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RESUMO

DOS SANTOS, Lucas Felipe. Efeito da aspirina sobre a resposta inflamatéria e a
interagao de células RAW 264.7 com vesiculas extracelulares secretadas por
Trypanosoma cruzi. 2022. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Durante a infeccdo por Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas,
a resposta imunoldgica é importante para o controle do parasitismo e sobrevida do
hospedeiro. Macrofagos sédo células com reconhecida agao tripanocida e que
produzem diversos mediadores inflamatérios, como o oxido nitrico (NO) e
eicosandides que atuam no controle da carga parasitaria e no desenvolvimento da
infeccado. Contudo, o parasito apresenta mecanismos de evasao, como a liberagao de
vesiculas extracelulares, que ao carrearem moléculas funcionais, sinalizam para
células do hospedeiro, modulando a resposta inflamatéria favorecendo o parasito. Os
processos de invasao celular e controle da carga parasitaria estao sob forte influéncia
de mediadores lipidicos, especialmente aqueles derivados das vias das
ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1/COX2). A aspirina (ASA) é classificada como um anti-
inflamatorio ndo esteroidal que atua no bloqueio de COX-1/COX2 responsaveis pela
conversao do acido araquidénico em eicosandides. Assim sendo, este trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos da ASA sobre a agao exercida pelas vesiculas
extracelulares de T. cruzi cepa Y (EVs-Y). Foram realizados ensaios de viabilidade
celular em macrofagos RAW 264.7 tratados com as concentragbes de 0,625mM,
1,25mM e 2,5mM de ASA. Apds a infecgao dessas células foi determinado o indice
de internalizacao do parasito e quantificado a produg¢ao de nitrito como estimativa da
producao de NO. Anadlises estatisticas foram realizadas no programa “GraphPad
Prism 8”, One-Way ANOVA seguida de teste de Turkey de comparagdes multiplas. As
concentracbes de ASA utilizadas nao apresentaram citotoxicidade. Macréfagos
expostos a EVs-Y e posteriormente infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi
apresentaram menor produgao de NO e aumento no numero de formas amastigotas
no citoplasma, demonstrando a modulacdo exercida pelas EVs-Y em favor do
parasito. Surpreendentemente, quando os macréfagos foram tratados com ASA antes
da exposi¢ao as EVs-Y e subsequente infecgdo com tripomastigotas, houve maior
producao de NO, assim como menor internalizagao de parasitos e consequente menor
presencga de formas amastigotas no citoplasma das células, em comparagdo com os
controles. Esses resultados sugerem que EVs-Y modula a resposta de macréfagos
em favor do T. cruzi e indicam um papel para COX na modulacido imune exercida por
EVs-Y.

Palavras-chave: aspirina; vesiculas extracelulares; ciclooxigenases; trypanosoma
cruzi; doenga de Chagas.



ABSTRACT

DOS SANTOS, Lucas Felipe. Effect of aspirin on the infimmatory response and
interaction of RAW 264.7 cells with extracellular vesicles secreted by
Trypanosoma cruzi. 2022. 82 p. Dissertation (Master in Microbiology) - State
University of Londrina, Londrina, 2022.

During infection by Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, the
immune response is important for parasitism control and host survival. Macrophages
are cells with recognized trypanocidal action and that produce several inflammatory
mediators, such as nitric oxide (NO) and eicosanoids that act in the control of the
parasite load and in the development of the infection. However, the parasite has
evasion mechanisms, such as the release of extracellular vesicles, which, when
carrying functional molecules, signal to host cells, modulating the most favorable
inflammatory response to the parasite. The processes of cellular invasion and control
of the parasite load are under strong influence of lipid mediators, especially those
derived from the cyclooxygenase 1 and 2 pathways (COX-1/COX2). Aspirin (ASA) is
classified as a non-steroidal anti-inflammatory that acts by blocking COX-1/COX2
responsible for the conversion of arachidonic acid into eicosanoids. Therefore, this
study aimed to evaluate the effects of ASA on the action exerted by the extracellular
vesicles of T. cruzi strain Y (EVs-Y). Cell viability assays were performed on RAW
264.7 macrophages treated with concentrations of 0.625mM, 1.25mM and 2.5mM
ASA. After infection of these cells, the parasite internalization index was determined
and nitrite production was quantified as an estimate of NO production. Statistical
analyzes were performed using the “GraphPad Prism 8” program, One-Way ANOVA
followed by Tukey's test of multiple comparisons. The ASA concentrations used did
not show cytotoxicity. Macrophages exposed to EVs-Y and later infected with
trypomastigote forms of T. cruzi showed lower production of NO and an increase in the
number of amastigote forms in the cytoplasm, demonstrating the modulation exerted
by EVs-Y in favor of the parasite. Surprisingly, when macrophages were treated with
ASA before exposure to EVs-Y and subsequent infection with trypomastigotes, there
was a higher production of NO, as well as lower parasite internalization and
consequent lower presence of amastigote forms in the cytoplasm of cells, compared
to controls. These results suggest that EVs-Y modulate the macrophage response in
favor of T. cruzi and indicate a role for COX in the immune modulation exerted by EVs-
Y.

Key words: aspirin; extracellular vesicles; cyclooxygenases; trypanosoma cruzi,
Chagas disease.
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1 INTRODUGAO
1.1 Doeng¢a de Chagas

O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da
tripanossomiase americana conhecida também como doengca de Chagas (DC),
descoberta ha 113 anos pelo médico epidemiologista Carlos Chagas (STEVERDING,
2014), que caracterizou o agente causador, ciclo de vida, formas evolutivas,
manifestagdes clinicas e sua epidemiologia. Em homenagem ao seu mentor Oswaldo
Cruz, Carlos Chagas nomeou o parasito como Trypanosoma cruzi € em sua
homenagem, essa tripanossomiase passou a ser nomeada doenca de Chagas
(CHAGAS, 1909).

A transmissdo para o ser humano e para mais de 140 espécies de
mamiferos domésticos e selvagens ocorre principalmente por insetos hematéfagos do
Filo Arthropoda, Subfilo Hexapoda, Ordem Hemiptera, Familia Reduviidae e
Subfamilia Triatominae (GORLA; NOIREAU, 2017). Segundo DIAS; RAMOS;
GONTIJO; LUQUETTI et al. (2016), o Brasil apresenta mais de 62 espécies de
triatomineos distribuidas nos espacos intradomicilio e peridomicilio, sendo Triatoma
infestans comumente encontrada em diversas regides do pais (MARTINS-MELO;
CASTRO; WERNECK, 2021).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas sao afetadas pela doenga de Chagas, ocasionando cerca doze mil mortes
anualmente além de integrar uma lista de 20 doencas tropicais (WHO, 2022). No Brasil
ja foi demonstrado que a infecgdo pelo protozoario a longo prazo gera sequelas
aumentando o numero de pessoas incapacitadas (MARTINS-MELO; CARNEIRO;
RAMOS; HEUKELBACH et al., 2018). Apesar de ser endémica na América Latina, a
doenca de Chagas esta presente em continentes ndo endémicos, como na América
Norte e Europa. Nesse caso, a disseminagdo ocorre pela migragdo de pessoas
infectadas, ja que nesses locais ha auséncia de insetos vetores (LIDANI; ANDRADE;
BAVIA; DAMASCENO et al., 2019).

A transmissao pode ocorrer por mecanismos nao dependentes do vetor,
como em transfusdes de hemocomponentes, transplante de érgéos, transmisséo
congénita e acidentes de laboratérios (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
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1.2 Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi e sintomatologia da doenga

O T. cruzi € um parasito hemoflagelado da ordem Kinetoplastida,
pertencente a familia Trypanosomatidae e possui diferentes formas evolutivas
(CHAGAS, 1909; (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012) que sao
classificadas de acordo com a forma celular, a posigdo do nucleo e cinetoplasto e o
local emergente do flagelo (DE SOUZA, 1984). Elas apresentam formas esféricas,
piriformes ou alongadas, e s&o denominadas: tripomastigotas metaciclicos,
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas sanguineos (SIQUEIRA-BATISTA;
GOMES:; ROCAS; COTTA et al., 2011). As diferentes morfologias estdo relacionadas
ao ciclo heteroxénico que o parasita possui alternando entre um hospedeiro
intermediario (hospedeiro invertebrado) onde ocorre multiplicagdo extracelular e o
hospedeiro definitivo (hospedeiro vertebrado) onde a multiplicacdo é intracelular
(MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2020).

As formas tripomastigotas (sanguineos e metaciclicos) apresentam flagelo
e cinetoplasto anterior ao nucleo, sendo que essas formas infectantes estao presentes
nos hospedeiros intermediarios e definitivos, respectivamente (GONCALVES; AVILA;
DE SOUZA; MOTTA et al., 2018). As formas amastigotas possuem pequeno flagelo e
apresentam formas proliferativas presentes no interior da célula do hospedeiro
vertebrado ou em cultura de células. Ja a forma epimastigota apresenta flagelo e
cinetoplasto posterior ao nucleo celular, sendo que essas formas estdo presentes
apenas na por¢cao média do intestino do inseto vetor e em meio de cultivo axénico
(BRENER, 1973; MELO; GUARNERI; SILBER, 2020; TYLER; ENGMAN, 2001).

A doenca de Chagas pode ser transmitida por acidentes laboratoriais,
transplantes de hemocomponentes, transplantes de 6rgaos, pela forma congénita e
transmissdo sexual (BERN; MESSENGER; WHITMAN; MAGUIRE, 2019), sendo a
forma oral e vetorial mais prevalentes. A infeccao oral esta associada ao consumo de
alimentos como carnes, caldo de cana e agai n&do pasteurizados contendo o
triatomineo infectado ou suas fezes, sendo uma via de infeccdo comumente
encontrada nas regides norte e nordeste do Brasil (DOS SANTOS; DA SILVA RAMOS;
BRUM; GAIA et al., 2019; SANGENIS; NIELEBOCK; SANTOS; SILVA et al., 2016).

A transmissao vetorial se inicia quando o inseto ingere as formas

tripomastigotas presentes no sangue do mamifero infectado por hematofagia (Figura
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1). Apds este repasto sanguineo, os tripomastigotas se aderem em diversas partes do
intestino do triatomineo, diferenciam-se em epimastigotas que por sua vez sofrem
multiplicagéo por cissiparidade. As formas epimastigotas migram até a porgéo terminal
do intestino (reto), se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos que s&o liberadas
nas fezes e na urina do inseto vetor durante uma nova hematofagia (BERN, 2011;
CHAGAS-LIMA; PEREIRA; FAMPA; LIMA et al., 2019; RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

Figura 1. Transmissao e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Apos o hematofagismo as
formas tripomastigotas sanguineas ingeridas migram para a por¢ao media do intestino do
triatomineo onde se diferenciam em formas epimastigotas que se replicam por cissiparidade,
em seguidas elas se deslocam para a porcéo final do intestino do inseto onde se diferenciam
novamente em formas tripomastigotas metaciclicas sendo liberadas junto com fezes e urina.
Durante o repasto sanguineo, o inseto introduz a proboscidea no tecido do hospedeiro até
encontrar um vaso, isso causa sensacgao de prurido levando as fezes do inseto para dentro
da lesdo. Ao entrar, as formas metaciclicas infectam quaisquer células nucleadas préximos
ao local da picada e, apos internalizarem, as formas metaciclicas se diferenciam em formas
amastigotas e novamente sofrem replicacdo por divisdo binaria. Apds preencher todo
citoplasma as formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas,
rompem a células podendo infectar outras células.
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O hematofagismo ocorre no periodo noturno. O inseto realiza a ruptura da

pele e penetra o tecido até um vaso sanguineo, no local da picada ocorre a formagéao
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de uma resposta inflamatéria devido a presenga da saliva do inseto. A resposta
inflamatdria gerada pela picada do inseto causa a sensagao de prurido no local, o que
induz o individuo a cocar e com isso o parasito é levado para dentro da lesao,
permitindo assim a entrada e a infec¢do por T. cruzi (DE SOUZA, 2000; GUARNER,
2019). As formas tripomastigotas infectam primeiramente qualquer célula nucleada
localizada proxima ao local da picada, evadem para o citoplasma celular onde se
diferenciam em amastigotas. Estas se replicam por fissdo binaria até preencherem o
todo citoplasma (PAIVA; FEIJO; DUTRA; CARNEIRO et al., 2012). Uma vez
preenchido o citoplasma, as amastigotas se diferenciam novamente em
tripomastigotas sanguineas rompem a célula e se disseminam pelo organismo do
hospedeiro tornando a infecgdo sistémica (ANDREWS; ABRAMS; SLATIN;
GRIFFITHS, 1990; DVORAK; HYDE, 1973; HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012;
KAHN; WLEKLINSKI; EZEKOWITZ; CODER et al., 1996; MONTEON; FURUZAWA-
CARBALLEDA; ALEJANDRE-AGUILAR; ARANDA-FRAUSTRO et al., 1996).

A DC apresenta sintomatologia e patogenicidade diversificada de acordo
com cada individuo infectado. Apds contato com as formas infectantes através de
umas ou mais formas de transmissao, o hospedeiro pode se apresentar assintomatico
ou demonstrar sinais e sintomas inespecificos como mal-estar, febre, chagoma de
inoculagao e o sinal de Romana (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017). A doenga
apresenta fase aguda, intermediaria e crénica. Nos estagios iniciais da infec¢ao (fase
aguda) os pacientes desenvolvem febre e outras reacgdes inflamatérias e geralmente
estes sintomas de fase aguda se resolvem espontaneamente (RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010).

