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RESUMO

A infecgdo por Trypanosoma cruzi produz uma intensa resposta inflamatéria em
diversos tecidos, inclusive no coracao. A reacao inflamatoria € critica para o controle
da proliferagdo dos parasitos e evolugdo da Doenga de Chagas (DC).
Antiinflamatoérios ndo esterdides liberadores de NO (AINES-NO) compdem uma nova
classe de farmacos disponivel para o tratamento de doencas inflamatdrias.
Pesquisas realizadas em nosso laboratério mostraram que antiinflamatérios nao
esteroides (AINES) convencionais como indometacina, aspirina e celecoxibe
promovem aumento da carga parasitaria no sangue e no tecido cardiaco de
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados por T. cruzi. A capacidade do 6xido
nitrico (NO) em mediar a atividade anti-T. cruzi e o estresse oxidativo em eritrécitos
durante a fase aguda da infecgdo, nos levou a investigar qual o impacto da
administracdo de doadores de NO sobre a anemia, carga parasitaria e estresse
oxidativo em eritrécitos no inicio da infecgdo por T. cruzi. Camundongos C57BL/6
foram infectados por T. cruzi (Cepa Y, 5 x 103 formas tripomastigotas sanguineos)
via intraperitoneal. Apds 30 minutos de infeccdo e nos subsequentes 12 dias, os
animais foram tratados com indometacina-NO (indo-NO, 50 ppm/animal) ou sal de
Angeli 15 minutos apés infecgao e diariamente por 12 dias (6 ug, 60 ug ou 600 ug)
ip. O grupo controle recebeu 100 yL de PBS pela mesma via. O tratamento com
indo-NO mostrou diminuicdo da sobrevida, aumento da anemia e do estresse
oxidativo, diminuigdo da producdo de NO fin vivo’ e ‘in vitro’, além do aumento de
internalizagcdo e saida de formas tripomastigotas de T. cruzi em macréfagos. O
tratamento com sal de Angeli na concentragdo de 60ug/Kg diminuiu a parasitemia, o
numero de ninhos no tecido cardiaco, a producdo de NO plasmatico, e o estresse
oxidativo. Por outro lado, melhorou a leucopenia e a trombocitopenia. O tratamento
‘in vitro’ na concentracdo de 60 pM foi capaz de reduzir a producdo de NO em
cultura de macrofagos, diminuir a internalizagdo e saida de formas tripomastigotas
de macréfagos e diminuir a produgao de IL-10.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. indometacina-NO. HNO. Doenca de Chagas.
Invasdo celular. Oxido nitrico. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi produces an intense inflammatory response in several tissues,
including the heart. The inflammatory response is critical for controlling parasites
proliferation and evolution of Chagas disease (CD). Non-steroidal anti-inflammatory
releasing NO (NO-NSAIDs) constitute a new class of drugs available for the
treatment of inflammatory diseases. Research conducted in our laboratory have
shown that anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as conventional indomethacin,
aspirin and celecoxib do not promote increased parasite burden in blood and heart
tissue of BALB/c and C57BL/6 mice infected with T. cruzi. The ability of nitric oxide
(NO) in mediating the activity of anti-T. cruzi and oxidative stress in erythrocytes
during the acute phase of infection, led us to investigate the impact of administration
of NO donors on anemia, parasite burden and oxidative stress in erythrocytes at the
beginning of infection by T. cruzi. C57BL/6 mice were infected with T. cruzi (Y strain,
5 x 103 trypomastigotes) intraperitoneally. After 30 minutes of infection and the
subsequent 12 days, the animals were treated with indomethacin-NO (Indo-NO, 50
ppm/animal) or Angeli's salt 15 minutes after infection and daily for 12 days (6 ug, 60
Mg, or 600 pg/animal) ip. The control group received 100 uL of PBS by the same
route. Treatment with Indo-NO showed decreased survival, increased anemia and
oxidative stress, decreased NO production in vivo and in vitro; apart from increased
internalization and output trypomastigotes of T. cruzi in macrophages. The results
obtained with treatment with Angeli's salt at a concentration of 60 ug/kg decreased
parasitemia and the number of nests in the cardiac tissue, decreased production of
plasma NO, decreased oxidative stress and improved leukopenia and
thrombocytopenia observed in acute infection. The in vitro at a concentration of 60
MM treatment was able to reduce NO production in macrophage culture,
internalization, release of trypomastigotes and decrease the production of IL-10.

Keywords: Trypanosoma cruzi. NO-indomethacin. HNO. Chagas Disease. Cell
invasion. Nitric oxide. Oxidative stress.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas.

As doencas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo o mundo, principalmente populacdes de baixa renda que vivem em
climas tropicais e subtropicais. Varios sdo os agentes etiologicos dessas doencas,
como virus, bactérias, protozoarios e helmintos. A Doenca de Chagas (DC) é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma doenca tropical
negligenciada (WHO, 2012).

A DC, descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, é um
dos principais problemas socioeconémicos enfrentados na América Latina. A DC ou
tripanossomiase americana € uma antropozoonose amplamente distribuida nas
Ameéricas e tem como agente etiolégico o protozoario Trypanosoma cruzi (RASSI et al.,
2012). Estima-se que cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo,
sendo que a maioria na América Latina onde a DC é endémica, e que mais de 25
milhdes vivam sob o risco de contrair a doenca. Contudo, na Ultima década a incidéncia
da doenca aumentou nos paises ndo endémicos, como Estados Unidos, Canada,
paises da Europa e do Pacifico Ocidental. Isso se deve principalmente pela mobilidade
entre a populagdo da América Latina e o resto do mundo e, embora menos frequente,
deve-se também por infeccBes através de transfusdo sanguinea, transmisséo vertical e
doacdo de orgdos. Dados estatisticos indicam que somente no ano de 2008 a DC
matou mais de 10 mil pessoas, sendo nesse mesmo ano a soro prevaléncia da DC em
criangas entre 0 e 5 anos da ordem de 1/100.000 (MASSAD, 2008; CDC, 2013; WHO,
2013).

Trypanosoma cruzi, possui um ciclo de vida complexo, passando por
estagios de desenvolvimento no inseto vetor (por exemplo Triatoma infestans) e no
mamifero hospedeiro (RASSI et al., 2010). Em seu ciclo, T. cruzi apresenta trés formas
evolutivas identificadas morfologicamente pela posi¢céo do cinetoplasto com relagao ao
nacleo da célula e a emergéncia do flagelo (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984). Na
forma tripomastigota (estagio infectante do parasito) o cinetoplasto situa-se posterior ao

nacleo, em posicédo terminal ou subterminal, e o flagelo emerge da chamada bolsa
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flagelar, de localizacdo proxima ao cinetoplasto; nos epimastigotas (formas de
multiplicagéo no inseto e em culturas axénicas) o cinetoplasto e a bolsa flagelar estéo
em posicdo anterior ao nucleo; por fim, os amastigotas (estagios evolutivos que se
multiplicam dentro das células hospedeiras de mamiferos) sdo formas arredondadas
qgue apresentam um flagelo curto, de dificil visualizacdo (BRENER, 1973; DE SOUZA,
1984, BURLEIGH; ANDREWS, 1995; TYLER; ENGMAN, 2001).

A infeccéo caracteriza-se por uma fase aguda, com parasitemia intensa
e sintomas como febre, fadiga e inchaco glandular. Nessa fase o parasita se dissemina
pelo organismo, invade tecidos e 6rgdos e se multiplica. Em seguida a parasitemia é
parcialmente controlada, sem eliminagcédo completa do parasita e o paciente evolui para
a fase cronica, onde a maioria dos pacientes é assintomatica e apresenta baixa
parasitemia (forma crénica indeterminada) (PINTO DIAS, 2000; WEN; GARG, 2004).
Em poucos pacientes (cerca de 5%) a morte subita pode ocorrer na fase aguda devida
a faléncia cardiaca congestiva associada com miocardite ou meningoencefalite (ZACKS
et al., 2005).

Cerca de 30 a 40% dos individuos infectados desenvolvem apos 15 a
30 anos depois do inicio da infeccdo, doenca inflamatéria cronica (forma crénica
determinada) com dilatacdo cardiaca. Essa miocardiopatia congestiva progressiva é a
principal causa de morte subita em individuos de meia idade nos paises onde a
infeccdo € endémica, representando aproximadamente 50.000 mortes a cada ano
(WEN et al., 2004). A leséo inflamatoria do coragdo é caracterizada por um infiltrado de
células mononucleares com destruicdo das fibras cardiacas no foco inflamatorio,
levando a areas de fibrose e fendmenos tromboembdlicos (ANDRADE; ANDRADE,
1979). A inflamacdo crbnica leva a cardiomegalia com hipertrofia e dilatacdo das
camaras e aneurisma, particularmente na porcdo apical do ventriculo esquerdo que
pode romper-se (ZACKS et al., 2005). O comprometimento do sistema nervoso
entérico, principalmente no plexo de Auerbach (KOEBERLE, 1968) conduz a lesdes no
trato digestorio em cerca de 8 a 10 % dos pacientes infectados, manifestando-se
inicialmente com dilatagdo do eséfago (megaeséfago) seguida por dilatacdo do cdlon
(megacadlon) (DIAS, 1995).
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A resposta imunoldgica pode contribuir para a patogenia da doenca
através de dois mecanismos: um processo auto-imune de destrui¢cdo do tecido cardiaco
do hospedeiro ou através de mediadores da resposta imunoldgica contra o parasita ou
seus antigenos presentes no tecido (KIERSZENBAUM, 1985; GIRONES; FRESNO,
2003; TARLETON, 2003).

