminished the
infectivity of parasites independently of pretreatment with ASA or celecoxib.
Internalization indices were calculated for the interaction process between
H9C2 cells pretreated for 1 h with ASA (2.5 mM) (a) or celecoxib (0.625 mM)
(b} and exposed to T. cruzi (Y strain). Cells were treated or not with ASA or

celecoxib for 1 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. After washing in PES, the
cells were incubated with medium (control) or wortmannin (200 nM) for 30
min at 37°C. An equivalent amount of the carrier (DMSO) was added to
untreated cells. After washing in PES, control and wortmannin-treated cells
were incubated for 24 h with a parasitezcell ratio of 5:1. Values are the means =
standard errors of the means of three experiments. *, P <2 0.001 (compared to
infected cells cultured in medium alone); ns, not significant.

TGF-B (Fig. 4b), but it increased IL-1B production (Fig. 4c).
Treatment with ASA (Fig. 4a) or celecoxib (Fig. 5a) did not affect
TNF-o production by cardiac cells but increased IL-1p produc-
tion (Fig. 4c and 5c), whereas ASA (Fig. 4b), but not celecoxib,
inhibited TGF-B production by the cells (Fig. 5b).

The effect of both inhibitors on NO production was evaluated
by detection of NO in T. cruzi-infected H9C2 supernatants using
high-sensitivity chemiluminescence. Interesting, NO production
in cardiac cells was diminished by T. cruzi and increased by prior
treatment of cells with ASA (0.625 mM) and celecoxib (1.25 mM)
(Fig. 6). The increase in NO production induced by ASA was
concentration dependent. Additionally, we observed that ASA
and celecoxib treatment stimulated iNOS expression in T. cruzi-
infected HIC2 cells (Fig. 7). Interestingly, when cells were incu-
bated with ASA in combination with forskolin, we observed a
large number of internalized trypomastigotes (Fig. 2a), which was
associated with increased TGF- production by cells (Fig. 8).

DISCUSSION

Previous studies have shown that the release of eicosanoids during
infection with T. cruzi regulates host responses and controls dis-
ease progression (10, 27-31). PGs, together with NO and TNF-a,
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FIG 4 Effects of aspirin on TMF-a, TGF-B, and IL-1 B production in T.
cruzi-infected H9C2 cells. Cells were treated for | h with ASA (0,625 and 1.25
mM) and exposed to T. cruzi (Y strain). After treatment, the cells interacted
with a 5:1 trypomastigote:cell ratio for 24 h, after which they were cultured at
37°C in 5% CO, during 24 h. TNF-u (a), TGF-B (b}, and IL-1p (c) levels in
supernatants were measured with a specific enzyme-linked immunosorbent
assay. Results are the means * standard errors of the means for duplicate
determinations and are representative of two independent experiments. *, P <
0.05 (compared to cell culture in medium alone); ND, not detected.

participate in a complex circuit that controls lymphoproliferative
and cytokine responses in T. cruzi infection (28). However, the
involvement of COX-mediated PG production in the entry of T
cruzi into cardiac cells is largely unexplored.

The data shown herein demonstrate that treatment of rat car-
diac cells with NSAIDs such as aspirin and celecoxib significantly
inhibits internalization of T. cruzi trypomastigotes and strongly
support the idea that the COX pathway plays a fundamental role
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FIG 5 Effects of celecoxib on TNF-o, TGF-B, and IL-1pB production in T
cruzi-infected H9C2 cells. Cells were treated for 1 h with celecoxib (0.625 and
1.25 mM) and exposed to T. cruzi (Y strain). After treatment, the cells inter-
acted with a 5:1 trypomastigotezcell ratio for 24 h, after which they were cul-
tured at 37°C in 5% CO, during 24 h. TNF-u (a), TGF-p (b), and IL-1B (c)
levels in supernatants were measured with a specific enzyme-linked immu-
nosorbent assay, Results are the means * standard errors of the means for
duplicate determinations and are representative of two independent experi-
ments. % P <X 0,05 (compared to cell culture in mediom alone); ND, not
detected.

in the process of parasite invasion. In fact, PGE, production sig-
nificantly increases in T. cruzi-infected macrophages compared
with uninfected macrophages (35), and PGE, synthesis inhibition
by using aspirin synergistically enhances the activity of nifurtimox
and benznidazole in infected RAW 264.7 cells (36).

The effects of aspirin on T. cruzi infection have been associated
in part, with a switch to the AA pathway that is linked to acetyla-
tion of the COX-2 isoenzyme (37). This acetylation enables
COX-2 to synthesize other lipid products derived from AA, some
of them with anti-inflammatory properties, such as 15-epi-LXA,,
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FIG & Effects of aspirin upon NO production in T. oruzi-infected HIC2 cells.
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(0.625, 1.25 and 2.5 mM) (b) and exposed to T. cruzi (Y strain). After treat-
ment with NSAIDs, cells interacted with a 5:1 trypomastigotezcell ratio for 24
h, after which they were washed and cultured at 37°C in 5% CO, during 24 h.
MO levels in supernatants were measured by high-sensitivity chemilumines-
cence. Results are the means * standard errors of the means for duplicate
determinations and are representative of two independent experiments. *, P <
0.05; **, P <2 0.01 (compared to the untreated infected cell culture [Tc]).

known as an “aspirin-triggered lipoxin.” High levels of 15-epi-
LXA, were observed in T. cruzi-infected mice treated with the low
doses of ASA, while high ASA doses decreased 15-epi-LXA, levels
(37). Importantly, 15-epi-LXA, prevented parasitemia, mortality,
and cardiac changes in vivo and restored the protective role in the
treatment group that received a high dose of ASA (37). Addition-
ally, polyamines seem to be crucial for the trypomastigote inter-
nalization process in at least some cellular types and in infection
progression (38).