Apés os sintomas de fase aguda cessarem, cerca de 30% dos individuos
infectados passam para fase indeterminada que é caracterizada pela fase cronica
assintomatica (STANAWAY; ROTH, 2015). Cerca de 5% a 10% dos pacientes
evoluem para a fase crbnica sintomatica que é marcada pelo desenvolvimento da
cardiomiopatia chagasica apresentando disfungdo ventricular e sistdlica,
desenvolvimento de arritmias, insuficiéncia cardiaca e eventos tromboembdlicos
(GUERRERO; CAMACHO; VILA; INIGUEZ et al., 2015; TANOWITZ; MACHADO;
SPRAY; FRIEDMAN et al., 2015). Além disso, durante a fase cronica podem ocorrer
manifestagbes gastrointestinais, caracterizada pelo desenvolvimento das

megasindromes como megaesdfago e megacolon (LOPEZ; TANOWITZ; GARG,
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2018).

O T. cruzi esta integrado em uma familia de cepas ou isolados de uma
unica espécie heterogénea. Esta caracteristica poderia explicar as diferentes
respostas imunoldgicas e, consequentemente, os diferentes sintomas (MACEDO;
MACHADQO; OLIVEIRA; PENA, 2004). Desde 1999 existe uma consonancia sobre as
cepas do parasito T. cruzi e duas linhagens de grande importancia, T. cruzil e T. cruzi
Il (BALOUZ; AGUERO; BUSCAGLIA, 2017). O T. cruzi | esta relacionada com a
doenga em seres humanos em paises endémicos que estéo localizados no norte da
América do Sul, essa linhagem é predominante na transmisséo no ciclo silvestre. A
linhagem T. cruzi Il esta relacionada com lesbes teciduais causada pela DC em
individuos residentes no Brasil e na Argentina, pois a transmissao acontece
predominante no ciclo doméstico (DI NOIA; BUSCAGLIA; DE MARCHI; ALMEIDA et
al., 2002; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2020).

A resposta imunoldgica desencadeada na fase aguda tanto pelas células
do sistema imunoldgico inato (macrofagos, células dendriticas e NK) que € necessaria
para sobrevivéncia do hospedeiro, pois ela mantém controlada a replicagdo do
parasito (MACHADO, FABIANA S; DUTRA, WALDEREZ O; ESPER, LISIA; GOLLOB,
KENNETH J et al., 2012). Estudos mostraram que a resposta inflamatéria acentuada
do hospedeiro € um dos fatores que determinam a progressao da DC, além da
viruléncia e do tropismo da cepa (DUTRA; MENEZES; MAGALHAES; GOLLOB, 2014;
MARIN-NETO; CUNHA-NETO; MACIEL; SIMOES, 2007). No entanto, quando a
resposta imunoldgica ocorre de forma exacerbada pode ocorrer simultaneamente o
surgimento de lesdes teciduais (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; JUNQUEIRA;
CAETANO; BARTHOLOMEU; MELO et al., 2010).

Apesar dos mecanismos imunologicos e inflamatérios do hospedeiro
serem, em grande maioria, satisfatorios, o T. cruzi possui mecanismos de escape do
sistema imune, permitindo a sobrevida do parasito dentro das células hospedeiras
(CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2015).

1.3 Trypanosoma cruzi e Vesiculas Extracelulares

Células nucleadas em sua maioria secretam vesiculas extracelulares (EVs,
do inglés extracellular vesicles) ou seja, estruturas compostas por proteinas, glicidios,

lipideos e acidos nucleicos que participam na comunicagao entre células sem que haja
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contato entre elas (BARTENEVA; MALTSEV; VOROBJEV, 2013; DEOLINDO;
EVANS-OSSES; RAMIREZ, 2013; HASSANPOUR; REZAIE; NOURI; PANAHI, 2020).
Essa composicdo das EVs depende da ativagao celular, do estado de ativagao
(homeostasia ou estado patologico) e do local de liberacdo (SREEKUMAR; KANNAN;
KITAMURA; SPEE et al., 2010; VAN NIEL; D'ANGELO; RAPOSO, 2018). Estudos
demonstram que a participagado das EVs durante processos infecciosos parasitarios
atua na comunicagdo entre parasitos, como na comunicagao parasito-célula
hospedeira (BARTENEVA; MALTSEV; VOROBJEV, 2013; MARCILLA; MARTIN-
JAULAR; TRELIS; DE MENEZES-NETO et al.,, 2014). Além de atuar durante
infeccbes, as EVs também participam da comunicagcdo entre células durante
processos fisioldgicos (KIM; LEE; YANG; PARK et al., 2015).

As células apresentadoras de antigenos (APCs) secretam EVs que
participam na resposta imunologica (RAPOSO; NIJMAN; STOORVOGEL,;
LIEJENDEKKER et al., 1996). Em seu interior foi revelado a presenga de moléculas
de RNAmM e microRNAs, evidenciando um possivel papel na transferéncia de
informacao genética entre células (HASSANPOUR; REZAIE; NOURI; PANAHI, 2020;
VALADI; EKSTROM; BOSSIOS; SJOSTRAND et al., 2007). EVs provenientes de
células apresentadoras de antigenos podem conter tanto moléculas antigénicas
quanto peptideos complexados as moléculas de MHC. Foi demonstrado que
macrofagos infectados com Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis (GIRI;
SCHOREY, 2008) ou com citomegalovirus (WALKER; MAIER; POBER, 2009) podem
secretar EVs contendo antigenos derivados de seus patdégenos. Por esse motivo, as
EVs também podem ser usadas como marcadores de doengas (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; SCHOREY; HARDING, 2016).

O termo vesiculas extracelulares (EVs) consiste numa denominagao mais
abrangente para uma familia heterogénea de vesiculas delimitadas por membrana
que podem se originar a partir de endossomos ou da membrana plasmatica (Figura 2)
(ABELS; BREAKEFIELD, 2016). Portanto as EVs sao divididas em trés grupos pela
Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV- International Society of
Extracellular): corpos apoptoticos, microvesiculas e exossomos (ARALDI; KRAMER-
ALBERS; HOEN; PEINADO et al., 2012) (KUBO, 2018) e sua classificagao depende
do tamanho, biogénese e composicdo (MARCILLA; MARTIN-JAULAR; TRELIS; DE
MENEZES-NETO et al., 2014).



Os corpos apoptéticos (maiores que 1000nm) formam-se a partir da morte
celular programada, ativando macréfagos para fagocitose (AKERS; GONDA; KIM;
CARTER et al., 2013).

Figura 2. Origem de vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi. Imagens de
microscopia eletrénica de transmissao de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. O
painel superior mostra epimastigotas liberando vesiculas da membrana plasmatica (A - C) e
MVB proximos a bolsa flagelar (D e E), contendo pequenas vesiculas no seu interior (F e G).
O painel inferior mostra tripomastigotas metaciclicos liberando vesiculas a partir da membrana
plasmatica (H - J) e MVBs proximos a bolsa flagelar (K e L), contendo pequenas vesiculas (M
e N). Pontas de flechas indicam uma grande vesicula vazia préximo a bolsa flagelar que pode
ter sido resultante de exocitose de MVBs. Barra de escala = 250 nm, exceto para imagem N
(=100 nm). N= nucleo, K= cinetoplasto, F= flagelo, Fp = bolsa flagelar, MVB = corpos

multivesiculares.
Epimastigote

Metacyclic trypomastigote
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FONTE: BAYER-SANTOS et al, Proteomic Analysis of Trypanosoma cruzi Secretome:
Characterization of Two Populations of Extracellular Vesicles and Soluble Proteins. Journal of proteome
research. 12:883-897. 2013. Adaptado.

Ja as microvesiculas (MVs, entre 100 e 1000nm) sao constituidas por uma
bicamada fosfolipidica e originam-se do brotamento da membrana plasmatica a partir

de um processo dependente de Ca?* intracelular. Podem apresentar proteinas e
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receptores de membrana, além de conteudo citoplasmatico. Os exossomos
apresentam tamanho (entre 20 e 100nm) e possuem proteinas transmembranares
inseridas e protegidas em seu interior hidrofilico (CHAPUT; THERY, 2011). Eles se
originam da membrana do endossomo, por brotamento interno que origina corpos
multivesiculares que possuem bicamada fosfolipidica de origem endossomal e
conteudo citoplasmatico (ABELS; BREAKEFIELD, 2016) (ROBBINS; MORELLI,
2014). A fusdo dos corpos multivesiculares com a membrana celular promove a
liberacdo dos exossomos no meio extracelular (DEOLINDO; EVANS-OSSES;
RAMIREZ, 2013).

As EVs transportam diversas substancias derivadas das células, como
proteinas e acidos nucleicos. Durante a infecgcao por T. cruzi, tanto o parasito quanto
as células do hospedeiro infectadas liberam EVs (CESTARI; ANSA-ADDO;
DEOLINDO; INAL et al., 2012; RAMIREZ; DEOLINDO; DE MESSIAS-REASON;
ARIGI et al., 2017), elas contém proteinas que estao relacionadas com a sinalizagéo,
fusdo da membrana, transporte e diminuicdo da oxidagdo (BAYER-SANTOS;
AGUILAR-BONAVIDES; RODRIGUES; CORDERO et al., 2013), além de se ligarem
ao parasito e conferirem protegdo contra o ataque do complemento, estimulando a
invasdo do T. cruzi em células de mamiferos (CESTARI; ANSA-ADDO; DEOLINDO,;
INAL et al., 2012).

Quando secretadas, elas entram em contato tanto com a matriz extracelular
como com outras células, podendo assim interagir com as células-alvo através de
diferentes vias. Sinais intracelulares séo induzidos por transducdo quando as EVs
contendo citocinas e receptores de morte se ligam a receptores especificos. Também
pode ocorrer a transferéncia do conteudo das EVs para as células-alvo através da
adesdo a superficie celular via receptores (CHAPUT; THERY, 2011). Estudos
anteriores demonstraram que o T. cruzi libera EVs que podem interferir na resposta
imunolégica modulando a favor do parasito (GONCALVES; UMEZAWA; KATZIN; DE
SOUZA et al.,, 1991; LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI et al.,
2018; WU; WANG; LI; WANG et al., 2018).

O estudo dos efeitos in vivo das EVs liberadas pelo T. cruzi durante a
infecgdo murina foi publicado pela primeira vez por TROCOLI TORRECILHAS;
TONELLI; PAVANELLI; DA SILVA et al. (2009), eles demonstraram que a inoculagéo

de EVs provenientes de tripomastigotas de T. cruzi em camundongos Balb/c (modelo
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murino suscetivel a infecgao por T. cruzi cepa Y) antes da infecgdo com o parasito
aumentou a taxa de mortalidade dos animais. Esse aumento da mortalidade foi
associado a reducdo dos niveis de iINOS (Oxido Nitrico Sintase) no tecido cardiaco,
lesbes cardiacas severas, além da inducdo da expressao de IL-4 e IL-10 no tecido

cardiaco.

Nosso grupo de pesquisa ratificou o papel das EVs de T. cruzi Y na
patogénese da infeccdo experimental, contribuindo para uma melhor compreensao
dos mecanismos que envolvem a imunomodulagao exercida pelas EVs de T. cruzina
interacao parasito-hospedeiro (LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI
et al., 2018). Foi demonstrado que as EVs de T. cruzi favorecem a infec¢ao de células
hospedeiras pelo parasito, além de induzirem a formagao de corpos lipidicos e de

PGE2 em macréfagos mesmo antes do contato dessas células com o T. cruzi.

1.4 Resposta imunolégica na doenca de Chagas

A imunidade inata € composta por barreiras fisicas e quimicas que tem por
funcdo proteger e bloquear a entrada da maioria dos microrganismos. Dentre os
componentes celulares presentes no organismo estdo as células fagociticas
(macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células NK) e citocinas que sao
formadas por proteinas que atuam na emisséo de sinais entre células desencadeando
resposta imunolégica (CRUVINEL; MESQUITA JUNIOR; ARAUJO; CATELAN et al.,
2010).

A ativagdo da imunidade inata é seguida pela imunidade adaptativa, por
meio da liberacdo de IFN-y e IL-12, que atuam na diferenciacao de linfécitos T
especificos para T. cruzi. Essas células T especificas migram em respostas a
quimiocinas que sao liberadas localmente e que também participam da resposta
imunoldgica contra o parasito (Figura 3). De modo contrario, a producao de IL-10 e
TGF-B auxiliam a replicagdo do parasito por inibicdo da atividade tripanocida dos
macréfagos. Outros mecanismos celulares envolvidos na imunidade adaptativa
incluem a inducdo de células Th1 MyD88/IL-12-dependentes, resposta humoral
mediada por células B especificas ao T. cruzi, células T CD8+ e mecanismos
mediados por IFN-y (BRYAN; GUYACH; NORRIS, 2010; JUNQUEIRA; CAETANO;
BARTHOLOMEU; MELO et al., 2010). O processo de inflamagéao é caracterizado pelo
recrutamento de células de defesa e de proteinas presentes no sangue que irdo se
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acumular no tecido sinalizado e ent&o destruir o microrganismo.