O tratamento medicamentoso para a doenca de Chagas é capaz de
curar de 70 a 100 % dos pacientes na fase aguda, com os medicamentos nifurtimox ou
benzonidazol, porém na fase cronica o sucesso no tratamento é observado em um
ndamero limitado de casos (ANDRADE et al., 1992 e VIOTTI et al., 1994) ndo passando
de 36,5% (CANCADO, 1997). Além da ineficiéncia dos medicamentos na fase crbnica
existe ainda o seu efeito toxico, salientando que ainda ha muitas dificuldades a vencer,

como o desenvolvimento de vacinas contra T.cruzi utilizaveis para humanos.

1.2 Doenca de Chagas experimental

A DC, além de ser um sério problema de saude publica, também atrai
os imunologistas por servir como um modelo experimental para o estudo das alteragbes
imunopatolégicas desenvolvidas durante o curso da infeccdo por um microrganismo
(DOS REIS, 2000).

A infecgdo por T. cruzi tem sido estudada em modelos animais desde a
descoberta da doenca. Animais como cées, cobaias e macacos (Callithrix penicillata) ja
foram inoculados experimentalmente (CABEZA-MECKERT; LAGUENS, 1994).

Pela facilidade de obtencdo e manutencdo, o camundongo (Mus
domesticus domesticus) tem sido utilizado por muitos pesquisadores que buscam uma
melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos e de protecdo que envolvem a
doenca de Chagas.

No modelo murino da doenca de Chagas, a resisténcia ou
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo € dependente tanto da imunidade inata
guanto da adquirida e esta diretamente ligada ao padrdo de producéo de citocinas, 0

gual é critico para a ativacdo de macréfagos e controle do parasitismo durante as
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primeiras semanas apos a infeccdo com T. cruzi ( DOS REIS, 1997, ABRAHAMSOHN,
1998).

Evidéncias da participacdo dos macréfagos no controle da infeccao por
T. cruzi foram mostradas nos experimentos de Hoff (1975), Nogueira e Cohn (1978) que
observaram que macréfagos de animais imunizados com BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin) apresentaram atividade tripanocida aumentada quando comparada com o0s
macrofagos de animais ndo imunizados. A ativacdo dos macrofagos pelo BCG esta
associada a um aumento na producdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROI)
como, por exemplo, H,O, (NATHAN, 1979). Porém o tratamento dos macr6fagos com
enzimas antioxidantes (SOD, CAT) ou benzoato de sddio, removedores de radicais
livres produzidos pela explosédo respiratéria ndo inibiu a sua atividade tripanocida
(MCCABE; MULLINS, 1990). Mais tarde foi mostrado que a atividade tripanocida dos
macréfagos € dependente principalmente da producdo de Oxido nitrico (NO)
(GAZZINELLI et al., 1992; VESPA et al., 1994).

Nesse contexto a interleucina 12 (IL-12) é considerada essencial para o
estabelecimento de uma imunidade protetora mediada por células, durante os estagios
iniciais da infeccdo por T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1998). Esta citocina é capaz de
estimular as células NK (“natural killer”) e células T a secretarem IFN-y, que exerce
papel fundamental na ativagdo dos macrofagos para a producdo de TNF-a (MUNOZ-
FERNANDES et al., 1992). Por sua vez, TNF-a em conjunto com o IFN-y estimula o
macréfago a produzir éxido nitrico (NO), o principal mediador que controla a replicagéo
intracelular do parasito (GAZZINELLI et al., 1992; VESPA et al., 1994, SILVA et al.,,
1995). Ainda foi mostrado que IFN do tipo | co-estimula a sintese de NO na fase aguda
da infeccao, contribuindo para o controle da parasitemia em camundongos resistentes
(COSTA et al., 1998).

A presenca de IFN-y e quimiocinas (RANTES, MIP-2, entre outras) no
coracdo dos camundongos infectados, em associacdo com IL-1 e TNF-a, podem
favorecer a expressdo da isoforma induzivel da enzima Oxido nitrico sintase (iNOS)
(MACHADO et al., 2000). A adicéo de inibidores seletivos da iNOS diminuiu de maneira

significativa a producdo de NO por cardiomiécitos e morte do parasita, mostrando de
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maneira convincente que o NO exerce atividade tripanocida no tecido cardiaco de
camundongos infectados por T. cruzi (MACHADO et al., 2000).

1.3 Infecg&o por Trypanosoma cruzi e AINES

A habilidade de T. cruzi para resistir aos radicais livres esté relacionada
com a presenca de mecanismos como a tripanotiona e enzimas relacionadas que estao
envolvidas na protecdo contra dano causado por oxidantes, metais pesados e,
possivelmente, xenobibticos (FAIRLAMB; CERAMI, 1992). Embora a atividade no
controle da multiplicacdo do parasito seja dependente de NO, os ROIs tém papel
importante nas lesdes teciduais ocorridas durante a infeccao.

Por outro lado a interleucina-10 (IL-10) e o fator transformador do
crescimento—3 (TGF-B) possuem atividade reguladora negativa sobre os mecanismos
tripanocidas (SILVA et al., 1992). Possivelmente esse efeito inibitério da IL-10 sobre a
producédo de IFN-y e consequentemente sobre a producdo de TNF-a consista em um
mecanismo enddgeno de prevencdo de choque endotoxémico promovido por altas
concentracdes de TNF-a (ABRAHAMSOHN, 1998).

A producéo de outros mediadores inflamatérios, como por exemplo, IL-1
(TALERTON, 1988), IL-6 (TRUYEN et al., 1994) e metabdlitos decorrentes da via da
ciclooxigenase (COX) estdo também aumentados durante a infeccdo por T. cruzi
(CARDONI; ANTUNEZ, 2004).

Dois tipos de COX estdo mais bem caracterizados, a COX-1, presente
em quase todos os tecidos; e a COX-2 induzida localmente por citocinas produzidas por
leucdcitos em resposta a danos ou invasao microbiana.

A inibicdo destas enzimas com substancias anti-inflamatorias néo
esterdides convencionais (AINES) na reducédo da febre é causada pela inibicdo da
formacdo de prostaglandina E, (PGE;) via COX-1 (FERREIRA et al.,, 1971). Esta
prostaglandina é um mediador importante para a ativagdo do centro nervoso (no
hipotalamo), regulador da temperatura corporal e altos niveis de PGE, em estados

inflamatorios (como infeccbes) elevam a temperatura (RODRIGUES, 1992).



19

A producéo de prostaglandinas (PGs) dependente de COX-1 condiciona
um grande numero de fungdes fisiologicas, como a geracao de TxA, pelas plaquetas,
protecdo celular da mucosa gastrica e sintese de PGs localizada, como aquele que
ocorre no néfron e que afeta diferentes aspectos da funcéo renal. Ao contrario, COX-2 é
dificilmente detectada em células mantidas em repouso, mas € induzida em
macrofagos, fibroblastos, endotélio vascular e células do musculo liso através de
citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e promotores de tumores (SMITH;
LANGENBACH, 2001).

O papel das PGs como mediadores das respostas imunologicas foi
proposto pela primeira vez ha mais de 25 anos (PHIPPS et al., 1991). Desde entdo, o
envolvimento especifico de diferentes PGs e COXs na patologia e fisiologia da resposta
imunoldgica tornou-se cada vez mais detalhada (HARRIS et al., 2002).

AINES convencionais sdo amplamente utilizadas para o tratamento de
doencas inflamatdrias agudas e cronicas. A marcante superioridade dos agentes anti-
inflamatorios esteroidianos em relacdo aqueles ndo esteroidianos, no tratamento de
doencas inflamatdrias ndo infecciosas, encontra explicacdo justamente na capacidade
gue tém os primeiros de, agindo sobre as fosfolipases, inibirem ao mesmo tempo a
biossintese das PGs e dos leucotrienos (LTs), enquanto os segundos somente
impedem a producédo das PGs (RODRIGUES, 1992).

Alguns autores denominam alguns AINES como "especificos" para
COX-2, mas na realidade eles podem também interagir com a COX-1, ainda que seja
com baixa afinidade. Portanto a denominacdo mais coerente é a que tem sido adotada
atualmente: "seletivos" pois ndo sdo especificos, mas tem maior afinidade por interagir,
por se "encaixar" nos sitios de ligagdo da COX-2. A maior vantagem do uso dos AINES
seletivos é a baixa possibilidade de irritagdo de mucosa gastrica, uma vez que nao inibe
substancialmente a COX-1 que originard a PGE,, responsavel pela mucoprotecao
gastrica, como ocorre com os liberadores néo seletivos (FERREIRA et al., 1971).

Alguns inibidores da COX-2 foram recentemente retirados do mercado
devido a receios que fossem pro-trombéticos e aumentassem a probabilidade de um
enfarte do miocardio ou AVC. Em adicao, a descoberta da COX-3 (BOTTING; AYOUB,
2005) e da COX-4 (SIMMONS; BOTTING, 2004), e as possiveis diferenciacbes entre
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COX-1a e COX-1b, entre COX-2a, COX-2b e COX-2c, e ainda COX-3 com seus
subtipos alfa e beta, ndo ha como citar os reais efeitos de tais farmacos, ja que tais
enzimas foram negligenciadas nas pesquisas, 0 que quer dizer que nenhum dos
farmacos € seguro totalmente.