COX is related to an increase of ornithine decarboxylase
(ODC) activity in T. cruzi-infected macrophages (33), which
might increase the polyamine content in macrophages. Since T.
cruzi uses these polyamines to synthesize trypanothione (an en-
zyme that participates in the hydroperoxide detoxification of T.
cruzi), the inhibition of COX by ASA probably results in a reduc-
tion in polyamine levels caused by inhibition of ODC, indirectly
contributing to decreased trypanothione synthesis in T. cruzi, as
suggested by Lopez-Muifioz and collaborators (36).

Trypomastigotes (the infective stages of T. cruzi) trigger eleva-
tions in host cell cAMP levels. This is a significant finding, because
trypomastigotes are the T. cruzi life cycle stages that are capable of
invading host cells through a Ca®*-dependent lysosome recruit-
ment process, which involves parasite-mediated signaling (22).
Elevation of intracellular Ca** levels has also been demonstrated
in T. cruzi-infected cardiac cells (4).

Our results showed that treatment of HIC2 cells with the ad-
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FIG 7 Effects of aspirin and celecoxib on iNOs expression in T. cruzi-infected
H9C2 cells. Immunocytochemistry for iNOS was performed on coverslip-
adherent cells by the labeled streptavidin biotin method with a LSAB kit (Dako
Japan, Kyoto, Japan) without microwave accentuation. (1) Intracellular iNOS
protein was detected by immunocytochemistry in uninfected (control) H$C2
cells. (2) T. cruzi provoked a discrete increase of iNOs expression. (3 and 4)
ASA (3) and celecoxib (4) were effective inducers of iINOS expression in T.
oruzi-infected HOC2 cells.

enylyl cyclase activator forskolin (23) did not alter the infectivity
of trypomastigotes (Y strain). The treatment of HIC2 cells with
celecoxib (an inhibitor of COX-2) or ASA in combination with
forskolin restored the infectivity of trypomastigotes in cardiac
cells. This could have been due to the effects of NSAIDs through
the inhibition of cAMP, as previously described (39).

The PI3K inhibitor wortmannin caused marked inhibition of
T. cruzi infection when H9C2 cells were treated before inocula-
tion. This inhibition was independent of pretreatment with aspi-
rin or celecoxib. These findings suggest a role for host PI3K activ-
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FIG 8 Aspirin in combination with 10 pM forskolin increased TGF-B pro-
duction by T. cruzi-infected H9C2 cells. Cells were treated for 1 h with ASA
(2.5 mM). After treatment, cells were washed and incubated with 10 pM for-
skolin for 20 min. After treatment, cells were washed again and allowed to
interact with a 5:1 trypomastigote:cell ratio for 24 h at 37°C. TGF-p levels in
supernatants were measured with a specific enzyme-linked immunosorbent
assay. Results are means * standard errors of the means for duplicate deter-
minations and are representative of two independent experiments. ¥, P << 0.05
{compared to infected cells in cell culture medium, ASA, or forskolin alone).
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ities during the T. cruzi infection process into cardiac cells.
Therefore, our findings are consistent with the hypothesis that
PI3K inhibition results in an increase in COX-2 production (40).
Further work will be required to test our hypothesis and to deter-
mine whether wortmannin promotes increases of PGs in T. cruzi-
infected HIC2 cells.

Inhibition of COX activity may increase NO levels, thus restor-
ing the antiparasitic activity of macrophages (38). Qur results are
consistent with this hypothesis. Additionally, we showed that
iNOS expression in H9C2 cells increased with ASA or celecoxib
treatment, which is also in agreement with our hypothesis.

Moreover, there is no evidence to support the hypothesis that
low TGF-pB production by HIC2 cells reduces T. cruzi infection.
We attempted to determine whether TGF-B is involved in the
effect of ASA or celecoxib on T. cruzi-infected cells. We did not
find any effect of celecoxib on TGF-P production by H9C2 cells,
but when we used ASA, we observed a decrease in TGF- released
by cells, indicating the role of TGF-f in ASA activity. In fact,
TGE-p is required for the invasion of host cells by the parasite
(41). T. cruzi infection induces the production of NO, which could
contribute to parasite killing by host cells. TGF-B is a potent sup-
pressor of NO production (42), and its inhibition caused de-
creased T. cruzi invasion in cardiomyocytes (43).

Finally, in T. cruzi-infected H9C2 cells, COX inhibition by ASA
or celecoxib was related to the increase of IL-1p but not of TNF-a,
which might explain in part the increase of antiparasitic activity of
cardiac cells treated with NSAIDs. In fact, IL-1f is critical for the
restriction of Leishmania amazonensis infection (44), and recently
it was demonstrated that T. cruzi-infected macrophages treated
with IL-1P released fewer trypomastigotes than untreated macro-
phages and that IL-1p triggered NO release by infected macro-
phages in a dose-dependent manner (45).

In conclusion, this is the first report, to our knowledge, show-
ing the in vitro effect of NSAIDS (aspirin and celecoxib) on T. cruzi
entry into rat cardiac cells, providing a better understanding of the
influence of TGF-B-interfering therapies on the innate inflamma-
tory response to T. cruzi infection and may represent a very perti-
nent target for new therapeutic treatments of Chagas disease.
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