Figura 3. Imunidade inata e adquirida durante a infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi. Na
fase inicial da invasdo do T. cruzi, a imunidade inata desempenha um papel crucial na
resisténcia do hospedeiro a infeccdo: atuando como primeira barreira, as células do sistema
imunolégico inato (macrofagos, células NK e células dendriticas) produzem citocinas (IL-12,
TNF-a e IFN-y) e moléculas efetoras [intermediarios de nitrogénio reativos (RNIs)] e GTPases
induziveis por IFN-y] que controlam a replicacao do parasita. Ao mesmo tempo, as células da
imunidade inata, particularmente as células dendriticas, fazem a ponte entre a imunidade inata
e adquirida, produzindo citocinas (IL-12) necessarias para a diferenciagdo e expansao clonal
de T helper 1 (Th1) CD4+ e CD8+, células T e células B do plasma. O IFN-y produzido por
células T CD4+ Th1 ou CD8+ ativa mecanismos efetores em macréfagos para destruir
amastigotas e tripomastigotas fagocitados, enquanto a atividade citotoxica exibida por células
T CD8 + destroéi células contendo amastigotas intracelulares.
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FONTE: JUNQUEIRA et al., The endless race between Trypanosoma cruzi and host immunity: lessons
for and beyond Chagas disease. Expert Reviews in Molecular Medicine. 12:1-23. 2010.

Os macrofagos sao células mononucleares que estao distribuidas por todo
0 organismo, seja na circulagdo sanguinea (como mondcitos) ou residentes no
tecidos, sendo um dos principais tipos celulares fagociticos que irdo produzir citocinas
para a sinalizacdo e recrutamento celular, através de um processo denominado
fagocitose, irdo ingerir microrganismos e restos celulares para que estes sejam
destruidos dentro de vacuolos intracelulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI; KOOGAN
etal., 2019).



24

Durante o contato inicial do hospedeiro com o parasito T. cruzi, na fase
aguda da infecgéo, a resposta imunoldgica precisa exercer papéis cruciais para a
sobrevida do hospedeiro. Estes papéis se iniciam com a resposta inflamatoria nas
células ou tecido infectado, e tem como funcéo controlar a replicagdo do parasito e a
sua disseminacado. Embora essa resposta seja essencial para controle da infec¢ao, o
parasito ndo € completamente eliminado levando a cronificagdo da DC. As lesbes
teciduais acontecem quando a resposta inflamatéria n&o € equilibrada e acontece de
forma exacerbada (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; JUNQUEIRA; CAETANO;
BARTHOLOMEU; MELO et al., 2010). O reconhecimento dos microrganismos pelas
células hospedeiras acontecem através do reconhecimento dos PAMPs (Padrbes
Moleculares Associados ao Patégeno), pelos receptores PRRs (Receptores de
Reconhecimento de Padrbes) presente nas células hospedeiras (RODRIGUES;
OLIVEIRA; BELLIO, 2012). PINGE-FILHO (2021) apresentou a hipétese que as EVs
podem agir como DAMPS de acordo com sua via geragao liberadas por células

infectadas e composicao celular, associada a ativacédo via PARP1-cGAS.

Durante a infecgao por T. cruzi aimunidade humoral desempenha um papel
importante na resposta imunoldgica, produzindo anticorpos pelos plasmadcitos que
induzem a fagocitose do parasito devido a opsonizagdo, porém, estes anticorpos
produzidos mostram-se relacionados com autoimunidade ja observado na DC
(BONNEY; ENGMAN, 2015; JUNQUEIRA; CAETANO; BARTHOLOMEU; MELO et
al., 2010; KRETTLI; BRENER, 1976). A citocina IL-6 desempenha propriedades que
sao indutoras para a producido de anticorpos, e induzem a ativacao de linfocitos T
CD8+ (TRUYENS; ANGELO-BARRIOS; TORRICO; VAN DAMME et al., 1994).

Os macrofagos e as células dendriticas reconhecem o parasito nas
primeiras horas de infeccdo, o que estimula a produgdo de citocinas como IL-12 e
TNF- a. Estas citocinas estimulam a liberagao de IFN-y pelas células NK, que por sua
vez, ativam ainda mais os macrofagos, aumentando a produgao de citocinas pro-
inflamatorias e potencializando a agao tripanocida (ALIBERTI; CARDOSO; MARTINS;
GAZZINELLI et al., 1996; CARDILLO; CUNHA; TAMASHIRO; RUSSO et al., 2002).

O IFN-y também é secretado pelos linfécitos Th1 que sédo ativados na
resposta imunoldgica adquirida (LANNES-VIEIRA, 2003), e a secregao desta citocina,
tanto pelas células Th1, quanto pelos macrofagos, estimulam a agao tripanocida dos

préprios macrofagos induzindo a producédo de moléculas de NO (6xido nitrico)
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(VESPA; CUNHA; SILVA, 1994).

Nos macrdfagos, a enzima oxido nitrico sintase induzida (iINOS) origina
espécies reativas de nitrogénio, como o NO. O oxido nitrico reage com o anion
superoxido (O2) formando peroxinitrito (ONOO"), que €, por sua vez, a molécula
efetora citotdxica contra o parasito T. cruzi (VESPA; CUNHA; SILVA, 1994).
Entretanto, o T. cruzi possui mecanismos antioxidantes que sao rigidamente
reguladas e capazes de lidar com o bursts oxidativos que ocorre nas células do
sistema imunoldgico, e, por esta razdo, o parasito néo é eliminado completamente
(HAMILTON; TEIXEIRA; STEVENS, 2012).

1.5 Eicosanodides

Os Eicosanoides pertencem a familia de metabdlitos oxigenados do acido
araquidénico (AA) presentes nas membranas celulares, e que reagem a diferentes
estimulos podendo tornar-se moléculas bioativas (SMITH; MARNETT; DEWITT,
1991). Durante a resposta a infeccéo por T. cruzi, existe uma intensa producao de
eicosanodides, como leucotrienos (LT) e prostaglandinas (PG) (MACHADO, F. S
DUTRA, W. O.; ESPER, L.; GOLLOB, K. J. et al., 2012).

Por acao da fosfolipase A, o acido araquidénico (AA), constituinte normal
dos fosfolipidios das membranas celulares das células do sistema imunoldgico, é
liberado dos fosfolipidios da membrana (SMITH, 1992), ficando disponivel como
substrato para duas vias enzimaticas, a via das ciclooxigenases (COX), que
desencadeiam a sintese de prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX), e a via das
lipoxigenases (LO), responsavel pela sintese de leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX)
(Figura 4) (NARABA; MURAKAMI; MATSUMOTO; SHIMBARA et al, 1998;
TAKAHASHI; ZHU; YOSHIMOTO, 2005). Duas formas de COX estdao mais bem
caracterizadas, sendo elas, a COX-1 constitutivamente expressa em quase todos os
tecidos; e a COX-2 induzida localmente por citocinas produzidas por leucécitos em
resposta a danos ou invasdo microbiana. Tem sido observado que a liberacdo de
eicosanoides durante a infeccdo com T. cruziregula a resposta do hospedeiro e
controla a progressao da doenga (ASHTON; MUKHERJEE; NAGAJYOTHI; HUANG
et al., 2007). PINGE-FILHO; TADOKORO e ABRAHAMSOHN (1999) mostrou que a

liberacdo de PG também esta relacionada com a diminuicdo da producao de TNF-q,
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reducao da proliferagdo de linfécitos e imunossupressdao em animais infectados.
Portanto, esta claro que os eicosandides apresentam papéis essenciais na
patogénese da DC experimental (SANTOS; SILVA; SILVA; SILVA et al., 1992).

Figura 4. Biossintese de eicosandides a partir de acido araquidénico (AA). As enzimas
ciclooxigenases 1-2 (COX 1/2) metaboliza o AA em eicosanoides como as prostaglandinas e
tromboxanos por reagbes sequenciais de ciclooxigenagdo e hidroperoxidacdo. PGH, é
convertido por sintases gerando tromboxanos A; e as prostaglandinas PGE:, PGl,, PGDy,
PGF.a. Esses produtos podem ser convertidos ndo enzimaticamente em outros metabolitos
incluindo 15-desoxidelta12, 14-PGJ,. A 5-lipoxigenase (LOX) liga-se a proteina ativadora 5-
lipoxigenase (FLAP) apdés a ativagcdo celular, convertendo AA em 5-HPETE, que é
posteriormente metabolizado em LTA4. O LTAs também pode ser convertido em LTB4 pela
LTA4 hidrolase ou pelos cistenil leucotrienos (CysLTs) LTC4, LTD4 ou LTE4. O LTA4 pode ser
metabolizado pela 12-LOX plaquetaria em lipoxinas A4 e lipoxinas B4. A 15-LOX metaboliza
AA parar gerar 5-HEPTE que é convertido por 5-LOX e lipoxinas hidrolases em lipoxinas As e
lipoxinas Ba.

Membrane
phespholipids

Arachidonic Acld
(AA)

PGG,/PGH.,

Epoxyeicosatrienoic acids l 5-HPETE

5,6-EET 5-HPETE

8,9-EET l
11,12-EET
14.15-EET LTA,

TXA, PGE, PGl, PGD, PGF.,
LTB, LTC,

Lipoxin LTD,

15deoxyA’> PG, hydrolayses LTE,

Lipoxin A_1
Lipoxin B,

Yates CM, Calder PC, Ed Rainger G. Pharmacology and therapeutics of omega-3 polyunsaturated fatty
acids in chronic inflammatory disease. Pharmacol Ther. 2014.

Durante a fase aguda da infecgao experimental por T. cruzi, ha um alto nivel
de expressao da enzima iNOS, producdo de citocinas pro-inflamatdrias e lipidios
derivados do AA, que estao inicialmente atribuidos a resisténcia, e posteriormente, ao
dano tecidual causado na DC. Tanto a COX-1, como a COX-2 s&o inibidas de forma
ndo seletiva por anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES), como aspirina e
ibuprofeno, enquanto a atividade da COX-2 é seletivamente bloqueada pelos
inibidores da COX-2 chamados coxibes (como o celecoxibe). A relevancia dessas

enzimas e dos lipidios bioativos que eles produzem nao sdo bem compreendidos na
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doenca parasitaria, embora o papel dos eicosandides na patogénese da DC esteja
cada vez mais definido (MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS
etal., 2014).

A produgao de NO em macrofagos ativados através da via da enzima iNOS
representa um importante mecanismo de acdo microbicida contra patégenos
intracelulares, atuando contra o T. cruzi, além de outros parasitos como Plasmodium
falciparum, Leishmania major e Toxoplasma gondii (COLASANTI; GRADONI; MATTU;
PERSICHINI et al., 2002). Ao mesmo tempo, o NO exerce efeitos modulatérios na
inducdo da expressao de iNOS, inibindo o efeito do fator de transcricdo NF-kB
(COLASANTI; PERSICHINI; MENEGAZZI; MARIOTTO et al., 1995). A atuagao de
farmacos que inibem a enzima COX nas células imunes, como os macrofagos
peritoneais de camundongos mostrou a diminuicao da internalizacdo das formas
tripomastigotas nas células e o aumento da secre¢cdao de NO (MALVEZI; DA SILVA;
PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al., 2014).

O papel dos eicosandides na infeccado por T. cruzi tem sido amplamente
estudado, buscando entender o efeito da inibicao da sintese de prostaglandinas com
farmacos sobre a resposta inflamatéria e a invasao celular por T. cruzi. MALVEZI;
PANIS; DA SILVA; DE FREITAS et al. (2014) demostraram in vitro que a
internalizacao do parasito foi reduzida quando células cardiacas foram tratadas com
aspirina. Esta reducao foi associada com um aumento na producédo de NO e IL-1 e
reducao de TGF-f3, indicando que a COX-1 esta envolvida na regulagédo da atividade
anti-T. cruzi. A aspirina também diminuiu a liberagdo de tripomastigotas in vitro no
sobrenadante de macréfagos infectados por T. cruzi, e inibiu a entrada do T. cruzi nos
macrofagos pela via das lipoxinas (MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-
MARTINS et al., 2014).

1.6 Aspirina

O médico grego Hipdcrates considerado o pai da medicina moderna
durante o século V a.C descreveu que o po retirado da casca do salgueiro branco ou
chorao diminuia dores e febre devido a apresentar salicinatos na sua composi¢géo. Em
1828 o farmacéutico francés Henri Leroux e o quimico italiano Raffaele Piria, isolaram

o composto bioativo da casca do salgueiro, a salicina ou acido salicilico
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(MALDONADO, 2009).

Em 1897 o laboratério farmacéutico alemao Bayer visualizando o enorme
sucesso desse farmaco, descobriu uma maneira de torna-lo menos toxico na forma
medicamentosa conjugando quimicamente com acetato originando acido
acetilsalicilico (aspirina), sendo o primeiro farmaco sintético produzido na historia
(MALDONADO, 2009). Posterior a demonstracao dos seus efeitos anti-inflamatérios
desse composto, ela foi introduzida na medicina em 1899. A origem do nome Aspirina
€ demonstrada da seguinte forma: A vem de acetil, Spir se refere a planta que fornece
a salicina e o sufixo in era uma terminacdo comum utilizada na época para se referir
a medicamentos e em portugués ganhou o sufixo a, e se tornou Aspirina (LOPES,
2011).

Entretanto Bayer perdeu a marca registrada Aspirina em diversos paises
apos a Primeira Guerra Mundial. Em 1971 John Vane, do Royal College of Surgeons
demonstrou o mecanismo de acado do acido acetilsalicilico, recebendo em 1982 o
Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia (MALDONADO, 2009). O acido acetilsalicilico
€ considerado uma droga do tipo AINEs (anti-inflamatério n&o esteroidal) e € indicado
como agente antiplaquetario, analgésico, antipirético e anti-inflamatoério. A aspirina
atua como inibidor inespecifico que acetila irreversivelmente a enzima ciclooxigenase
(COX) (RANG; DALE; RITTER; FLOWER et al., 2007).