Em estudos prévios, nossa equipe avaliou efeitos de diferentes AINES
sobre o curso da infeccdo experimental com T. cruzi (Cepa Y)(PINGE-FILHO et al.,
1999, TATAKIHARA et al., 2008). Utilizando camundongos BALB/c e C57BL/6 (modelos
de susceptibilidade e resisténcia a infeccdo para a Cepa Y, respectivamente),
mostramos que o bloqueio farmacologico da producdo de PGs com os inibidores nédo
seletivos para COX-1/COX-2 e seletivos para COX-2, provocaram 0 aumento da carga
parasitaria no sangue dos camundongos C57BL/6 e mortalidade de 100% no décimo
segundo dia de infeccdo. Em relacdo aos camundongos BALB/c, o tratamento com
celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2) aumentou a parasitemia no sangue enquanto
gue o tratamento com indometacina ou aspirina (inibidores nao seletivos para COX)
provocou uma tendéncia de reducdo nos niveis de parasitemia, mas nao foi capaz de

aumentar a sobrevida dos mesmos.

A analise histopatoldgica do tecido cardiaco obtido dos camundongos
de grupos experimentais e controles, revelou a existéncia de um aumento no nimero
de ninhos de amastigotas no coracdo de camundongos C57BL/6 infectados e que
foram tratados com aspirina (ASA) ou com celecoxibe (dia 12 pos-infeccao).
Constatamos ainda que o uso de AINES convencionais provocou um aumento
significativo no numero de ninhos de parasitos no coracdo dos camundongos BALB/c
em comparacdo aos camundongos controles (infectados e nao tratados) (TATAKIHARA
et al., 2008).

As curvas de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 e BALB/c
mostraram que o tratamento com indometacina provocou a morte de 100% dos
camundongos C57BL/6 precocemente (12° dia de infeccdo) (MALVEZI et al., 2004;
TATAKIHARA et al., 2008), mas nao foi capaz de modificar a taxa de mortalidade dos
camundongos BALB/c (100%, no 28° dia de infec¢ao). O bloqueio preferencial da COX-

2 com celecoxibe aumentou a carga parasitaria e provocou a morte dos camundongos
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C57BL/6, mas nao alterou o curso da infeccdo em camundongos BALB/c tratados
(TATAKIHARA et al., 2008).

O tratamento da DC ainda € insatisfatorio. O benzonidazol, farmaco
usado no tratamento desta enfermidade, mostra toxicidade significante devendo ser
administrado sob supervisdo meédica, devido aos seus inumeros efeitos colaterais
(COURA; CASTRO, 2002). Além disso, varias cepas do protozoario T. cruzi néo
respondem bem aos medicamentos atualmente disponiveis, necessitando assim, de um
novo agente tripanocida eficaz (CERECETTO; GONZALEZ, 2002). Neste contexto, a
terapia contra T. cruzi baseado em compostos doadores de Oxido nitrico (NO)
forneceria uma alternativa interessante e importante para os farmacos tripanocidas
existentes (NAPOLI; IGNARRO, 2003).

1.4 Infecgéo por Trypanosoma cruzi e o papel do NO

Concentracgdes fisiopatologicas de NO produzido durante a fase inicial
da infeccdo aguda podem participar da morte dos parasitos nos macrofagos através de
mecanismos NO-dependentes (VESPA et al., 1994). S-nitroso-acetyl-penicillamine
(SNA) e sodium nitroprusside (SNP), doadores classicos de NO, sdo conhecidos por
lisar parasitos, provavelmente pela inativacdo da cisteina protease do parasito devido a
geracdo de NO (BOCEDI et al., 2004). A modulacéo farmacolégica da resposta imune
contra T. cruzi através do controle dos niveis de NO tem sido aceito como alvo
terapéutico (MAYA et al., 2007). A utilizacdo de indutores da iINOS, de citocinas pro-
inflamatoérias e quimiocinas, aumentaram de maneira significativa, a producdo de NO
por cardiomidcitos e o controle do crescimento parasitario, mostrando de maneira
convincente que o NO exerce atividade tripanocida no tecido cardiaco de camundongos
infectados por T. cruzi (MACHADO et al., 2000). Assim também, o composto ruténio
doador de NO em doses especificas conseguiu eliminar ninhos de amastigotas no
tecido cardiaco de camundongos Swiss, além de assegurar a sobrevivéncia de todos 0s

animais infectados (SILVA et al., 2009). Em 2010, Silva e colaboradores relataram que
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novos complexos de NO-Ruténio eram habeis em provocar a lise das formas

tripomastigotas de T. cruzi presentes na corrente sanguinea.

1.5 AINES-NO

AINEs liberadores de NO (AINES-NO) compdem uma nova classe de
substancias anti-inflamatdrias e analgésicas, geradas pela adicdo de um nitroxibutil ou
nitrosotiol em AINEs convencionais através de uma ligacdo éster (CARINI et al., 2004).
A combinacgao da inibi¢do balanceada de isoformas de COX com a disponibilizagéo de
NO confere aos AINEs-NO a habilidade de reduzir os efeitos indesejados dos AINEs
convencionais, como por exemplo, dor gastrointestinal e toxicidade cardiorenal
(WALLACE et al., 1997).

Nitroaspirina (NO-ASA ou NCX 4016) € o representante principal dos
AINEs-NO. Estudos prévios em ratos mostraram que o NCX 4016 quando administrado
intraperitonealmente ou por via oral foi capaz de liberar NO progressivamente. Além
disso, 0 NCX 4016 e seu metabdlito ativo NCX 4015 atingiram o coragcdo, aumentando
a producdo de NO neste tecido (CARINI et al., 2004). De acordo com a hipétese de
modulacdo da biodisponibilidade de NO por eritrécitos, no interior dessas células o NO
preferencialmente se liga ao grupo heme livre para formar HbFe(l)NO. Este
posteriormente transfere NO para B-93-Cys para formar Hb-S-Nitroso. NO bioativo é
finalmente exportado para fora dos eritrocitos por meio da band 3 (ou AE1), na forma
de tiols, que sé@o abundantes no plasma e podem incorporar NO e transporta-los na
circulacdo na forma de S-nitrosotiols bioativos (RS-NO) até o coracdo (PAWLOSKI et
al., 2001).

Estudos em animais e humanos mostram que o NO-liberado de AINEs
poupa a mucosa gastrointestinal e que diferentes dosagens de nitrofenaco,
diclofenaco-NO, flurbiprofeno-NO, cetoprofeno-NO ou aspirina-NO causam
significativamente menos danos na mucosa gastrica em ratos do que os AINEs
padrdes. (BURGAUD et al., 2002).
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Até a presente data ndo ha relatos de estudos utilizando indometacina-
NO (NCX 2121) (Figura 1) e infec¢éo por T. cruzi (Cepay).

Figura 1. Formula estrutural do composto N-acetyl-D-cysteine-1-(4-chlorobenzoyl)-5-
methoxy-2-methyl-1H-indole-3-acetic acid, 4-(nitrooxy)butyl Ester. (NO-indometacina).
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Indometacina-NO

Fonte: http://www.caymanchem.com/app/template/Product.vm/catalog/10005705.
Acesso em: 25/10/2013.

1.6 Sal de Angeli

O 6xido nitrico (NO) é fisiologicamente produzido por uma familia de
enzimas denominadas de o6xido nitrico sintases (NOS). Catalizam a oxidagdo da L-
arginina em L-citrulina e NO. Ha trés isoformas de NOS: endotelial (eNOS), constitutivel
(cNOS) e induzivel (INOS) (GOW et.al., 1999). A liberacdo enddgena de Oxido nitrico
desempenha um papel fundamental na regulagcdo do tdénus vascular. De fato, o NO
produzido pela NO sintase (NOS), a partir da conversao de L-arginina em L-citrulina,

ativa a proteina heme, guanilato ciclase soluvel (sGC), resultando num acumulo de
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monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) e subsequente relaxamento dos vasos
(MONCADA et al., 1991). Além disso, o NO € um inibidor da aderéncia e da agregacgéo
plaquetaria (BUTLER et al., 1993) e prové um conceito promissor para suprimir 0s
efeitos secundarios vasculares observados com o uso de AINEs (ANNING et al., 2006,
VELAZQUEZ et al., 2008). O Nitroxil (HNO) é a forma reduzida do NO, que além de
possuir as mesmas fungdes citadas acima, € um agente inotrépico cardiaco positivo
(aumento da forca de contracdo do coracdo) (PAOLOCCI et al., 2003; IRVINE et al.,
2008) e um protetor contra lesdo cardiaca de isquemia-reperfusdo (PAGLIARO et al.,

2003) além de ser resistente ao anion superoxido (IRVINE et al., 2008).

Figura 2. Férmula estrutural dos compostos “disodium diazen-1-ium- 1,2,2-triolate” (sal

de Angeli) e sal de sodio de diazenium diolato isopropilamino (IPA/NO)

Sal de Angeli IPA/NO

Fonte: ANDREI et al., 2010.

O sal de Angeli (Na;N,O3) (Figura 2), doador de HNO, foi sintetizado
pela primeira vez pelo quimico italiano Angelo Angeli em 1896. Sua meia vida curta (2-3
min) e a liberacdo concomitante de nitrito, que por si s6 possui acbes bioldgicas, lhe
confere limitagcbes. Como tal, pura e de acdo mais prolongada, doadores de HNO séao
necessarios para caracterizar as acoes fisiolégicas e a toxicidade potencial deste e
fornecer uma plataforma para a terapéutica baseada em HNO (KEMP-HARPER, 2011).