Presente na bicamada fosfolipidica da membrana localizam-se duas
proteinas integrais denominadas COX-1 e COX-2. Sdo consideradas isoenzimas por
apresentarem variacdo no numero de aminoacidos que as compde, porém realizam a
catalise da mesma reacdo quimica (JOUZEAU; TERLAIN; ABID; NEDELEC et al.,
1997). As ciclooxigenases apresentam trés sitios distintos: Um sitio amino terminal,
seguido pelo sitio de ligagcdo da membrana e o sitio de catalitico carboxilico, que
apresenta locais de atividade da ciclooxigenase e peroxidase. As COX apresentam
duas atividades distintas. A primeira esta relacionada ao endoperdxido redutase que
realiza a oxidagao e ciclizagdo do acido graxo para formar a prostaglandina G, e uma
outra atividade é a conversdo de PGG em PGH (prostaglandina H) através da agao
da peroxidase (CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTOS, 2004; CRYER; DUBOIS,
1998; HINZ; BRUNE, 2002).
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As fosfolipases transformam fosfolipidios presentes nas membranas
das células em acido araquidénico (AA) presentes no citosol, a partir do AA se formam
mediadores lipidicos inflamatérios. A COX modifica o acido araquiddénico em
prostaglandinas. Existem 3 tipos dessa enzima: A COX-1 esta presente em quase
todos os tecidos; a COX-2 é induzida em locais que sofreram danos ou invasao
microbiana com citocinas produzidas por leucdcitos durante a inflamacéao, além de
induzir a formacgao de prostaglandinas (RANG; DALE; RITTER; FLOWER et al., 2007).
Ja COX-3 que esta relacionada a uma variacdo da COX-1 e essa enzima é
seletivamente inibida por drogas analgésicas, antipiréticas, assim a agao inibitoria
causada pelo acido acetilsalicilico constitui o principal mecanismo dos seus efeitos
analgésicos (CHANDRASEKHARAN; DAI; ROOS; EVANSON et al., 2002).

1.7 Célula RAW 264.7

Os macréfagos sado células fagociticas possuem morfologias e
nomenclaturas distintas de acordo com a sua localizagdo, denominam-se macréfagos
quando presentes no tecido e mondcitos quando presente no sangue (HALLIWELL;
MEDICINE, 1999). Sao células mononucleares grandes, com 25-50 ym de didmetro,
possuem o nucleo irregular, com um ou mais nucléolos, cromatina pouco condensada,
citoesqueleto desenvolvido, projegdes citoplasmaticas, numerosos lisossomos,
mitocdndrias e complexo de Golgi (AUGER, 1992). A fungdo destas células no
organismo € de defesa, atuando de forma direta ou indireta. Diretamente, os
macrofagos atuam no inicio da resposta imune tanto inata quanto a adaptativa,
fagocitando e destruindo patégenos. Indiretamente, atuam através da secregcédo de
citocinas e apresentacao de antigeno (DINARELLO, 1996).

Os macrofagos desempenham papel importante nas reagdes imunoldgicas
pois sdo células envolvidas diretamente com respostas inflamatérias. Quando
ativados, macrofagos produzem fatores pro-inflamatoérios, citocinas e espécies
reativas de oxigénio (ROS), os quais estao diretamente envolvidos na progressao da
condicao inflamatoéria (GASPARRINI; FORBES-HERNANDEZ; GIAMPIERI; AFRIN et
al., 2017).

A linhagem celular macrophage-like RAW 264.7 foi estabelecida a partir
de um tumor induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson (RASCHKE; BAIRD;
RALPH; NAKOINZ, 1978) e apresentam receptores do tipo Toll-4 (TLR4) (ZHAN; XIA;
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SHAO; WANG et al., 2018). Estas células sdo aderentes e apresentam uma alta taxa
de fagocitose e de multiplicagado, e sao resistentes e faceis de manter em cultivo. As
células RAW 264.7 sao interessantes para testes de toxicidade, pois apresentam
atividade metabdlica que imita macrofagos de culturas primarias, mas n&o sofrem fase

de declinio no seu crescimento, por serem imortalizadas (RAELE, 2013).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos imunomoduladores de vesiculas extracelulares

de Trypanosoma cruzi sobre células RAW 264.7 durante a infecgado experimental in
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vitro e avaliar esses efeitos em macréfagos RAW 264.7 tratados com aspirina

previamente a infecgéo

2.2 Objetivos especificos

Obter e isolar vesiculas extracelulares liberadas por tripomastigotas
de T. cruzicepa Y (EVs-Y).

Avaliar e validar a viabilidade celular das células RAW 264.7 quando
tratadas com diferentes concentragdes de aspirina e EVs-Y.
Executar experimentos in vitro em macréfagos RAW 264.7,
associando o tratamento de diferentes concentracdes de aspirina com
EVs-Y, seguido da infeccéo por T. cruzi Y.

Avaliar o indice de internalizacédo de parasitos através de ensaios de
internalizagao nos diferentes grupos de tratamento.

Quantificar a produgdo de o&xido nitrico pelos macrofagos dos

diferentes grupos de tratamento.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

Figura 5. Exposicdo de células RAW 264.7 a vesiculas extracelulares em associagdo ao
tratamento com aspirina. Estagio 0: Células RAW 264.7 foram semeadas na concentragdo 2 x 10°
por poco e incubadas por 1 h. Apds aderéncia as células foram lavadas (PBS) para remocé&o de células
nao aderidas e foram tratadas com as diferentes concentra¢des de aspirina por 1 h. Em seguidas as
células RAW 264.7 foram lavadas para remog¢éo do farmaco e em seguida foram expostas a vesiculas
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extracelulares (EVs-Y) de Tripanosoma cruzi na concentragdo 1 x 107 parasitos e incubadas por 24 h.
Estagio 1: As células RAW 264.7 foram lavadas para remogédo das EVs-Y e foram infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi na concentragdo de 1 x 10° parasitos com MOI 5:1, sendo alguns
pocos escolhidos para serem expostos ao LPS na concentragdo 0,1 ug/mL e incubadas por 18 h.
Estagio 2: O sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas para remocgdo das formas
tripomastigotas e do LPS. Em seguida as células foram reincubadas sem ou com a adi¢do de IFN-y na
concentracdo 0,05 ng/mL por 48 h. Estagio 3: O sobrenadante foi coletado apés 48 h e foi realizada a
quantificacao de NO. As incubacgdes foram feitas em estufa de CO2 5% a 37 °C e realizados o ensaio
de viabilidade celular pelo teste de MTT, ensaio de internalizagao e quantificagdo de NO pela técnica

de Griess.
Estagio 0 Estdgio 1| Estégio 2 Estagio 3
——————————— 1 48h
th 1h 24h T +Meio ittt >
S S Wil W 1 b e ata
| memommm e ! 48h
I I T T ) #IFNy (005 ng/ml) == ========----= o>
Células Raw 264.7 Exposicdo aEVY Infeccdo com T. Remocgdo do T. cruzi Coleta de sobrenadante
semeadas (1x107 T.cruzi) cruzi Y do sobrenadante Quantificagdo de NO
(2x10° cells/well) T MOI 5:1 . ou GRIESS
ou ]
Tratamento com ASA Exposicio do LPS " | Remog3o do LPS
[0.625 mM], [1.25 mM] e [2.5 mM] . pasica do sobrenadante
. + 24h (0.1 pg/ml)
.
v A/ v
Ensaio de Viabilidade Celular - MTT Ensaio de Internalizagdo
(0.5mg/ml) Coloragdo com GIEMSA
4h incubada a 37°C a 5% €O,

3.2 Manutengao Celular

Trypanosoma cruzi cepa Y, pertence a umas das linhagens de T. cruzi (Tcl),
€ mantida a partir de repiques semanais de formas tripomastigotas sanguineas em
camundongos Swiss, aprovado pela Comissao Cientifica Interna e CEUA da
Universidade Estadual de Londrina (Nimero de Aprovacgao: CEUA n° 002.2021 de
acordo com o CONCEA. As células VERO-EG6 e as células RAW 264.7 sdo mantidas
em estufa 37°C a 5% de CO2. A manutencgao celular é realizada diariamente com troca
de meio de cultura RPMI 5% de soro bovino fetal (SBF) e DMEM F12 suplementado

com L-arginina e glicose a 10% de SBF.

3.3 Tratamento com aspirina

A aspirina (ASA) (Sigma Aldrich) foi preparada a partir de uma solugédo mae
com concentragao de 50 mM em um microtubo (1,5 mL). Foi diluido 90 mg de ASA
em 100 uL de DMSO e levada ao vortex. Posteriormente o conteudo foi transferido
para um tubo de poliestireno conico com 10 mL de PBS, e levado ao vortex. A ASA
diluida foi filtrada em filtro com poro 0.22 ym com o auxilio de uma seringa de 10 mL.

O filtrado com concentragao de 50 mM foi diluido, originando as concentracdes de 25
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mM, 12,5 mM, 6,25 mM que foram diluidas 10x no pogo. As concentragdes utilizadas
para os tratamentos serdo de 0,625 mM, 1,25 mM e 2,5 mM, como previamente
estabelecidas por MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al.
(2014); ZENG; YANG; LI; FAN et al. (2016)

O IFN-y (Sigma Aldrich) utilizado foi preparado a partir de uma
concentracgdo inicial de 10 ng/mL, onde serédo adicionados 2 mL de meio RPMI 5%,
tornando a solug&o a 5 ng/mL. Apos esta diluicao inicial, os 2 mL foram distribuidos
em microtubos contendo 100 uL em cada um, e armazenados em freezer -80°C.

Para uso, 900 yL de meio RPMI 5% foram adicionados no microtubo
contendo o IFN-y, diluindo-o para 0.5 ng/mL. Esta concentracao foi utilizada para os

experimentos, uma vez que a concentracgao final do pocgo deve ser de 0.05 ng/mL.

3.4 Purificagao de Vesiculas Extracelulares

Para a obtencédo das EVs-Y foram necessarias 5 garrafas de cultura T75
cm? contendo células VERO-EG infectadas com T. cruzi liberando tripomastigotas no
sobrenadante (segunda passagem), pois a concentragao final de parasitas deve ser
superior a 2 x 108,

Os sobrenadantes das garrafas foram recolhidos em um tubo de
poliestireno conico de 50 mL e centrifugados a 682 x g por 5 minutos a 25°C para
baixar os restos celulares. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 50 mL,
sendo centrifugado a 2688 x g por 10 minutos a 25°C. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante foi descartado e o pellet de T. cruzi foi delicadamente
ressuspendido. Foram adicionados 30 mL de meio RPMI sem soro, e a suspensao
obtida foi novamente centrifugada a 2688 x g por 10 minutos a 25°C. Posteriormente,
o sobrenadante foi descartado e o pellet foi delicadamente ressuspendido em 30 mL
de meio RPMI sem soro. O sobrenadante foi centrifugado a 2688 x g por 10 minutos
a 25°C, uma aliquota foi retirada e diluida 10x e 100x para contagem dos parasitos
em camara Neubauer. Depois da centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e o
pellet delicadamente ressuspendido na proporgdo de 1 mL a cada 1 x 108
tripomastigotas.

O tubo contendo o material ressuspendido com 1 x 108/mL parasitos, foi
incubado em estufa CO2, 37°C por 2 h. Apds a incubacéao, o sobrenadante foi filtrado

em outro tubo com filtro de poro 0,45 pm.
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Apés a filtragdo, foi adicionado 2 do volume total do kit Total Exosome
Isolation de acordo com as instrugdes do fabricante. O tubo foi homogeneizado e
distribuidos em microtubos de 2 mL e armazenamento em geladeira overnight. No dia
seguinte, a solucdo de EVs-Y com kit Tofal Exosome Isolation foi centrifugada a
10.000 x g por 1 h a 4°C. Em seguida, os sobrenadantes dos microtubos foram
recolhidos delicadamente e descartados. O pellet foi ressuspendido com DPBS estéril,
mantendo a proporgdo de 100 uL de DPBS para cada 1 x 108 parasitos utilizados
inicialmente. As EVs-Y obtidas foram armazenadas em criotubos, identificados e
mantidas em geladeira até o momento do uso (maximo em 3 meses) GONCALVES;
UMEZAWA; KATZIN; DE SOUZA et al. (1991); TORRECILHAS; SCHUMACHER,;
ALVES e COLLI (2012).

3.5 Nanosigth tracking analysis

O tamanho, a distribuicédo e a concentragao de EVs-Y (EVs de T. cruzi cepa
Y) foram caracterizadas utilizando o equipamento NanoSight LM10. Os dados obtidos
foram analisados pelo software Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (verséo 3.1)
com configuragdes padrao, de acordo com o protocolo do fabricante. A preparacao de
EVs-Y foi amostrada duas vezes para gerar duas diluicbes independentes e reduzir o
numero de particulas no campo de visao abaixo de 200 faixas detectadas por imagem.
De cada amostra, cinco videos (30 s cada) foram analisados. Todas as amostras

foram medidas usando o mesmo limiar de detecgao.