Historicamente, o Sal de Angeli tem sido o reagente de escolha para a

geracdo de HNO, em solucdo aquosa. (MIRANDA et al., 2005a) Outro composto
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relacionado IPA/NO (Figura 2) tem mostrado propriedades quimicas e biolégicas
semelhantes ao sal de Angeli. (MIRANDA et al., 2005b)

Estudos bioquimicos indicam que o HNO pode ser sintetizado
diretamente através da via oxido nitrico sintase dependente (eNOS) e independente
(Figura 3). HNO pode ser formado diretamente pela atividade de eNOS e
subsequentemente oxidado a NO® pela superédxido dismutase (SOD). A deplecdo de
cofatores da eNOS, tetrahidrobiopterina (BH;) ou a oxidacdo de intermediarios da
eNOS (N-hidroxil-L-arginina NOHA) ou sub-produtos (hidroxilamina NH,OH) conduz a
geracdo de HNO. Pode também ser formado diretamente a partir de S-nitrosotiois ou
via reducdo enzimatica do NO* (BULLEN et al., 2011).

O sal de Angeli foi capaz de diminuir a hiperalgesia mecéanica em ratos
Wistar quando estimulados com carragenina, LPS, citocinas e PGE,. Considerando que
a PGE; € um mediador direto da sensibilidade, a inibicdo da hiperalgesia por sal de
Angeli quando estimulada por PGE; indica que o HNO apresenta efeito neuronal
semelhante ao assumido pelo NO (ZARPELON et al., 2013).

Figura 3. Mecanismos endbégenos propostos para a producdo de HNO no endotélio

vascular
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Fonte: BULEN et al., 2011.
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Como &cido fraco, o HNO em pH fisiol6gico, existe na sua forma
protonada (BARTBERGER et al., 2002) e sofre rapida dimerizacdo e desidratacdo a
oxido nitroso. Os dois principais alvos biolégicos do HNO séo tidis e metais que se

oxidam e se reduzem, respectivamente.

1.7 Alteracdes hematoldgicas na doenca de Chagas

As alteracbes hematologicas presentes na doenca de Chagas foram
notadas desde a sua descoberta onde foi relatada uma profunda anemia, durante a
fase aguda, presente nas criancas infectadas (CHAGAS, 1909). Além disso,
camundongos experimentalmente infectados com diferentes cepas de T. cruzi
apresentam além da anemia, trombocitopenia (CARDOSO; BRENER, 1980) e
leucopenia (MARCONDES et al., 2000). Essas alteracbes hematologicas estédo
associadas a altos niveis de parasitemia, revertendo a valores normais quando a
mesma € controlada, por exemplo, pelo nifurtimox, como mostrado por Marcondes e
colaboradores (2000). Esses pesquisadores postularam que a anemia e a
trombocitopenia durante a fase aguda da infec¢cdo pode ser consequéncia da supressao
dos precursores mieloides.

Tribulatti e colaboradores (2005) mostraram que através da trans-
sialidase, T. cruzi transfere o acido sialico das plaquetas para suas estruturas, tornando
essas células vulneraveis a captacao e eliminacéo pelas células de Kipffer. Sabe-se
gue ndo apenas nas plaquetas, mas também nas heméacias a diminuicdo no conteudo
de &cido sialico resulta em redugdo no tempo de vida celular (STEINER; VANCURA,
1985).

A inoculacdo da cepa Y de T. cruzi em camundongos resistentes a
infeccdo provoca, na fase aguda, anemia mais severa do que em animais susceptiveis
(MALVEZI et al., 2004). Além disso, as citocinas, como o TNF-a, podem provocar efeito
supressivo sobre os precursores eritroides na medula (ROODAMNN et al.,1987;
MALVEZI et al., 2004) durante a infec¢cao experimental por T. cruzi. Em conjunto, esses
resultados sugerem que as alteragbes hematologicas observadas podem ser
consequéncia tanto da acao supressora dos mediadores produzidos por macréfagos
durante a fase aguda (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1995; PINGE-FILHO et al., 1999)
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guanto dos componentes da imunidade do animal infectado (MARCONDES et al.,
2000).

A anemia observada durante a infeccdo aguda por T.cruzi é geralmente
acompanhada por lipoperoxidacédo dos eritrécitos com a participacdo do NO (MALVEZI
et al.,, 2004) indicando que os radicais livres resultantes do estresse oxidativo
provocado tanto pelo parasita, quanto pela resposta imunolégica antiparasitaria, podem
ter papel importante na geracdo da lesdo dos eritrécitos.

Tatakihara e colaboradores (2008) mostraram que o desenvolvimento
da anemia e da hipoplasia medular observada em camundongos C57BL/6 e BALB/c
durante a fase aguda da infeccéo por T.cruzi independem das PGs. E que o tratamento
de camundongos BALB/c com inibidor preferencial da COX-1 (indometacina) acentuava

a reticulocitose.

1.8 Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como
radicais livres, sdo substancias constantemente produzidas durante a respiracao
celular. Existe um fino balanco no organismo humano entre a producdo de espécies
reativas e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes, ja que as ROS
desempenham diversas funcdes fisioldgicas. Entretanto, quando a capacidade de
neutralizacdo destas espécies € inferior a sua producdo, instala-se no organismo uma
situacdo denominada estresse oxidativo. A maior parte dos tecidos é capaz de tolerar
niveis moderados de estresse, enquanto que niveis intensos levam a alteracfes
metabdlicas e danos as estruturas celulares, por afetar lipideos, proteinas e DNA
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Devida a sua alta reatividade, os radicais livres tem vida curta, o que
torna dificil sua medicéo direta (HOLLEY; CHEESEMAN, 1996). Assim, a avaliacdo dos
radicais livres € baseada na pesquisa de produtos secundarios da reacdo com radicais
livres gerados ou consumidos durante o processo.

A membrana do eritrécito contém grande namero de grupamentos tibis
(R-SH) que podem ser convertidos em dissulfetos (R-SSG) pelos oxidantes, levando a
desnaturacdo das proteinas de membrana (GILBERT; MC LEAN, 1990) com
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consequente lesao intracelular e oxidagdo da hemoglobina a metahemoglobina (RICE-
EVANS; BAYSAL, 1987).

O componente lipidico da membrana do eritrocito também esta sujeito
ao estresse oxidativo. A lipoperoxidacao, consequéncia do ataque de espécies reativas
de oxigénio que retiram atomos de hidrogénio dos grupamentos metil dos lipideos de
membrana, pode ser medida como um indicador indireto da concentragao de radicais
livres.

A lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia representada pelas etapas
de iniciacdo, propagacdo e terminacdo (GARDES-ALBERT et al., 1991). A reacdo
comeca com a remocao do atomo de hidrogénio do &cido graxo polinsaturado da
membrana celular pelo oxidante. Essa remoc¢éo pode ser feita pelo OH® ou LO® (radical
alcoxil), formando o L* (radical lipidico). O L°® reage rapidamente com o O, formando
LOO?® (radical peroxil) que remove novo hidrogénio do acido graxo formando novamente
o L* e hidroperéxido lipidico (LOOH) que pode ser convertido em malondialdeido, um
dos produtos finais da lipoperoxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). A
lipoperoxidagdo termina quando os radicais L* e LOO® destroem a si préprios.

A determinagdo dos niveis de glutationa, e enzimas antioxidantes
(SOD, CAT, GPx e GSR) também pode ser um indicador dos niveis de estresse
oxidativo a que o tecido esta sendo submetido (WEN et al., 2004).

A habilidade de T. cruzi para resistir aos radicais livres esté relacionada
com a presenca de mecanismos como a tripanotiona e enzimas relacionadas que estéo
envolvidas na protecdo contra dano causado por oxidantes, metais pesados e,
possivelmente xenobiodticos (FAIRLAMB, CERAMI, 1992).

Embora a atividade no controle da multiplicacdo do parasita seja
dependente de NO, os intermediarios reativos de oxigénio (ROI), tem papel importante
nas lesdes teciduais ocorridas durante a infec¢cdo. Modificacbes na estrutura do reticulo
endoplasmatico liso, provavelmente devido a producdo de O," e H,O, foram mostradas
por Cecchini (1987).

O estresse oxidativo em tecidos como figado e coracdo também foi
constatado por DO CARMO (1995), que mostrou que 0s niveis de lipoperoxidacdoestao

aumentados nesses 6rgaos durante a infec¢do experimental em camundongos.
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Os experimentos de WEN e colaboradores (2004) mostraram que
alteracbes na cadeia respiratéria mitocondrial sdo fontes de producédo de ROI nos
miocitos de camundongos C3H/HeN infectados por T. cruzi, e que a severidade da
miocardiopatia nesses animais esta relacionada com o aumento no dano oxidativo,
mostrado pelo aumento dos niveis de malondialdeido (MDA) e proteina carbonilica, e
reducdo dos mecanismos antioxidantes das células (por exemplo a SOD).

Os anions superéxidos produzidos durante a infeccdo por T. cruzi
também podem reagir com o NO para formar peroxinitrito (ONOQ) ou, pela reacao de
Fenton, podem gerar OH®* , dois radicais altamente reativos que podem estar
associados ao dano oxidativo nos eritrécitos observado durante a infecgdo experimental
em camundongos C57BL6 e Swiss (MALVEZI et al.,, 2004). Estes autores também
sugerem que nesse caso 0 dano oxidativo no eritrocito pode ser dependente de um
balanco entre os niveis de O,* e NO* produzidos pelo hospedeiro. Segundo Tatakihara
e colaboradores (2008) durante a fase inicial da infeccdo por T. cruzi ocorre um
aumento da lipoperoxidacdo de eritrécitos e o blogueio de COX-2 atenua esta
lipoperoxidacdo. Estes autores constataram ainda que o tratamento com AINES
provocou reducdo nos niveis de NO plasmético dos camundongos infectados e no
sobrenadante de culturas de macréfagos peritoneais ativados com LPS. A somatoria
desses dados pode explicar os aumentos na carga parasitaria no sangue e no tecido
cardiaco nos animais infectados e tratados com AINES e o envolvimento do NO na
lipoperoxidacao em eritrocitos durante a infeccéo por T. cruzi.

E fato que os AINES s&o utilizados no controle da febre em pacientes
chagasicos e se extrapolarmos nossos achados para a pratica médica, o uso de AINES

convencionais pode contribuir para o agravamento da doencga de Chagas em humanos.

Até o momento ndo encontramos na literatura estudos sobre os efeitos
de AINEs-NO na Dc. Assim, investigacfes que busquem esclarecer os efeitos da acéo
conjunta da inibicdo balanceada das isoformas de COX com a disponibilidade de NO
por AINEs-NO e HNO (nitroxil) sobre o curso da infeccdo por T. cruzi s&o necessarios e
podem contribuir para um melhor entendimento da patogénese da doenca de Chagas

bem como indicar novas estratégias para o seu tratamento em humanos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Investigar no modelo murino os efeitos simultaneos do bloqueio da
producdo de prostaglandinas e liberacdo de NO, e a liberacdo de HNO pelo sal de
Angeli, sobre a anemia, estresse oxidativo e a miocardite que se desenvolvem na fase

inicial da infecgéo por T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar o efeito do bloqueio farmacoldgico in vivo com indometacina-NO (inibidor
preferencial de COX-1 e liberador de NO) e sal de Angeli (HNO, doador de NO),
determinando os niveis de parasitemia no sangue, o parasitismo no coracao, a
sobrevida e a anemia que se desenvolve na fase inicial da infeccéo por T. cruzi

em camundongos C57BL/6;
e Dosar o NO plasmético e em sobrenadante de cultura de macrofagos;

¢ Avaliar o estresse oxidativo por meio da determinacdo do consumo de oxigénio,
tempo de inducao (T™%) e quimiluminescéncia (QL) e a0 mesmo tempo averiguar
a participacéo da indometacina-NO e sal de Angeli como possiveis mediadores
da leséo pré-hemolitica em eritrécitos provenientes de camundongos C57BL/6 a
infeccdo com a cepa Y de T. cruzi,

¢ Investigar os efeitos da liberacdo de NO pelos farmacos indometacina-NO e sal
de Angeli sobre a capacidade de invasdo de T. cruzi em macrofagos,
determinando o indice de internalizacdo e saida das formas tripomastigotas no

meio de cultura.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Etica

Os protocolos para a realizagdo dos experimentos foram aprovados
pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL, processo numero 28918.2012.68 e 5492.2012.22).

3.2 Animais e reagentes

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas de 6 a 8
semanas de idade, obtidos do Biotério de animais isogénicos do Departamento de
Imunologia—CEMIB/UNICAMP. Mantidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Londrina em gaiolas coletivas, comportando 5
animais cada. Agua e racdo (NUVITAL, CR1, Colombo, PR) autoclavadas foram
distribuidos “ad libitum”. Nos grupos experimentais e controles, foram utilizados
camundongos aproximadamente da mesma idade.

NO-Indomethacin N-acetyl-D-cysteine-1-(4-chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-
methyl-1H-indole-3-acetic acid, 4-(nitrooxy) butyl Ester (Cayman chemical) fornecida em
solucdo de acetato de metila, a qual foi gentiimente evaporado com gas nitrogénio e
imediatamente acrescentado um solvente menos téxico, o dimetil formamide (DMF). Foi
utilizado uma concentracdo de 82 pM/animal (50ppm) (RAO et al., 2006) diluido em
tampéao fosfato pH 7,2, preparado diariamente, 30 minutos antes do tratamento, devido
a sua baixa estabilidade neste tampao.

O sal de Angeli (Na;N,O3; — sodium trioxodinitrate; AS) foi sintetizado e
utilizado como previamente descrito (Smith e Hein, 1960). A estabilidade das solugcdes
estoque, preparada em NaOH 10 mM e armazenado a -20°C, foi determinada a partir
dos coeficientes de extingéo a 250 nm (¢ de 8000 M cm™ de sal de Angeli) (Maragos et
al, 1991). Preparou-se 7 mg (sal de Angeli) / mL (NaOH 10 mM). Foram utilizadas
concentragbes de 6 pg, 60 e 600 pg/kg/animal diluido em tampao fosfato pH 7,2,

preparado diariamente 15 minutos antes do tratamento, devido a sua baixa estabilidade
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neste tampé&o. Animais controles (infectados e nao infectados) receberam 100 pL de
PBS pela via intraperitoneal.

Figura 4. Protocolo experimental

Infecgcéao 5x10°

| 30’ |15'
PBS Indo-NO HNO
v v v

Os diferentes tratamentos continuaram diariamente via i.p. durante as
seguintes analises:

Vv v v
: : - Hematologia
Parasitemia Sobrevida Histologia

Estresse oxidativo
Dosagem de NO

3.3 Parasitos e infeccéo

Os animais foram infectados por via intraperitoneal (i.p.), com 5x10°
formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (Cepa Y), obtidas por punc¢éo cardiaca
de camundongos Swiss inoculados semanalmente pela via intraperitoneal com 2x10°
formas sanguineas, usadas para a manutencdo de T. cruzi “in vivo”. A cepa Y de T.

cruzi foi gentilmente cedida pelo Dr. Paulo Araujo, da Universidade de Campinas, Brasil.

3.4 Parasitemia e taxa de sobrevida

A avaliagdo da presenca de parasitos circulantes foi realizada em dias
alternados a partir do terceiro dia de infeccéo, pela de contagem em microscopio éptico,
do numero de parasitos presentes em 5 pL de sangue coletado da cauda dos
camundongos. Os resultados foram expressos em numero de parasitos/mL de sangue,

conforme descrito por Brener (1962). Em experimento paralelo, a taxa de sobrevida de
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camundongos infectados tratados ou ndao com NO-indometacina, foi avaliada por 30
dias consecutivos (TATAKIHARA et al., 2008).

3.5 Coleta de sangue e obtencéo de plasma

No 12° dia pos infec¢do, animais controles e experimentais foram
anestesiados com Tiopental 40 mg/Kg via intraperitoneal e 0o sangue coletado por
puncdo cardiaca. Foi utilizado acido etilendiaminotetracético dissodico a 5% (EDTA)
como anticoagulante. O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue total a 1500 rpm,

por 10 min a 4°C, armazenado a -20°C até a analise.

3.6 Quantificacao de NO

No 12° dia pos infeccdo, animais dos grupos controles e experimentais foram
anestesiados e o sangue coletado por meio de puncdo cardiaca para obtencdo de
plasma. A concentracdo de NO plasmatico foi determinado por avaliacdo da quantidade
de nitrito como descrito por Panis e colaboradores (2010). O plasma foi centrifugado a
3500 rpm durante 5 minutos para obtencdo do sobrenadante. Aliquotas de 60 pL do
plasma foram desproteinizadas por adicdo de 50 pL de solugdo de ZnSOas (75 mM)
(Merck®), seguido de agitacdo em vortex e centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos.
Posteriormente, 70 puL de solucéo de NaOH (55 Mm) (Merck®) foram adicionados em
cada sobrenadante. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante final foi diluido em tampao glicina (45 g/L pH 9,7, Merck®) em
uma proporcao de 5:1. Granulos de cadmio que estavam armazenados em 100 mM de
solucdo de H,SO, (Merck®) foram lavados 3 vezes em agua destilada esterilizada e
adicionado a uma solucédo de 5 mM de CuSO,4 em tampao glicina-NaOH (15 g/L Ph 9,7,
Merck®) durante 5 minutos. Os granulos de cobre revestidos de cadmio foram usados
dentro de 10 minutos. O tratamento com cadmio é usado para converter todo o nitrato
em nitrito em amostras biologicas, proporcionando uma estimativa mais precisa da
guantidade total de NO na amostra original. Granulos ativados (600 mg cada) foram
adicionados ao tampao glicina, diluido o sobrenadante e suavemente agitados por 10
minutos. Aliquotas de 200 pL foram transferidas para tubos de microcentrifuga para

subsequente determinacao de nitrito. Para cada tubo, o mesmo volume de reagente de
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Griess foi adicionado (reagente 1: 50 mg de N-naphthylethylenediamine em 250 mL de
agua destilada; reagente 2: 5 g de acido sulfanilico em 500 mL de 3 M de HCI,
Sigma®). Apds a incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 2 minutos a 25°C. Por fim, 100 puL de cada tubo foi
adicionado em triplicata em placa de 96 pocos. Para determinar a concentracdo de
nitrito na amostra, a curva de calibrag&o foi preparada por diluicdo de NaNO, (Merck®)
em agua destilada esterilizada gerando concentracfes que variaram de 125 a 0 uM.
Cem microlitros de reagente de Griess foram adicionados nos poc¢os das trés primeiras
colunas da placa de microtitulacdo. A absorbancia foi lida em leitora de microplacas
(Multiskan EX, LabSystems®, Minnesota EUA). O resultado final foi expresso em uM de

nitrito.

3.7 Anédlise hematoldgica dos animais normais e infectados

Para a realizacdo da analise hematologica, 1,0 mL de sangue de cada
camundongo foi obtido através da puncao cardiaca como descrito anteriormente.

Em todos os experimentos realizados para determinar os parametros
hematol6gicos dos animais infectados, consideramos como valores normais, aqueles
obtidos com camundongos Swiss e C57BL/6 n&o infectados mantidos nas mesmas
condi¢cBes dos grupos experimentais (MALVEZI et al., 2000).