3.6 MTT - Ensaio de viabilidade celular

O ensaio colorimétrico de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) foi
realizado para avaliar a viabilidade celular da RAW 264.7. O reagente foi preparado
com 5 mg do reagente MTT + 1000 pyL de meio RPMI 5%, agitado por 5 minutos e em
seguida diluido em 14 mL de RPMI 5%. O ensaio foi realizado em placa de 24 pocos,

onde triplicatas de 6 grupos foram avaliados. Os grupos foram:

Tabela 1. Grupos tratados para ensaio de viabilidade celular.
1.RAW 2.RAW+ 3.RAW+ 4.RAW+ | 5.RAW+ | 6.RAW+ | 7.RAW+

ASA ASA ASA H202 DMSO EVs-Y
0,625mM 1,25mM 2,5mM
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O grupo RAW+H20:2foi utilizado como controle positivo de morte celular, e
RAW+DMSO como controle do diluente da droga (PBS+0.5% de DMSO). As células
foram semeadas na concentragédo de 2 x 10° células por poco e armazenadas em
estufa 5% de CO2 a 37°C e por 1 h. Depois de 1 h, os pogos foram lavados e tratados
com aspirina por 1 h e com EVs-Y por 24 h e armazenadas em estufa 5% de COz, a
37°C por 1 h. Depois, os pogos foram lavados com PBS, e entédo adicionados 500 uL
do reagente de MTT em todos os pogos e armazenadas novamente em estufa 5% de
CO2,a 37°C por 4 h. Apéds este periodo o sobrenadante foi retirado delicadamente e
adicionado 300 uL de DMSO. Em triplicata, 100 ul de cada amostra foi transferido para
uma placa de 96 pocos. A leitura de absorbancia da placa de 96 pogos foi feita em um

comprimento de onda de 550nm.

3.7 Ensaio de Internalizagao

O ensaio de invasao de T. cruzi em macrofagos foi delineado a partir da
metodologia descrita por YOSHIDA; MORTARA; ARAGUTH; GONZALEZ et al.
(1989). As células RAW 264.7 foram semeadas em placa de 24 pogos, onde triplicatas

de 8 grupos foram feitas. Os grupos estao listados na tabela a seguir:

Tabela 2. Grupos para ensaio de internalizagao.

1. RAW + Tc 2. RAW + ASA 3. RAW + ASA 4. RAW + ASA
0,625mM + Tc 1,25mM + Tc 2,5mM + Tc
5. RAW +EVs-Y + 6. RAW + ASA 7. RAW + ASA 1,25mM | 8. RAW + ASA 2,5mM
Tc 0,625mM + EVs-Y + + EVs-Y + Tc + EVs-Y + Tc
Tc

As células foram semeadas em laminulas de vidro na concentracao de 2 x
10°células por pogo com volume final de 400 L, e incubadas em estufa por 1 h. Apos
a adesao, os pogos foram lavados e os grupos tratados com as respectivas
concentragdes de aspirina por 1 h. Depois do tratamento, os pogos foram lavados com
PBS, e entédo os grupos foram tratados com EVs-Y em um volume de 10 uL de EVs-
Y (equivalente a 1 x 107 T. cruzi) + 390 yL de meio, e incubados por 24 h.

No dia seguinte, os pogos foram lavados com PBS, os grupos infectados
com 1 x 10° T. cruzi (tripomastigotas proveniente da cultura celular em Vero-E6) por
poco (MOI de 5:1), mantidos em estufa a 37°C, 5% COz2, por 18 h. Apds a infecgao, os
pocos foram lavados com PBS para retirada dos parasitas nao internalizados e as

células fixadas com metanol.
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Para a preparagdo do corante, 40 gotas do reagente de Giemsa foi
adicionado por mL de tampé&o de coloragao, sendo adicionado 500 pyL do corante de
Giemsa por pogo por 40 minutos. O excesso de corante foi removido com lavagens
utilizando o tampao de colorag&o. As laminulas foram retiradas dos pogos e deixadas
para secar, e entdo, foram coladas com resina do tipo Permount (Fisher Scientific) em

laminas para a realizagdo da contagem em microscoépio éptico.

3.8 Quantificacdo de Oxido Nitrico

Em uma placa de 96 pogos, amostras de 17 grupos (Tabela 2) foram
distribuidas do seguinte modo: uma duplicata para quantificagdo do NO em um tempo

de 24h e uma duplicata para quantificacdo de NO em um tempo de 48 h.

Tabela 3. Grupos para Dosagem de NO.

Grupo Controle Grupo Infectado
1. RAW 10. RAW + Tc
2. RAW+LPS 0,1 uM -
3. RAW + ASA 0,625mM 11. RAW + ASA 0,625mM + Tc
4. RAW + ASA 1,25mM 12. RAW + ASA 1,25mM + Tc
5. RAW + ASA 2,5mM 13. RAW + ASA 2,5mM + Tc
6. RAW + EVs-Y 14. RAW + EVs-Y + Tc
7. RAW + ASA 0,625mM + EVs-Y 15. RAW + ASA 0,625mM + EVs-Y + Tc
8. RAW + ASA 1,25mM + EVs-Y 16. RAW + ASA 1,25mM + EVs-Y + Tc
9. RAW + ASA 2,5mM + EV-Y 17. RAW + ASA 2,5mM + EVs-Y + Tc

O grupo RAW+LPS 0,1 uM foi utilizado como controle positivo da produgéao
de NO. As células foram semeadas na concentragdo de 2 x 10° células por pogo em
um volume final de 200 pL por poco, a placa foi armazenada em estufa 5% de COz, a
37°C por 1 h. Depois de 1 h, os pogos foram lavados e os grupos foram tratados com
as respectivas concentracdes de aspirina, e mantidos em estufa por 1 h. Apés o

tratamento, os pogos foram lavados com PBS.

Seguiu-se entdo os tratamentos com EVs-Y nos determinados grupos,
onde 10 pL do criotubo contendo EVs-Y (equivalente a 1 x 107 parasitos) foram
adicionados aos pogos com 190 uL de meio RPMI 5%, por 24 h e mantidos em estufa.

No dia seguinte, os pogos foram lavados com PBS, e os grupos foram infectados com
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1 x 108 tripomastigotas de T. cruzi Y (de segunda passagem, proveniente da cultura
celular em Vero-E6) por pogo (Multiplicity of infection - MOI de 5:1), e mantidos em
estufapor 18h. Apéds a infecgdo, os pogos foram lavados com PBS, e adicionados 200
ML de meio RPMI 5%. O sobrenadante foi retirado com 48 h, onde 50 pL de cada poco
foi utilizado para leitura.

Para a quantificagdo de NO, foi utilizado o reagente de Griess (400mg de
Sulfanilamida + 40 mg de NEED + 1 mL de acido fosférico + 36 mL de agua ultrapura).
O resultado foi obtido através da comparagdo com uma curva de concentragao
conhecida realizada com nitrito (250uM, 125uM, 62.5uM, 31.25uM, 15.62uM, 7.81uM,
3.90uM, e branco).

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao de EVs liberadas por tripomastigotas de T. cruzi cepa’Y

Analise de nanoparticulas de vesiculas extracelulares liberadas
espontaneamente por formas tripomastigotas cultivadas da cepa Y de T. cruzi mostrou
uma populagao de vesiculas variando de 50 nm a 250 nm. O tamanho médio dos EVs-
Y obtidos sendo a media 126 nm e a moda foi de 95 nm (Figura 6), confirmando que
a solucao de EVs-Y utilizada neste trabalho compreende uma mistura heterogénea de
vesiculas extracelulares contendo exossomos e microvesiculas (BAYER-SANTOS;
AGUILAR-BONAVIDES; RODRIGUES; CORDERO et al., 2013; NOGUEIRA;
RIBEIRO; SILVEIRA; CAMPOS et al., 2015).
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4.2 Ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT.

O efeito citotdxico da aspirina e EVs-Y em células RAW 264.7 foi avaliado
usando o ensaio MTT (Figura 7). Os resultados indicaram que a aspirina nao teve
efeito citotdxico evidente em células RAW 264.7 em uma concentracéo de até 2,5 mM
(Figura 7A). As células foram incubadas na presenca de EVs-Y (liberado para 1 x 107
parasitos) em meio sem soro por 24 h. EVs-Y nao teve efeito citotéxico em células
RAW 264.7 (Figura 7B) (p = 0,4688).

Figura 6. Analise do rastreamento de nanoparticulas de vesiculas extracelulares isolados de T.
cruzi Y. Na figura A, a concentragéo (particulas/ml) e distribuicdo de tamanho (nm) para vesiculas
extracelulares liberadas espontaneamente por formas tripomastigotas derivados da cultura de T. cruzi
Y (EVs-Y) medidos no equipamento NanoSight LM10. A figura B mostra um print do video liberado pelo
equipamento durante a leitura, a mensuragdo do tamanho e concentragio foi avaliado pelo movimento

browniano e pela refringéncia emitida pela EVs-Y. Os dados sao representativos em dois experimentos
independentes.
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Figura 7. Viabilidade de células RAW 264.7 ap6s tratamento com aspirina. A viabilidade celular foi
determinada por ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).
Os valores sdo a média + erro padrao para determinagao em triplicada e sao representativos de duas
experiéncias independentes. H202 (1 mM) foi usado como controle de morte celular. O controle do
veiculo foi obtido a partir de células tratadas apenas com DMSO a 0,05%. NT - grupo n&o tratado. ****p
<0,0001.
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4.3 A aspirina diminui a internalizagao do parasita em células RAW 264.7

Para determinar se a COX esta envolvida na entrada do T. cruzi, as células
foram infectadas com as formas tripomastigotas na presenca de aspirina em
concentragbes variadas. Conforme mostrado na Figura 8, todas as concentragdes
testadas inibiram a internalizacdo das formas tripomastigotas nessas células (p<
0,005).

4.4 O aumento da invasao celular pela agao de EVs-Y foi reduzido pela aspirina

Para obter mais evidéncias da participagdo de COX na invasao de T. cruzi
potencializada por EVs-Y (p = 0,0003) (Figura 9), realizamos o tratamento prévio das
células RAW 264.7 com aspirina (0,625 - 2,5 mM), a incubacao de EVs-Y seguida pela
infeccdo por T. cruzi. Conforme mostrado na Figura 9, o tratamento com aspirina
(0,625 mM, 1,25 mM e 2,5 mM) diminuiu a invasdo mediada por EVs-Y (p = 0,0078, p
= 0,0005 e p = 0,0091, respectivamente). Além disso, aumento no numero de formas
tripomastigotas internalizadas no citoplasma da célula em relagdo aos controles,

indicando a modulagao exercida por EVs-Y para favorecer o parasita (Figura 10).

Figura 8. Efeito da aspirina na invasao celular pelo T. cruzi. indice de internalizagdo do processo
de interacdo entre células RAW 264.7 tratadas ou ndo por 1 h com aspirina (0,625 - 2,5 mM). Os valores
sao a média * erro padrao para determinagao em triplicado e sao representativos de duas experiéncias
independentes. **p = 0,0045 e *** p = 0,0009 para comparagao com cultura de células em meio isolado
(NT - grupo néo tratado), ns = nao significativo.



40

1007 —

13 ~J
e ¢

Indice de Internalizagao
N
h

g

NT 0,625 1,25 2,50
Aspirina (mM)

Figura 9. Efeito da aspirina na invasdo celular por T. cruzi mediada por EVs-Y. indice de
internalizagédo do processo de interagao entre células RAW 264.7 tratadas ou nao por 1 h com aspirina
(0,625 - 2,5mM), incubacgéao prévia de EVs-Y seguida de infecgao por T. cruzi. Os valores sdo a média
+ erro padrdo para determinagdo em ftriplicado e sado representativos de duas experiéncias
independentes. **p = 0,0078 e *** p = 0,0003 para uma comparag¢ao com a cultura de células infectadas
em meio sozinho.
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Figura 10. Niveis de infecgdo por Trypanosoma cruzi em células RAW 264.7. A) O numero de
células RAW 264.7 infectadas com duas amastigotas por célula aumentou com a presenca de EVs-Y.
Apenas 0,625 mM de aspirina foi capaz de provocar redugado do nimero de amastigotas internalizados.
A aspirina diminuiu os efeitos de EVs-Y no nivel de infeccao de células RAW com uma diminui¢gdo no
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numero de células contendo um e dois amastigotas por célula B) Células RAW 264.7 coradas com
Giemsa sobre diferentes tratamentos. B.1 Células nao infectadas. B.2 Células infectadas com
tripomastigotas de T. cruzi. B.3 Células expostas as EVs-Y e infectadas com tripomastigotas de T. cruzi.
B.4 Células tratadas com ASA, expostas as EVs-Y e infectadas com T. cruzi. Os resultados sdo a média
* erro padrdo para determinagdes em duplicata. As médias que nao compartilham letra sao
significativamente diferentes (p < 0,05, ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey).
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4.5 EVs-Y antes da infec¢ao por T. cruzi diminui os niveis de producao de NO
pelas células RAW 264.7

Células RAW 264.7 induziram producgao de NO abaixo do ideal em resposta
a infeccdo por T. cruzi Y, exibindo aumento de 8,0 vezes na liberagdo de NO em
comparagao com controles sem infecg¢ao (10,82 + 1,7 versus 1,35 £ 0,03, p = 0,0001),
mas inferior ao observado em LPS - células tratadas, (10,82 + 1,7 versus 16,85 + 0,37,
p = 0,0233) (Figura. 11). Células RAW 264.7 expostas a EVs-Y e posteriormente
infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi apresentaram menor producao de
oxido nitrico (NO) (1,46 + 0,05 versus 10,82 + 1,7, p=0,00033) (Figura 11).