3.7.1 Contagem do numero de plaquetas

A contagem de plaguetas de camundongos (normais e infectados) foi
realizada manualmente segundo Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue coletadas
com EDTA (v=10 pL) foram transferidas para tubos de ensaio (12 x 75 mm) contendo
2,0 mL de citrato trissodico 3,8 %. A seguir, esta solucdo foi homogeneizada e
transferida para uma camara hematimétrica de Neubauer (Hirschmann, Techcolor),
mantida por 10 minutos em camara umida a temperatura ambiente antes do inicio da
contagem em microscopio oOptico (Olympus, CH30), com aumento final de 400X. O

namero de plaquetas foi calculado da seguinte maneira:
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[Fator de diluicdo X Fator de profundidade = Fator final]

[Fator final x plaguetas contados em 80 quadrados menores da area central da cAmara
= Plaquetas/ uL]

3.7.2 Determinacéo do hematdcrito (Ht)

Um pequeno volume de sangue total com EDTA foi transferido por
capilaridade para um tubo capilar ndo graduado (Perfecta), com 75 mm de comprimento
e 1,2 mm de diametro interno, deixando vazios 15 mm. A seguir, foi selada a
extremidade distante da coluna de sangue pelo calor. Logo apds, as amostras obtidas
foram centrifugadas por 5 minutos (5.000 r.p.m.) em microcentrifuga (microhematocrito
— DMH2, Benfer do Brasil). A leitura foi realizada colocando o capilar sobre uma tabela
(CELM) contendo escala apropriada, excluindo-se da leitura a camada de leucdcitos e
plaquetas como descrito por Bain (1997). O Ht foi expresso em porcentagem.

3.7.3 Dosagem de Hemoglobina (Hb): método da cianometahemoglobina

A dosagem da hemoglobina foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina como descrito por Bain (1997). Em tubos de ensaio (15 X 100
mm) foram colocados 2,5 mL do reagente de Drabkin (Analisa Diagnéstica). Um dos
tubos foi utilizado como branco, em outros trés tubos foram colocados 10uL de sangue
hemolisado com concentracdes diferentes conhecidas que foram utilizadas como
padrdo, para ser determinado o fator de calibracdo. E nos outros tubos foram colocados
10 pL das amostras de sangue desconhecidas, com EDTA, previamente
homogeneizadas, onde ocorrem as seguintes reacgoes:
a) Transformacdo do ferro da hemoglobina em ferricianeto, formando a
metahemoglobina que por sua vez, b) combina-se com o cianeto de potassio e produz o
pigmento estavel, a cianometahemoglobina. Esta pode entdo ser quantificada pela
absorcao da luz em 540 nm, em espectrofotdmetro. A comparagao da leitura feita pelo
instrumento das absorbéncias das amostras com a absorbancia da solucdo de

referéncia (padréo) permite calcular a Hb, o que foi feito da forma mais conveniente
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com uma curva padrdo ou uma tabela de conversdo. A concentracdo de Hb foi

expressa em g/dl. Os célculos foram realizados conforme a equacéo abaixo:

3.7.3.1. Célculo para o fator de calibragéo:

Concentracao do padrao
---------------------------------- = Fator de calibracéo
Absorbéncia do Padréo

3.7.3.2 Calculo para determinacéo da concentracdo de hemoglobina

Concentragao de Hb = Fator de calibragdo X Absorbancia do teste

3.7.4 Andlise hematoldgica para determinacdo do numero de leucécitos
3.7.4.1 Contagem de leucdcitos

As contagens dos leucdcitos totais foram realizadas manualmente. As
amostras de sangue total com EDTA previamente homogeneizadas foram diluidas no
liquido de Turk (20 mL de acido acético glacial, 1 mL de azul de cresil brilhante e 4gua
destilada g.s.p 1.000 mL) na propor¢do de 1:20. A solucdo de Turk provoca lise de
células anucleadas (hemécias).

Dessa forma, utilizou-se o seguinte procedimento: em tubos de ensaio
(10 X 50 mm) foram colocados 95 pL do liquido de Turk , 5 pL de sangue total com
EDTA seguido de agitacéo lenta, deixando em repouso por 10 minutos. Apés agitacao,
realizou-se a contagem dos leucécitos em camara hematimétrica de Neubauer

utilizando os quatro quadrantes laterais da camara e objetiva de 40X.

3.7.4.1.1 Célculo do numero de leucdcitos na cAmara de Neubauer

Numero de leucécitos contados nos quatro quadrados externos da
camara (64 quadrados menores) correspondente a um volume de 0,4 uL numa diluicéo
de 1:20.
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N° de leucdcitos contados X ----------- X 20 =leucdcitos por pL

3.7.5 Contagem do numero de reticulocitos

A contagem de reticulécitos obtidos de camundongos (normais e
infectados) foi realizada manualmente. Amostras de sangue coletadas com EDTA (v=30
uL) foram transferidas para tubos tipo de microcentrifuga (1,5mL) contendo 60 pL de
azul de cresil brilhante (Laborclin). A seguir, esta solucdo foi homogeneizada e deixada
em banho-maria a 37°C por 30 min. Foi confeccionado distensdo em lamina 25,4 x 76,2
mm (Bioslide) Realizada a leitura em microscéopio o6ptico (Olympus, CH30), com
aumento final de 1.000X. E contados 5 campos de 200 células e calculado a
porcentagem de reticulécitos.

3.8 Avaliacdo do estresse oxidativo
3.8.1 Determinac&o do consumo de oxigénio e tempo de inducado (T"%) em eritrécitos
Amostras de sangue de animais dos grupos controles e experimentais
no 12° dia poés infecgéo, foram coletadas e os eritrécitos utilizados para a determinacao
do estresse oxidativo. Apds trés lavagens com tampao PBS 10 mM, pH 7,2, o
sobrenadante foi descartado e a “papa” de eritrocitos foi mantida em banho de gelo
durante a realizagdo dos ensaios. O t-BHP (tert butil hidroperdxido) foi utilizado como
indutor do consumo de oxigénio (para calculo do tempo de inducdo -T"?*. Uma
suspensao de eritrocitos a 1% preparada pela adi¢cdo de 30 pL de papa de hemécias a
3,0 mL de tampéo fosfato (10 mM NaCl 0,9%, pH 7,2) foi utilizada para a determinagao
do consumo de oxigénio. ApOs a incubacdo a 37°C os tubos contendo 3,0 mL da
suspensao a 1% foram transferidos individualmente para uma camara contendo um
eletrodo para medicdo polarografica de oxigénio (oximetro de Clark), mantida a 37°C
(LISSI et al., 1986; BAINY et al., 1996). O inicio da reacéo se deu pela adicdo de 12 uL
de t-BHP (2 mM) , possibilitando o registro do consumo de oxigénio, realizado até a

estabilizacdo da queda do consumo de oxigénio e expresso em nM.



38

Os dados obtidos no oximetro foram analisados utilizando-se o
programa de computador Origin (versao 6.0, Micronal) para obtencdo de uma curva

padréo que expressa as medidas do tempo de inducdo do consumo de oxigénio (T™).

3.8.2 Quimiluminescéncia induzida por t-BHP

Para a preparacdo da suspensdo de eritrécitos, 8 uL da papa de
eritrécitos foram suspensos em 1,0 mL de tampao fosfato de potassio a 37° C. Para o
meio de reagdo (em tubos plasticos mantidos no escuro), 875 uL desta suspenséo foi
acrescida de 105 uL de tampéo a 37° C e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL de
tert-butil hidroperoxido 0,6 M. A leitura de quimiluminescéncia foi monitorada durante 20
minutos em luminémetro TD-20/20 (Turner Designs), com intervalo de deteccao de 300
a 620 nm, conectado ao Spreadsheet Interface Software. A temperatura ambiente foi
mantida entre 26 e 28 °C e as reacdes foram iniciadas em sala escura. As curvas de

guimiluminescéncia foram plotadas através do programa Origin 6.0.

3.9 Andlise histopatoldgica

Apods a coleta de sangue no 12° dia po6s infeccdo (dpi), os animais
foram sacrificados e os coragdes foram coletados e fixados em formalina tamponada a
10% e processados para analise histolégica. Laminas contendo os cortes histolégicos
com 5 mm de espessura foram preparadas e coradas por hematoxilina-eosina (HE). O
parasitismo cardiaco foi avaliado por contagem do numero de ninhos de
amastigotas/seccédo de coracdo, visualizados ao percorrer todo o campo optico (trés
cortes histologicos/cada animal), em 400X de aumento final. Os resultados foram
expressos como a media do numero de ninhos de amastigotas/secgéo/coracdo (PANIS
et al., 2010).

3.10 Internalizagdo de T. cruzi por macrofagos
3.10.1 Obtencédo de macrofagos peritoneais

Camundongos C57BL/6 (machos e fémeas) receberam 2,0 mL de

Thioglicolato 5% via intraperitoneal, cinco dias antes de cada experimento. Apds serem
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sacrificados foram borrifados com &lcool 70% e levados ao fluxo laminar onde recebiam
aplicacao intraperitoneal de PBS gelado e suplementado com 2% de soro fetal bovino.
A seguir o abdémen do animal foi massageado para descolamento das células e entédo
feito uma pequena incisdo com a tesoura e com uma pipeta de Pasteur esterilizada foi
realizada a coleta do material e colocado em tubo de polipropileno de 15 mL e mantido
em banho de gelo. Em seguida o material foi centrifugado sob refrigeragéo a 4 °C, por
10 minutos a 2000 rpm. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em 3 mL de RPMI suplementado com L-(+)-Glutamine 2 mM
(Acros Organics), Piruvato de Sédio 1 mM (J.T Baker) L-Arginine (Sigma), Vitaminas 0,1
mM (Gibco) Aminoacidos nao essenciais 0,1 mM (Gibco) Penicilina 200 U/mL (Gibco),
Estreptomicina 100 pg/ 100 mL (Gibco), Gentamicina 40 mg (Neo quimica), Tylosin 0,01
mg/mL (Sigma) e realizado a contagem das células em hemocitdmetro de Neubauer.