4.6 O tratamento prévio com aspirina restaura a produgao de nitrito pelas
células RAW infectadas apés exposig¢ao as EVs-Y

Curiosamente, quando as células RAW foram tratadas com aspirina (0,625
mM, 1,25 mM e 2,5 mM), antes da exposi¢cado a EVs-Y e infecgéo subsequente, houve
maior produgao de NO (Figura 11), bem como menor internalizagéo de tripomastigotas

em comparagao com os controles (Figura 10).
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4.7 EVs-Y inibe a geragao de NO induzida por IFN-y

Quando IFN-y foi administrado a células RAW 264.7 infectadas com T.
cruzi, a producado de NO, medida como nitrito, aumentou do nivel basal de 10 para 19
mM apods 48 h. O efeito inibitério de EVs-Y na produgdo de NO em células RAW
ativadas por IFN-y € mostrado na Figura 12. Juntos, os resultados apresentados na
Fig. (s) 11-12, reforcaram o conceito de que EVs-Y liberados por T. cruzi modulam a
resposta dos macréfagos a favor do parasita e revela um papel da COX na modulagao
exercida por EVs-Y no compartimento imune inato.
Figura 11. Células RAW 264.7 expostas a EVs-Y e posteriormente infectadas apresentaram
menor produgao de nitrito. Esta diminuigao foi restaurada pela aspirina. As células foram tratadas ou
nao por 1 h com aspirina (0,625 - 2,5 mM), incubagéao prévia de EVs-Y seguida de infecgéo por T. cruzi.
Os valores sdo a média + erro padrao para determinagao em triplicado e sdo representativos de duas

experiéncias independentes. Todos * significa diferente de célula ndo tratada e ndo infectada. ****p <
0,001, *** p = 0,0001, ** p = 0,0022, p = 0,0033, W p = 0,0233, # p < 0,05 ns = nao significativo.

18-
16
14-
E:: 12-
~— 10_
ie)
E s
2
6_
4+
291
0
Aspirina (mM) - - - - 0625 1,25 25
LPS - + - - - - -
EVs-Y = - = + + + +
T.cruzi - - + + + + +

Figura 12. Células RAW 264.7 ativadas por IFN-y expostas as EVs-Y e posteriormente infectadas
apresentaram menor producgao de nitrito. Esta diminuigédo foi restaurada pela aspirina. As células
foram tratadas ou nao por 1 h com aspirina (0,625 - 2,5 mM), incubagéo prévia de EVs-Y seguida de
infeccado por T. cruzi. Os valores sao a média + erro padrao para determinagao em triplicado e séo
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representativos de duas experiéncias independentes. Todos * significa diferente de célula nao tratada
e nao infectada. **p < 0,01, * p = 0,0148, * p = 0,0079, # p £ 0,01 e ns = ndo significativo.
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5. DISCUSSAO

Os macréfagos sao células mononucleares que se encontram distribuidas
por todo o organismo, seja na circulagdo sanguinea (como mondcitos) ou residentes
em tecidos, e sdo um dos principais tipos celulares fagociticos que produzem citocinas
para sinalizagao e recrutamento celular (ABBAS, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
KOOGAN et al., 2019). Durante a infecgao por T. cruzi, os macréfagos atuam tanto na
fase aguda da infecgdo como na fase cronica, desempenhando papéis cruciais para
a sobrevivéncia do hospedeiro e influenciando diretamente o desfecho da doencga
(ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; JUNQUEIRA; CAETANO; BARTHOLOMEU;
MELO et al., 2010). Uma vez que os macrofagos sdo atores-chave na resisténcia
inicial a infecg¢ao por T. cruzi, uma melhor compreensao de suas respostas ao parasita

€ crucial para o desenvolvimento de intervengdes terapéuticas para DC.

A produgao de eicosandides representa um importante ponto de regulagao
entre a resposta imune do hospedeiro e a eficiéncia da infeccdo por T. cruzi
(MACHADO; MUKHERJEE; WEISS; TANOWITZ et al., 2011; MALVEZI; DA SILVA,;
PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al., 2014; MALVEZI; PANIS; DA SILVA; DE
FREITAS et al., 2014). Na fase inicial da interacédo entre a célula do hospedeiro e o
parasito, o T. cruzi é capaz de modular o metabolismo celular para sobreviver. Ja foi
descrito que o parasito sintetiza preferencialmente tromboxano A2z (ASHTON;
MUKHERJEE; NAGAJYOTHI; HUANG et al., 2007) além de estimular a producao de
PGE-2, contribuindo para a invasao (MORAES; DINIZ; BAHIA, 2015) e sobrevivéncia
do parasito no hospedeiro (PINGE-FILHO; TADOKORO; ABRAHAMSOHN, 1999;
STERIN-BORDA; GORELIK; GOREN; CAPPA et al., 1996). Em alta concentragéo a
PGE:2 esta associada a imunossupressao observada no inicio da resposta ao parasito
(PINGE-FILHO; TADOKORO; ABRAHAMSOHN, 1999) além de diminuir a secregao
de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos, reduzindo também a apresentagao de
antigenos e a produgdo de radicais livres nessas células (ALVAREZ; VALERA;
MUNICIO; HUGO et al., 2010; RANGEL MORENO; ESTRADA GARCIA; DE LA LUZ
GARCIA HERNANDEZ; AGUILAR LEON et al., 2002).

Macrofagos infectados por T. cruzi apresentam aumento de organelas
citoplasmaticas denominadas corpos lipidicos ou adipossomas. Esses corpos lipidicos
atuam como sitios de grande sintese de PGE2 ao fornecerem substrato para as

enzimas ciclooxigenases (COX) que se acumulam no entorno dessas organelas
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(D'AVILA; TOLEDO; MELO, 2012). Dessa forma, a formagao dos corpos lipidicos e a
consequente producdo de PGE: estdo envolvidos com mecanismos de escape
desencadeados por T. cruzi (D'AVILA; TOLEDO; MELO, 2012; LOVO-MARTINS;
MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI et al., 2018). Um mecanismo potencial de
sobrevivéncia intracelular de microrganismos eucaridticos em macréfagos é a
desativacdo de macrofagos por prostaglandinas e leucotrienos produzidos pelo
microrganismo (nos fagossomos ou extracelularmente) (NOVERR; ERB-
DOWNWARD; HUFFNAGLE, 2003).

Nosso grupo demonstrou anteriormente que a inibicado farmacolégica da
enzima COX com aspirina em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
diminui a internalizacdo de tripomastigotas nessas células, com aumento da
interleucina-1B3 (IL1-B), de o6xido nitrico e possivelmente de lipoxinas (Figura 13)
(MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS, 2014). Além disso, o
tratamento in vivo com inibidores da COX reduziu o dano cardiaco observado durante
a fase aguda (ABDALLA; FARIA; SILVA; CASTRO et al., 2008) e crénica da DC
experimental (PEREIRA; MALVEZI; LOVO-MARTINS; LUCCHETTI et al., 2020).
Utilizando macréfagos de linhagem celular, obtivemos resultados semelhantes quanto
a internalizacdo de parasitos nas células tratadas com ASA. As diferentes
concentragbes de ASA utilizadas (0,625, 1,25 e 2,5 mM) diminuiram a internalizagao
de parasitos nas células RAW-264.7 em comparagao ao grupo controle (Figura 8).
Importante ressaltar que as concentragcdes de ASA utilizadas nao foram citotdxicas
para as células RAW 264.7 no protocolo adotado nesse trabalho (Figura 7).

O papel das vesiculas extracelulares liberadas por T. cruzi e por células
infectadas por T. cruzi na modulagao da resposta imunolégica do hospedeiro a favor
do parasito tem sido descrito nos ultimos anos (CESTARI; ANSA-ADDO; DEOLINDO;
INAL et al., 2012; LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI et al., 2018;
TROCOLI TORRECILHAS; TONELLI; PAVANELLI; DA SILVA et al., 2009). As EVs
secretadas durante a infecgcdo aguda e/ou crénica por T. cruzi, desempenham um
papel na disseminagao e sobrevivéncia deste parasita no hospedeiro mamifero (DE
PABLOS TORRO; RETANA MOREIRA; OSUNA, 2018). Neste contexto, os
macrofagos sdo um dos principais alvos das vesiculas liberadas por T. cruzi Y
(CRONEMBERGER-ANDRADE; XANDER; SOARES; PESSOA et al., 2020).
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Para os ensaios aqui apresentados foram obtidas EVs-Y a partir de
tripomastigotas de cultura da cepa Y de T. cruzi segundo o protocolo descrito por
LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI et al. (2018) através da
utilizacdo de um kit comercial para purificagdo das EVs-Y. A analise dessas EVs-Y
pela técnica de Nanosight Tracking Analysis mostrou que elas apresentam tamanho
entre 50 nm a 250 nm, o que confirma a obtencdo de uma populagédo mista, composta
por exossomos (20-100 nm) e microvesiculas (100-1000 nm) (BAYER-SANTOS;
AGUILAR-BONAVIDES; RODRIGUES; CORDERO et al., 2013; NOGUEIRA;
RIBEIRO; SILVEIRA; CAMPOS et al., 2015). Por isso optou-se pela denominacgao
abrangente “vesiculas extracelulares de T. cruz EVs-Y” para se referir as vesiculas

utilizadas no presente trabalho (Figura 6).

A liberacédo de EVs-Y durante a infecgao por T. cruzi além de atuar como
mecanismo de evasdo do sistema imunologico também cria um microambiente que
favorece o parasito, modulando a sintese de eicosanoides. As EVs de T. cruziinduzem
a formacéo de corpos lipidicos e de PGE2 em macréfagos mesmo antes do contato
dessas células com o T. cruzi (LOVO-MARTINS; MALVEZI; ZANLUQUI; LUCCHETTI
et al., 2018). Adicionalmente, as EVs-Y parecem proteger os lipidios bioativos da
degradagao e desempenham um papel na sintese transcelular de prostaglandinas e
leucotrienos (SAGINI; COSTANZI; EMILIANI; BURATTA et al.,, 2018) . As EVs-Y
liberadas pelo T. cruzi favorecem a invasao do parasito na célula hospedeira,
imunomodulam a resposta do hospedeiro e ajudam o parasito a escapar dessa
resposta (RETANA MOREIRA; RODRIGUEZ SERRANO; OSUNA, 2019).

Diante disso, nossos resultados mostram pela primeira vez a relagao entre
a COX e a acao das EVs-Y nainternalizagao de T. cruzi em macréfagos, assim como
na ativagdo microbicida dessas células. As células RAW 264.7 que tiveram contato
com EVs-Y antes da infecgdo apresentaram maior internalizagdo de parasitos em
comparagdo com as ceélulas que nao tiveram contato com EVs-Y.
Surpreendentemente, quando as células foram tratadas com diferentes
concentragbes de ASA antes da incubagcdo com EVs-Y a internalizagao de parasitos
caiu, sendo menor até mesmo que o grupo controle. Dessa forma, pudemos observar
que o bloqueio farmacolégico das enzimas COX com ASA interferiu com os efeitos
exercidos pelas EVs-Y no que tange ao aumento da internalizagao dos parasitos em

macrofagos (Figura 10).
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Nossos dados também mostraram que macrofagos RAW 264.7 expostos a
EVs-Y e posteriormente infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi produziram
niveis mais baixos de nitrito (Figura 11). Contudo, quando os macrofagos foram
tratados com aspirina, um inibidor duplo da COX, antes da exposi¢gao as EVs-Y, e
posterior infeccao pelo T. cruzi, a produgao de nitrito pelos macréfagos retornou a

niveis semelhantes aqueles produzidos pela célula apenas infectada (Figura 11).

A ativacdo dos macréfagos na fase aguda da infecgdo, essencial para o
controle do parasitismo, ocorre de forma mais eficiente apds a ativagdo da imunidade
adaptativa, especificamente de linfécitos T helper do padrao Th1. O tratamento in vitro
de macrofagos com citocinas associadas ao padréo Th1, como IFN-y, IL-12 e TNF-a
resulta em eficiente ativagdo dos macrofagos com producdo de éxido nitrico e
consequente morte das formas amastigotas intracelulares (ANDRADE; GOLLOB;
DUTRA, 2014). Nossos resultados aqui mostrados confirmam esse fenbmeno. Os
macrofagos RAW-264.7 utilizados produziram 10,8 uM de nitrito quando infectados
por T. cruzi (Figura 11, terceira barra). Contudo, quando essas células foram
infectadas por T. cruzi e estimuladas com IFN-y a produg¢ao de nitrito praticamente
dobrou, chegando a 19,08 pyM (Figura 12, segunda coluna). Mesmo nas células
estimuladas com IFN-y, as EVs-Y induziram reducdao do NO produzido apés a
infeccao. Esse efeito foi novamente revertido quando as células haviam sido tratadas
com aspirina antes do contato com EVs-Y (Figura 12).

A inibicdo da atividade da COX pode aumentar os niveis de NO,
restaurando assim a atividade antiparasitaria dos macrofagos (KIERSZENBAUM,;
WIRTH; MCCANN; SJIOERDSMA et al., 1987). Nossos resultados sao consistentes
com essa hipotese. Nesse sentido, outros estudos vém demonstrando que altos niveis
de PGE:2 favorecem a replicacéo do T. cruzi e o tratamento de células infectadas com
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), reduz significativamente a replicagdo do
parasita (HIDEKO TATAKIHARA; CECCHINI; BORGES; MALVEZI et al., 2008;
MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al., 2014; TRINDADE;
FREIRE-DE-LIMA; CORTE-REAL; DECOTE-RICARDO et al., 2021). Curiosamente,
a adicao de PGE:2 exdgena também é capaz de aumentar a replicagdo do parasita
Leishmania amazonensis em macrofagos, indicando que a PGE2 aumentou a carga
intracelular desse patégeno em camundongos suscetiveis (PINHEIRO; NUNES;
PINHEIRO; D'AVILA et al., 2009) e restaurou a agao invasiva do T. cruzi em
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macrofagos previamente tratados com aspirina (MALVEZI; DA SILVA; PANIS;
YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al., 2014). Além disso, uma caracteristica distintiva
dos macréfagos desencadeados pelo T. cruzi é a presenga de um numero aumentado
corpos lipidicos (D'AVILA; TOLEDO; MELO, 2012). O T. cruzi induz corpos lipidicos
que atuam como sitios de aumento da sintese de PGE:2 e que provavelmente estéo
envolvidos em mecanismos de escape desencadeados pelo T. cruzi (D’AVILA;
FREIRE-DE-LIMA; ROQUE; TEIXEIRA et al., 2011; LOVO-MARTINS; MALVEZI;
ZANLUQUI; LUCCHETTI et al., 2018).