Para os experimentos foram utilizados 2,0 x 10° células por pogo.

3.10.2 Obtencéo de parasitos

A cepa foi transferida do sangue de camundongos Swiss infectados
mantidos no laboratério de Imunopatologia da UEL, para garrafas de cultura de 25 cm?
contendo uma monocamada de células LLC-MK; (monkey kidney fibroblast cell line)
mantidas em meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma)
suplementado com L-Glutamina, L-Arginina, Piruvato de Sadio,
Penicilina/Estreptomicina, Gentamicina, Tylosin (Sigma), vitaminas, aminoacidos nao
essenciais e 5% de soro fetal bovino, e deixadas por 2 horas para infeccéo das células.
A sequir, as células foram lavadas com PBS morno por 4 vezes para retirada do sangue
e foram adicionados 5 mL de RPMI suplementado e incubadas em estufa de CO, a 37°
C. Apés a infeccdo, o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. Para utilizagdo das
formas tripomastigotas de tecido (TCT) o meio de cultura das garrafas foi transferido
para tubos de 15 mL e centrifugados a 900 rpm por 10 minutos para retirada dos restos
celulares, a seguir o sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado por 30
minutos a 4000 rpm e entdo desprezado o sobrenadante. O sedimento foi
ressuspendido em 2 mL de RPMI suplementado e realizado a contagem dos parasitos

em hemocitbmetro de Neubauer.
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3.10.3 Tratamento dos macréfagos

Apoés o periodo de adesdo em laminulas, os macrofagos foram tratados
com indometacina 20 uM, ou indometacina-NO nas concentracfes de 5,0 e 2,5 uM; ou
sal de Angeli nas concentragcbes de 15, 30 e 60 uM por 1 hora e a seguir lavados 3
vezes com PBS morno para retirada das substancias. Em seguida, as células foram
infectadas com 1 x 10° formas tripomastigotas de T. cruzi e incubadas por 2 horas para
internalizacdo. Apoés, as células foram lavadas 5 vezes para retirada dos parasitos
extracelulares, as laminulas foram coradas pelo método de Bouin/Giemsa, montadas
em laminas com Permount para a contagem do numero de parasitos internalizados em

500 células, em aumento de 1.000 vezes em microscoépio optico (Nikon).

4. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises descritas foram realizadas em duplicatas. A analise
estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa estatistico Prism 5.0
(GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram expressos como média + erro padrao.
As curvas de sobrevida foram obtidas por analise de regressdo. As diferencas entre 0os
grupos controle e experimentais, como também o0s niveis de parasitemia, foram
analisados pelo teste de variancia ANOVA seguido do Teste de Compara¢cBes Mdltiplas
de Tukey-Kramer, teste de Bonferroni ou test t-Student ndo pareado, considerando-se

p <0,05 como significativo.
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ABSTRACT

Trypanosoma oruzi is the causative agent of Chagas disease. Approximately 8 million people are thought
to be affected with this disease worldwide, T2 cruzi infection causes an intense inflammatory response,
which is aritical for the control of parasite proliferation and disease development. Nitric oxide-donating
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NO-NSAIDs) are an emergent class of pharmaceutical derivatives
with promising utility as chemopreventive agents. In this study, we investigated the effect of NO-indo-
methadn on parasite burden, cell invasion, and axidative stress in erythrocytes during the acute phase
of infection. NO-indomethad n was dissolved in dimethyl formamide followed by Lp. administration of
50 ppm into mice 30 min after infection with 5 = 10° blood trypomastigote forms (Y strain). The drug
was administered every day until the animals died. Control animals received 100 pl of drug vehicle
via the same route. Within the NO-indomethacin-treatment group, parasitemia and mortality (100%)
were higher and oxidative stress in erythrocytes, anemia, and entry of parasites into macrophages were
significantly greater than that seen in controls. Increase in the entry and survival of intracellular T. cruzi
was associated with inhibition of nitric oxide production by macrophages reated with NO-indomethacin
(2.5 uM} The results of this study provide stroag evidence that NO-NSAIDs potently inhibit nitric oxide
production, suggesting that NO-NSAID-based therapies against infections would be difficult o design and
wiolld require caution.

© 2014 Elsevier lreland Lud. All rights reserved.

1. Introduction

als in Latin America, of whom 30-40% either have or will develop
cardiomyopathy, digestive megasyndromes, or both [1]. More

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma (Schiz- recently, a major concem has been the emergence of Chagas dis-
otrypanum ) cruzi and affects approximately eight million individu- ease in non-endemic areas such as North America and Europe
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due to the immigration of infected individuals [ 2]. This disease is
characterized by two clinical phases: a short, acute phase defined
by patent parasitemia and a long, progressive, chronic phase [1].
In the early stages of T. cruzi infection, nitric oxide (‘NO) and
arachidonic acid metabolites could be involved in host resistance,
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but their accumulation subsequently causes tissue damage [3].
Cyclooxygenase (C0X)-1 and COX-2 are both targets of nonselec-
tive nonsteroidal anti-inflammatory drugs ( NSAIDs). The relevance
of these enzymes, and the bioactive lipids that they produce, are
not well understood in the context of parasitic disease, although
the role of eicosanoids in the pathogenesis of Chagas disease is
becoming more defined [4].

A series of studies have addressed the oxidative status and anti-
oxidant defense capabilities during the course of infection and pro-
gression of Chagas disease in human patients and experimental
models [5-8]. Recently, Paiva and collaborators [9] demonstrated
that oxidative stress enhances T. cruzi infection by a mechanism that
may involve facilitating parasite access to iron In studies involving
expenmental models of Chagasdisease, increased levels of ‘NO, TNF-
«, and prostaglandins were shown to be associated with erythrocyte
oxidativestress [ 6,10] However, our understanding of the role of ‘MO
and COX pathways on oxidative stress in erythrocytes during the
acute phase of T. cruzi infection remains incomplete,

Nitric oxide (‘N0 )-releasing MSAIDs (MO-NSAIDs) are a newly
developed group of NSAIDs, consisting of a traditional NSAID to
which a group that donates ‘NO has been covalently attached via
spacers [ 11]. NO-indomethacin is a hybrid molecule of indometh-
acin (inhibitor of COX-1) and a nitric oxide (‘NO) donor. Therefore,
this drug design combines the anti-inflammatory drug (NSAID)
with the effect of ‘MO,

In this study, we aimed to investigate the impact of NO-indo-
methacin on parasite burden and oxidative stress in erythrocytes
during the acute phase of T. cruzi infection,

2. Material and methods
2.1. Animals, parasites, and experimental infection

Female and male C57BL{6 mice, 6-8 weeks old, were purchased
from the Multidisciplinary Center for Biological Research (CEMIB/
UMICAMP), University of Campinas (Campinas, Brazil), and main-
tained under standard conditions in the animal house of the
Department of Pathological Sciences, Center for Biological Scences,
State University of Londrina A commerdal rodent diet (Muvilab-
CR1, Quimtia-Muvital, Colombo, Parana, Brazil) and sterilized
water were available ad libitum,

Groups of four and five mice were infected with blood-denved
T. cruzi trypomastigotes (Y strain, 5,000 parasites/animal, intraper-
itoneally). Animals were sacrificed during acute infection [12 or
35 days post-infection (dpi) |. For in vitro expenments, we used try-
pomastigotes grown and purified from a fibroblast cell line ( LLC-
ME2).

2.2, NO-NSAID

MO-indomethacin (NCX 2121; N-acetyl-p-cysteine-1-{4-chloro-
benzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indole-3-acetic acid, 4-(nitro-
oxy) butyl ester) was purchased from Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI, USA) (Fig. 1), NO-indomethacin is sparingly soluble in
agueous buffers, For maximum solubility in aqueous buffers, NO-
indomethacin was first dissolved in dimethyl formamide (DMF),
purged with nitrogen and then diluted with PBS (solubility of
approximately 0.5mg/mL in a 1:1 solution of DMF-PBS, pH 7.2)
using this method. The following NO-indomethacin was diluted
only in PBS to obtain the desired concentrations,

2.3. Treatment of mice with NO-indomet hacin

Mice were treated daily with a dose of 100 pL of 50 ppm
MNO-indomethacin/mouse intraperitoneally for 12 days. Mice were

NO-indomethacin

Fig. 1. NO-indomethacin { N-acetyl-D-cysteine-1-{4-chlorobenzoyl }-5-methooy-2-
methyl-1H-indole-3-acetic acid, 44 nitrooy | buty] esteris). NO-indomethacin iz a
hybrid molecule of indomethacin and a nitric oxide ("NO) donor

distributed in four groups: non-infected/non-treated [NI-NT),
infected fnon-treated (1-NT), non-infected/treated (MI-T) and
infectedtreated (I-T). The dose chosen for these experiments
was based on previously published studies demonstrating its effi-
cacy [12] and was administered 30 min after T. cruzi infection. Con-
trol mice received phosphate-buffered saline (PBS; 10 mM sodium
phosphate, 0.9% NaCl, pH 7.4) alone,

24. Parasitemia and survival rates

Blood parasitemnia was assessed under standardized conditions
by direct microscopic observation at 400x= magnification of 50
fields using 5 pL of heparinized tail vein blood on alternate days
from the third day after T. cruzi infection. Data are expressed as
the number of parasites/mL [13]. Survival rates of control and
experimental groups of mice were evaluated daily untl 35 dpi;
clinical signs (body weight, hackle hair, diarrhea, lethargy, and
paralysis) were recorded. Mice that showed dinical signs of severe
illness prior to the end of the study were immediately euthanized
by cervical dislocation, in accordance with the Committee on the
Ethics of Animal Expenments at Londrina State University (CEEA-
UEL).