O efeito benéfico da aspirina esta relacionado a dose administrada. Em
alguns modelos experimentais in vivo, o uso de baixas doses de aspirina aumentou a
sobrevida dos animais e reduziu a presenca de infiltrado inflamatério no tecido cardico,
essa melhora pode estar relacionada com a produgao de LXAa4. A lipoxina disparada
por aspirina apresenta propriedades pro-resolugao da inflamacao reduzindo os danos
teciduais causados pela infecgdo por T.cruzi (CARRILLO; RABELO; BARBOSA;
RATES et al.,, 2021). PEREIRA; MALVEZI; LOVO-MARTINS; LUCCHETTI et al.
(2020) demonstraram que a monoterapia com doses baixas de aspirina durante a fase
aguda da infeccao por T. cruzi reduziu lesdes cardiacas teciduais, mostrando os
efeitos protetivos exercidos pela aspirina. In vitro, nossos dados corroboram aqueles
obtidos por MALVEZI; DA SILVA; PANIS; YAMAUCHI; LOVO-MARTINS et al. (2014),
que utilizaram em seus experimentos as mesmas concentragdes de ASA utilizadas no
nosso estudo. Em acordo, eles observaram redugcédo na internalizagdo do parasito,
aumento de oxido nitrico e IL-1B, além disso o tratamento com BOC-2 (antagonista
LXA4) demonstrou que o efeito exercido pela aspirina esta ligado a produgéo de

lipoxinas.

Nossos dados permitem conceituar que os EVs-Y liberados por T. cruzi
modulam a resposta inflamatéria em macréfagos RAW 264.7 a favor do parasita e
revelam pela primeira vez um papel da COX nesta modulagdo. Isso pode ter
implicagbes importantes para uma nova perspectiva da terapia anti-inflamatéria na

doenca de Chagas (Figura 13).
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Figura 13. Resumo dos efeitos do bloqueio da COX na patogénese exercida por EV-Y em
macroéfagos infectados por T. cruzi. A) Em macréfagos, a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi esta
associada a ativacdo celular, com a produgéo de prostaglandinas e éxido nitrico, € mesmo assim, a
presenga de amastigotas intracelulares. B) Quando os macréfagos séo tratados com aspirina (ASA)
antes da infecgdo, as células apresentam menor internalizagdo do parasita e aumento dos niveis da
molécula microbicida 6xido nitrico. C) Por outro lado, macréfagos que entram em contato com vesiculas
extracelulares liberadas pela cepa Y de T. cruzi (EVs-Y) produzem mais prostaglandinas e, apds a
infecgdo, apresentam maior internalizagdo do parasita e menor producdo de o6xido nitrico. D) No
entanto, quando a COX é bloqueada pela aspirina antes do contato com EVs-Y, a infecgcao progride
com menor internalizagao do parasita e maior produgao de éxido nitrico, demonstrando um papel da
COX nessa modulagéo.
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6. CONCLUSAO

Células RAW 264.7 expostas as EVs-Y e posteriormente infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi (Cepa Y) apresentaram menor producdo de oxido
nitrico e maior numero de formas tripomastigotas internalizadas no citoplasma em
relacéo aos controles. Quando tratadas com aspirina, um inibidor da ciclooxigenase 1
e 2, antes da exposicado as EVs-Y e subsequente infecgao por T. cruzi, houve maior
producao de 6xido nitrico e menor internalizagédo de tripomastigotas em relagéo aos
controles. Em adigédo, EVs-Y inibiram a geragdo de 6xido nitrico induzida por IFN-y
sendo que a produgao de oOxido nitrico foi restaurada pelo tratamento prévio das
células com aspirina. Esses achados enfatizam que EVs-Y podem regular a sintese
de oxido nitrico em células RAW 264.7 infectadas por T. cruzi. Novos experimentos
sao necessarios para determinar a provavel acao das EVs-Y sobre a atividade da
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Nossos dados sugerem que EVs-Y
modula a resposta de células RAW 264.7 em favor do T. cruzi e indicam um papel

para ciclooxigenase na modulag&o imunoldgica exercida por EVs-Y.
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ANEXO

Este trabalho foi realizado na Universidade Estadual de Londrina e gerou um artigo
intitulado “ Beneficial effects of aspirin on the actions of extrecellular vesicles

shed by Trypanosoma cruzi’.
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Trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease,
shed extracellular vesicles (EVs) that promote the susceptibility of host cells to infection.
During 7. cruzi infection, the immune response of the host is important for controlling
parasitism, which is necessary for survival. Macrophages produce inflammatory mediators,
such as eicosanoids and nitric oxide (NO), with trypanocidal effects that control the parasite
load in the early stages of the disease. In this study, we evaluated the contribution of host
cyclooxygenase (COX) to the actions of EVs shed by 7. cruzi strain Y (EVs-Y) in infected
macrophages. RAW 264.7 macrophages exposed to EVs-Y and then infected with
trypomastigote forms of 7. cruzi produced less NO, and an increased number of trypomastigote
forms were internalized in the cell compared to the controls, indicating that the effects exerted
by EVs-Y favor the parasite. Interestingly, when macrophages were pretreated with aspirin, a
dual COX inhibitor, before exposure to EVs-Y and subsequent infection with trypomastigote
forms, there was an increase in NO production and a decrease in trypomastigote uptake
compared to the controls. These results suggest that EVs-Y modulates the macrophage response

in favor of 7. cruzi and indicate a role for COX in the effects of EVs.

Keywords: Chagas disease; Extracellular vesicles, Cyclooxygenase, Cellular Invasion,
RAW264.7 Cells, Nitric oxide
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1. Introduction

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease (CD), a
neglected tropical disease affecting approximately 7 million people worldwide [1]. The
incidence is higher in Latin America owing to the presence of the insect vector responsible for
its dissemination. However, the disease occurs in other regions through immigration, blood

transfusion, organ donation, ingestion of contaminated food, etc. [2].

During infection, the host immune response is important for controlling parasitism.
Macrophages produce several inflammatory mediators, such as eicosanoids [3], chemokines,
and cytokines, that trigger potent nitric oxide-dependent trypanocidal activity [4] to control
parasite load and infection [5-8]. However, the parasite has escape mechanisms, such as the
release of extracellular vesicles (EVs), that promote parasite infectivity and modulate the host
innate and acquired immune responses [9-14] Interesting, all extracellular forms of 7. cruzi

release EVs containing major surface molecules [11].

We previously demonstrated that EVs shed by 7. cruzi Y strain (EVs-Y) potentiate
infection by modulating the host response in favor of the parasite; induce lipid body formation
and prostaglandin E> (PGEz) production by bone marrow-derived macrophages, even in the

absence of 7. cruzi; and decrease production of PGE; in 7. cruzi-infected macrophages [9].

Aspirin is a non-steroidal anti-inflammatory agent that blocks the cyclooxygenase
(COX) enzymes that convert arachidonic acid into eicosanoid. Our group characterized COX
modulation as a potential target for Chagas chemotherapy, as the COX pathway plays a
fundamental role in 7. cruzi invasion [5, 15]. By inhibiting COX, aspirin modulates the

progression of acute and chronic CD [6, 16].

In this study, the contribution of host COX activity to the effects of EVs shed by 7. cruzi

on infected-RAW264.7 murine macrophages was investigated. We concluded that EVs shed by
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T. cruzi modulate the macrophage response in favor of the parasite and reveal a role for COX

in the effects of EVs on the innate immune response.
2. Materials and methods
2.1 Parasite and cells

Trypanosoma cruzi strain Y, belonging to the 7. cruzi 1 (Tcl) lineage [17], was
maintained by weekly intraperitoneal inoculation of blood trypomastigote forms into Swiss
mice. The protocol was approved by the Internal Scientific Commission and the Ethics in
Animal Experimentation Committee of Londrina State University (approval number: CEUA n°
002.2021) and was conducted in accordance with the guidelines of the National Council for the
Control of Animal Experimentation (CONCEA). Vero E6 cells (ATCC# 1008) were maintained
in Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) medium supplemented with 5% fetal
bovine serum (FBS), 2 mM I-glutamine, 10 mM HEPES, 100 UI/mL penicillin, and 100 pg/mL
streptomycin (all from Gibco, Grand Island, NY, USA) at 37°C in 5% CO2. Blood
trypomastigotes obtained from Swiss mice at 10—12 days post-infection (dpi) were used for in
vitro infection of Vero E6 cell monolayers. Trypomastigote forms derived from the cell culture
supernatant were used for parasite expansion in Vero E6 cells and infection of murine
RAW?264.7 macrophages. All experiments with 7. cruzi were conducted in a biosafety level 2
laboratory in accordance with the regulations of the Biosafety Commission of the State

University of Londrina.
2.2 Isolation of T. cruzi Trypomastigote EVs (EVs-Y)

To obtain EVs from 7. cruzi Y strain, we followed the procedure described by Lovo-
Martins et al. (2018) [9]. Briefly, trypomastigotes accumulated in the supernatant of infected
Vero E6 cells were collected, washed three times with RPMI medium (2,600 x g, 10 min), and

incubated for 2 h at 37°C in RPMI (1 x 10%/mL) without FBS to promote spontaneous EV-Y
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release. Parasites were removed by centrifugation at 2,600 % g for 10 min, and EV-containing
supernatants were filtered through a 0.45-um sterile membrane. EVs were purified using total
exosome isolation from cell culture media reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. The EV-Y pellet was suspended in phosphate-buffered

saline (PBS).
2.3 Nanoparticle tracking analysis to measure EV size, distribution, and concentration

The size, distribution, and concentration of EVs-Y (EVs from the Y strain of 7. cruzi)
were measured using a NanoSight LM 10 instrument (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK).
The data were analyzed using nanoparticle tracking analysis (NTA) software (version 3.1) with
default settings according to the manufacturer’s protocol. The EV preparation was sampled
twice to generate two independent dilutions and reduce the number of particles in the field of
view to less than 200 detected tracks per image. For each sample, five videos (30 s each) were

analyzed. All samples were measured using the same detection threshold.
2.4 Cell culture, treatments, and infection with T. cruzi

RAW 264.7 cells were cultured in DMEM/F-12 medium containing 10% FBS, 2 mM I-
glutamine, 10 mM HEPES, 100 UI/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (all from Gibco,
Grand Island, NY, USA) at 37°C in 5% CO,. Aspirin (Sigma, St. Louis, MO, USA) was
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma) to generate a stock solution. To study the
contribution of host COX to the actions of EVs-Y, the cells were incubated with aspirin (0.625,
1.25, and 2.5 mM) for 1 h, and then washed with sterile PBS, and subsequently exposed to EVs-
Y (released from 1 x 107 parasites). RAW264.7 cells were then incubated with EVs-Y for 24
h. The final concentration of DMSO in the vehicle group was 0.05%, which was equivalent to
that in cells treated with the highest dose (2.5 mM) of aspirin. The control group was treated

with medium only. RAW 264.7 cells (2 x 10°/cm?) were infected with Y trypomastigotes at a
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1:5 cell:parasite ratio. Trypomastigotes were allowed to infect cells for 18 h. Then, the cells
were washed twice with sterile PBS (pH 7.4) to remove extracellular trypomastigotes. To
evaluate the effect of additional stimulus, after infection, the cells were treated or not with 0.5
ng/mL of recombinant [FN-y. The attached uninfected cells were treated with 0.1 pg/mL LPS
(Escherichia coli, 026:B6, Sigma) with or without aspirin at a final volume of 200 pL/well. The
cultured cells and supernatants were collected to measure the following parameters after

treatment (Fig. 1).
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Fig. 1. Study flow diagram. Stage 0: Raw 264.7 macrophages were seeded at 2x10° celas per
well for 1h until complete adherence. Stage 1: After adhesion, cells were treated with aspirin at
different concentrations for 1 h. The wells were washed to remove all aspirin. Stage 2: Raw
264.7 cells were exposed to extracellular vesicles of 7. cruzi and incubated for 24h. Cellular
cytotoxicity in cells treated with aspirin or EVs-Y was evaluated by the MTT assay. Stage 3:
The cells were infected with trypomastigote culture forms at a final concentration of 1x10°
parasites per well (MOI 5:1) for 18h or stimulated with 0.1 ug/ml LPS as a cell activation
control, also for 18h. In this moment, some cells were stained with Giemsa for quantification

of internalized trypomastigotes. Stage 4: After removing the non-internalized trypomastigotes,
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the cells were separated into two groups. The first was cultured with DMEM and the second
with DMEM + 0.05ng/ml IFN-y for macrophage activation. After 48h, the supernatant was
collected and NO was quantified by the Griess assay. All incubations were carried out in an

atmosphere of 5% CO; at 37°C.
2.5. Cell viability

The cytotoxicity of aspirin and EVs-Y in cultured cells was determined by the MTT
assay (as the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide [MTT
reagent] to formazan salt). After treatment, the supernatant was removed from cells cultured in
a 24-well plate, and MTT reagent (0.03 mg/mL) was added to each well. The cells were
incubated at 37°C for 4 h, and the formazan salts were dissolved in 100% DMSO. The
absorbance was measured at 550 nm using a Synergy HT microplate reader (BioTek

Instruments, Winooski, VT, USA).
2.6. Cell invasion assays

Invasion assays were performed as previously described [5, 18, 19]. Briefly, the
internalization index was calculated by multiplying the percentage of infected cells by the mean
number of parasites per infected cell. All internalization indices were normalized to that of
untreated RAW 264.7 cells. Experiments were performed in triplicate under blinded conditions,
and three independent experiments were performed. All experiments included untreated
infected cells as controls. Quantification was performed using light microscopy, and 500

randomly selected cells were counted.
2.7. Nitric oxide measurement

RAW cells (2 x10°) that were previously treated with different concentrations of aspirin
for 1 h, exposed to EVs-Y for 24 h and/or infected with 1 x 10° trypomastigotes (Y strain) were

cultured in 24-well plates. In some experiments, uninfected and infected cells were treated with
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IFN-y (0.5 ng/mL) or LPS (0.1 pg/mL). After 48 h of treatment, nitric oxide (NO) levels in the
culture supernatant were measured. NO synthesis was evaluated indirectly by measuring the
nitrite content in supernatants from 7. cruzi-infected RAW 264.7 cultures in the presence or
absence of EVs-Y or aspirin 17 [19]. Culture supernatants (50 pL) were mixed with 100 pL of
Griess reagent; at 10 min after mixing, the nitrite concentration in the culture supernatant was
measured as the absorbance at 550 nm. The nitrite concentration was determined based on a
standard curve using NaNOx.
2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s
post-hoc test. Values are presented as the mean + standard error of the mean. Differences were
considered significant when p < 0.05. Statistical analyses were performed using GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1 Characterization of extracellular vesicles released by cultured trypomastigotes from T.
cruzi Y strain (EVs-Y)

NTA analysis of extracellular vesicles spontaneously released by cultured
trypomastigote forms of 7. cruzi strain Y showed a population of vesicles ranging from 50 nm
to 250 nm. The mean size of the EVs-Y was 126 nm (mode, was 95 nm; Fig. 2), confirming
that the EV-Y solution contained a heterogeneous mixture of extracellular vesicles including

exosomes and microvesicles (Fig. 2) [20-22].
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Fig. 2. Nanoparticle tracking analysis of the extracellular vesicles isolated from Trypanosoma
cruzi Y. The concentration (particles/mL) and size distribution (nm) of extracellular vesicles
spontaneously shed by tissue culture-derived trypomastigote forms of 7. cruzi Y (EVs-Y)
measured in a NanoSight LM10 instrument (Malvern Instruments). Data are representative of

two independent experiments.

3.2 Cytotoxicity of aspirin and EVs-Y on RAW264.7 cells

The cytotoxic effect of aspirin and EVs-Y on RAW264.7 cells was evaluated using the
MTT assay (Fig. 3A). The results indicated that up to 2.5 mM aspirin had no cytotoxic effect
on RAW264.7 cells (Fig. 3A). Cells were incubated in the presence of EVs-Y (released from 1
x 107 parasites) in serum-depleted medium for 24 h. EVs-Y had no cytotoxic effect on

RAW264.7 cells (p = 0.4688; Fig. 3B).
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Fig. 3. Viability of RAW 264.7 cells after treatment with aspirin (A) and incubation with EVs-
Y (B). Cell viability was determined by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay. Aspirin was not cytotoxic at up to 2.5
mM. Values are the mean + standard error of triplicate determinations from one of two
independent experiments. H2O2 (1 mM) was used as a negative control. The vehicle control was

treated with 0.05% DMSO only. NT, non-treated group. ****p <0.0001.

3.3 Aspirin impairs parasite internalization by RAW 264.7 cells

To determine whether COX is involved in 7. cruzi entry, cells were infected with
trypomastigote forms in the presence of varying concentrations of aspirin. As shown in Figure

4, at all tested concentrations, parasite internalization by RAW cells was inhibited (p <0.005).
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Fig. 4. Effect of aspirin on cell invasion by 7. cruzi. Internalization index of the RAW 264.7
cells treated with aspirin (0.625-2.5 mM for 1 h). Values are the mean + standard error of
triplicate determinations from one of two independent experiments. **p = 0.0045 and *** p =

0.0009 vs. cells cultured in medium alone (NT, non-treated group), ns = non-significant.

3.4 EV-Y-induced enhanced cell invasion is reduced by aspirin

To obtain further evidence for the role of COX in EV-Y-potentiated 7. cruzi invasion
(p=0.0003; Fig. 5A), RAW cells were pretreated with various concentrations of aspirin (0.625—
2.5 uM) prior to EV-Y incubation and 7. cruzi infection. As shown in Fig. 5B, treatment with
aspirin at 0.625, 1.25, or 2.5 mM diminished the enhanced parasite invasion induced by EVs-

Y (p =0.0078, p=0.0005, and p = 0.0091, respectively).
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Fig. 5. Effect of aspirin on EVs-Y-potentiated 7. cruzi invasion. Internalization index of RAW
264.7 cells treated with various concentrations of aspirin (0.625-2.5 mM) for 1 h prior to
incubation with EVs-Y and 7. cruzi infection. Values are the mean + standard error of triplicate
determinations from one of two independent experiments. **p = 0.0078 and ***p = 0.0003 vs.

infected cells in medium alone.

3.5 Incubation with EVs-Y prior to T. cruzi infection decreases NO production by RAW cells
RAW cells elicited suboptimal NO production in response to 7. cruzi Y infection,
exhibiting an 8.0-fold increase in NO release compared to the uninfected controls (10.82 + 1.7
vs. 1.35+0.03, p=0.0001), but a decrease compared that observed in LPS-treated cells (10.82
+ 1.7 vs. 16.85 = 0.37, p = 0.0233) (Fig. 6). RAW cells exposed to EVs-Y and later infected
with trypomastigote forms of 7. cruzi showed lower NO production (1.46 + 0.05 vs. 10.82 +

1.7, p = 0.00033) (Fig. 6) and an increase in the number of trypomastigote forms internalized
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in the cell cytoplasm when compared to controls, indicating that the modulation effect exerted

by EVs-Y favors the parasite (Fig. 7).
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Fig. 6. RAW 264.7 cells exposed to EVs-Y and then infected with 7. cruzi produce less nitrite,
and this decrease was restored by aspirin pretreatment. Cells were treated or not with various
concentrations of aspirin (0.625, 1.25, or 2.5 mM) for 1 h before incubation with EVs-Y and T.
cruzi infection. Values are the mean =+ standard error of triplicate determinations from one of
two independent experiments. Differences compared to untreated and uninfected cells are
denoted as follows ****p <0.001, ***p = 0.0001, **p = 0.0022, *p = 0.0033, Wp = 0.0233,

#p <0.05. ns = non-significant.

3.6 Pretreatment with aspirin restores nitrite production by infected-RAW cells incubated with
EVs-Y

Interestingly, when RAW cells were pretreated with aspirin (0.625 mM) before
exposure to EVs-Y and subsequent infection, NO production was increased (Fig. 6) and

trypomastigote uptake was decreased compared to that in the controls (Fig. 7).
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Fig. 7. Levels of Trypanosoma cruzi infection in RAW 264.7 cells. The number of infected
RAW 264.7 cells with two amastigotes per cell increased in the presence of EVs-Y. Aspirin
(0.625 mM) reduced the number of internalized amastigotes. Aspirin diminished the effects of
EVs-Y on infection in RAW cells, as shown by the decrease in the number of cells containing
one and two amastigotes per cell. Results are the mean + standard error of duplicate
determinations. Means with different letters are significantly different (p < 0.05, one-way

ANOVA with Tukey’s post-test).

3.7 EVs-Y inhibit IFN-y-induced NO generation
When IFN-y was administered to 7. cruzi-infected RAW 264.7 cells, NO production,

measured as nitrite, was increased from the basal level of 10—-19 mM after 48 h. The inhibitory
effect of EVs-Y on NO production in IFN-y-activated RAW cells is shown in Figure 8. The
correlations between aspirin pretreatment (0.625-2.5mM) and its effects were pooled, and the
results are also shown in Figure 8. The results presented in Figures 58 reinforced the concept
that EVs shed by 7. cruzi modulate the macrophage response in favor of the parasite and

revealed a role for COX in the effects exerted by EVs in the innate immune compartment

(Fig.9).
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Fig. 8. IFN-y-activated RAW 264.7 cells exposed to EVs-Y and then infected with 7. cruzi
produced less nitrite, and this decrease was restored by aspirin. Cells were treated with various
concentrations of aspirin (0.625-2.5 mM for 1 h) before incubation with EVs-Y and 7. cruzi
infection. Values are the mean + standard error of triplicate determinations from one of two
independent experiments. ns = non-significant. Asterisks indicate significant differences
compared to untreated and uninfected cells. **p <0.01, *p =0.0148, p =0,0079, #p <0.01

and ns = nongignificant.
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Fig. 9. Summary of the effects of cyclooxygenase (COX) blockade on the effects of EVs-Y in
T. cruzi-infected in RAW 264.7 cells. (A) T. cruzi infection is associated with cellular
activation, the production of prostaglandins and nitric oxide, and even so, the presence of
intracellular amastigotes. (B) When cells are treated with aspirin (ASA) prior to infection, levels
of the microbicidal molecule nitric oxide are increased and less parasite is internalized. (C)
Cells that come into contact with extracellular vesicles released by 7. cruzi Y strain (EVs-Y)
produce more prostaglandins and less nitric oxide, and, after infection, show a greater number
of internalized parasites. (D) However, when COX 1is blocked by aspirin before contact with
EVs-Y, more nitric oxide is produced and infection results in less parasite internalization,

demonstrating a role for COX in this modulation.

4. Discussion
Macrophages are one of the main targets of EVs, especially in the context of infectious
diseases such as CD [23]. EVs secreted during acute and/or chronic 7. cruzi infection play a

role in parasite dissemination and survival in mammalian hosts [24]. Because macrophages are



78

key in the initial resistance to 7. cruzi infection, a better understanding of their response to the
parasite is crucial for the development of therapeutics for CD.

Eicosanoids are important in the regulation of the host immune response and affect 7.
cruzi-infection efficiency [3, 5, 6]. One potential mechanism by which eukaryotic microbes
survive in macrophages involves deactivation of macrophages by microbe-produced
prostaglandins and leukotrienes [25]. In the very early stage of 7. cruzi-host cell interaction, the
parasite modulates cellular metabolism to survive; the parasite preferentially synthesizes
thromboxane [26] and PGE;, which contributes to host invasion [27] and survival [28, 29].

Treatment with COX inhibitors reduced cardiac damage during the acute [30, 31] and
chronic phases of experimental CD [32]. In vitro inhibition of COX impaired 7. cruzi entry into
macrophages [5] and cardiac cells [6], promoting differential modulation of the inflammatory
response. Our data showed that aspirin impaired parasite internalization in RAW 264.7 cells.
However, the involvement of COX in the 7. cruzi macrophage-entry-promoting effects of EVs
has not yet been explored in detail.

Intriguingly, EVs appeared to protect bioactive lipids from degradation and play a role
in the transcellular synthesis of prostaglandins and leukotrienes [33]. EVs shed by 7. cruzi
facilitated parasite invasion of host cells, immunomodulated the host response, and helped the
parasite evade this response [34]. Our data showed that EVs-Y increased 7. cruzi invasion into
RAW 264.7, which was reduced by aspirin, blocking the establishment of this parasite inside
the host cell.

Our data also showed that RAW 264.7 macrophages exposed to EVs-Y and later
infected with trypomastigote forms of 7. cruzi produced lower levels of NO and had an
increased number of internalized trypomastigotes compared to the controls, indicating that the
effects exerted by EVs-Y favor the parasite. When macrophages were treated with aspirin, a

dual COX inhibitor, before exposure to EVs-Y and subsequent infection with 7. cruzi, NO
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levels were higher and trypomastigote uptake was lower than in the controls. It was previously
shown that inhibition of COX activity may increase NO levels, thus restoring the anti-parasitic
activity of macrophages [35], and our results are consistent with this finding. According to other
studies, high levels of PGE; favor 7. cruzi replication, and treatment of infected mice with non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) significantly reduces parasite replication [5-7, 31].
Interestingly, the addition of exogenous PGE: also increased replication of the parasite
Leishmania amazonensis in macrophages, indicating that PGE> increases the intracellular
pathogen load in susceptible mice [36] and restored the invasiveness of 7. cruzi in macrophages
previously treated with aspirin [5]. A distinguishing feature of 7. cruzi-triggered macrophages
is the presence of an increased number of distinct cytoplasmic organelles termed lipid bodies
or lipid droplets [37]. T. cruzi-induced lipid bodies are sites of increased PGE: synthesis and
are likely involved in the escape mechanisms triggered by 7. cruzi [9, 38].

We observed that EVs-Y inhibited IFN-y-induced generation of NO. Aspirin restored
NO production. These results emphasize that EVs-Y regulate NO synthesis in activated
macrophages probably through inducible nitric oxide synthase (iNOS). Further experiments are
required to address this issue.

Our data suggest that EVs shed by 7. cruzi modulate the inflammatory response in RAW
264.7 macrophages to favor the parasite and reveal, for the first time, the role of COX in this

modulation. This may have important implications on anti-inflammatory therapy for CD.
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