25, Hematological analysis

Whole blood was collected under general anesthesia by intra-
cardiac puncture with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
needles and syringes. The animals were sacrificed by cervical dislo-
cation and hearts were removed, Leukocytes, platelets, and reticu-
locytes were counted by standard methods [14]. In each case, the
plasma was separated and stored at —20 °C until used. Hematocnts
were obtained by microcentrifugation of capillary tubes filled with
blood. The total number of nucleated cells collected was deter-
mined using a manual hemocytometer,

26. Measurements for oxidative stress

26.1. Determination of oxygen uptake and induction time in
erythrocytes

Blood samples from controls and expenmental groups of mice
(day 12 post-infection) were used for erythrocyte oxidative stress
determinations, After removal of plasma and white cells from
whole blood, the remaining erythrocytes were washed three times
with PBS and then resuspended in the same buffer (1:99, vjv). Oxy-
gen uptake induced by 2 mM t-butyl hydroperoxide (¢t-BHT) and
induction time (T'™!) were measured with a Clark-type oxvgen
electrode at 37 °C [6,14]. The T™ is directly related to the intracel-
lular protective antioxidant capacity, while oxygen uptake is an
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indirect measure of the susceptibility of erythrocyte membranes to
lipid peroxidation elicited by t-BHT [5,10],

2 6.2, Tert-buty! hydroperoxide-induced chemiluminescence

Mouse erythrocytes from different experimental groups were
pelleted by centrifugation (B00Dxg, 10min) at 25°C and then
washed three times with PBS. A 1% erythrocyte suspension was
prepared with PBS at the moment of use. The chemiluminescence
(CL) reaction was initiated by the addition of 20 pL t-BHT at a final
concentration of 06 mM in 1 mL [15,15]. CL was measured in a
Luminometer TD20/20 (Tumer Biosystems, Sunnyvale CA, USA),
and the results are expressed as relative light units (RLU). The inte-
grated area under the curve was used as the relative amount of
lipid hydmperoxide pre-existing in erythmocoyte membranes.

2.7. Cardigc parasitism

0On day 12 of infection, NO-indomethacin-treated and PBS-trea-
ted control mice were sacrificed. The heart was removed, fixed in
10% buffered formalin, and then sectioned, Sections were paraffin
embedded, stained with hematoxylin/eosin (H&E), and then ana-
lyzed by light microscopy. The number of parasite nests was
counted in 50 microscope fields (400x magnification) per tissue
section. Three sections were evaluated and the data are expressed
as the mean of the three sections.

2.8 Macrophage culture

Mice were inoculated intrapertoneally with 2 mL of 5% thiogly-
collate and, 4 days later, the elicited cells from the peritoneal exu-
dates were harvested in cold PBS. Mouse peritoneum was washed
with 5mL ice-cold, serum-free RPML Peritoneal cells from 3 to 6
mice were pooled and left to adhere in complete medium { RPMI,
2 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 40 pg/mL gentamicin,
and 10 mM HEPES) for 24 h in 24-well plates at 2 = 107 cellsfwell.
Each suspension of pooled peritoneal cells was plated in tnplicate
wells, Then, non-adherent cells were washed away and adherent
cells received complete medium. The macmphages were plated
onto 13 mm round glass coverslips and washed in warm PBS
before the interaction assays, In addition, macrophages were pla-
ted onto 96-well dishes at 2 = 10°jwell.

28 Treatment of macrophages with NO-indomethacin and
macrophage invasion assay

Before the experiments, previously washed pentoneal macro-
phages were incubated for 30 min at 37 °C in a 5% C0, atmosphere
in the presence of NO-indomethacin (2.5 pM) to test its effect on
intemalization of the parasite into the host cell. After incubation,
the medium containing NO-indomethacin was removed, and mac-
rophages were allowed to interact with trypomastigotes added at a
ratio of 5 parasites per cell. The interaction was allowed to proceed
for 2h at 37 °C in a 5% CO; atmosphere. The cells were then
washed three times, fixed with Bouin's fixative, stained with
Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany) stain, and observed with a
light microscope at 1000x magnification. As a positive control
for inhibiting T. cruzi infection, some macrophages were incubated
with 20 pM indomethacin.

The internalization index was calculated by multiplying the
percentage of infected cells by the mean number of parasites per
infected cell [17,18]. All intemalization indices were normalized
to that of untreated macrophages. Experiments were performed
in triplicate, and six independent experiments were completed.
All experiments included untreated, infected peritoneal macro-
phages as controls, The quantification was carried out using light
microscopy in which 500 cells were randomly counted. The viabil-

ity of the cells obtained from the cultures before and after incuba-
tion experiments was determined using an MTT (Sigma-Aldrch,
5t. Louis, MO, USA) assay, which indicates the mitochondrial activ-
ity of living cells. The culture medium was aspirated, and MTT
(0.5 mg/mL) was added to the cells prior to incubation at 37 °C
for 4 h. Hz02 (1 mM ) was used as negative control. The supematant
was aspirated, dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich) was added to
the wells to dissolve insoluble formazan crystals, and the plates
were read using a Bio-Rad multiplate reader (Hercules, CA, USA),
at a test wavelength of 570 nm and a reference wavelength of
B30 nm.

2. 10. NO guantification

Nitric oxide (‘N0 concentration in plasma obtained from con-
trol and infected mice (day 12) was estimated by measuring nitrite
as describe by Mavarro-Gonzalez et al, with some modifications
[19]. Aliquots (60 pL) of plasma were deproteinized by adding
50 pL of 75 mM Zn50, solution (Merck), followed by vortexing
and centrifuging at 10,000 rpm for 2 min at 25 °C, Following this,
70 pL of 255 mM NaOH solution (Merck) was added to each super-
natant. Samples were vortexed and centrifuged at 10,000 rpm for
5min at 25 °C. The final supernatants were recovered and diluted
in glycine buffer solution (45 g/L pH 9.7, Merck, Germany) at a buf-
fer to supernatant ratio of 5:1.

Cadmium granules (FAuka, Poland) stored in 100 mM H.S0,
solution { Merck, Germany) were rinsed 3 times in distilled sterile
water and added to a 5 mM CuS0, solution in glycine-NaOH buffer
(15 g/L, pH 9.7, Merck, Germany ) for 5 min and the copper-coated
cadmium granules were used within 10 min, Cadmium treatment
is used to convert all nitrate into nitrite in biological samples, thus
providing a more accurate estimation of total NO in the onginal
samples, Activated granules (600-1000mg, approximately 1-2
granules) were added to glycine-buffered, diluted supematants
and gently stirred for 10 min. Aliqguots of 200 pL were transferred
into microfuge tubes for subsequent nitrite determination. To each
tube, 200 pL of Griess reagent was added (Reagent I: 50 mg of N-
napht hylethylenediamine in 250 mL of distilled water; reagent II:
5 g of sulfanilic acid in 500 mL of 3 M HCL, Sigma-Aldrich). After
an incubation of 10 min at mom temperature, tubes were centri-
fuged at 10,000 rpm for 2 min at 25 °C. Finally, 100 pL from each
tube was added to triplicate wells in a 96-well microplate,

To determine sample nitrite concentration, a calibration curve
was prepared by diluting MaMO, (Merck) in distilled sterile water
to create concentrations ranging from 125 to 0 pM. Griess reagent
(100 pL) was added in triplicate to the wells of the first three col-
umns of each microtiter plate. The absorbance was read at 550 nm
using a LabSystems Multiskan EX microplate reader (Thermo Sci-
entific, Waltham, MA, USA), and the final results are expressed in
pM nitrite.

Production of ‘MO by macrophages was determined by measur-
ing the level of accumulated nitrite, a metabolite of ‘MO in the cul-
ture supernatant using Griess reagent. After 48 h of treatment with
MNO-indomethacin, the culture supernatants were collected and
mixed with an equal volume of Griess reagent in 96-well culture
plates and incubated at room temperature for 10 min. The absor-
bance was measured at 550 nm and nitrite concentrations were
calculated by reference to a standard curve generated by known
concentrations of sodium nitrite,

2.11. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using one-way AMOVA with
the Bonferroni’s multiple companson test and the Mann-Whitney
Test. Values are presented as the mean + standard error of mean
(SEM). The results were considered significant when P < 0,05, Sta-



tistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 { Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Effect of NO-indomethacin on parasiternia and survival of T. cruzi-
infected mice

The parasitemia curves of T. cruzi-infected mice that had either
been treated with MO-indomethacin (the [-T group) or had
received no trearment (the [-NT group) are shown in Fig. 2A. Six
days following inoculation with T. cruzi, parasitemia was similar
between the two groups. Parasitic load in the blood between 7
and 11 dpi was significantly higher in mice from the [-T group than
in mice from the [-NT group (Fig. 24, P<0.05). There were large
and statistically significant differences (P<001) in survival
between the two groups (Fig. 2B). It was observed that 100% of
the animals in the I-NT group survived, while all mice in the I-T
group died on day 27 (1), with mortality beginning at 21 dpi.
(Fig. 2B). Parasitic load in the blood between 24 and 27 dpi was sig-
nificantly higher in mice from the [-T group than in mice from the
I-MT group (Fig. ZA, P<0.05). Cardiac parasitemnia in mice from the
[-NT group was not significantly different from that in mice from
the I-T group (Fig. 2C, P> 0.05).

3.2 Effect of treatment with NO-indomethacin on anemia,
thrombocytopenia, and leukopenio during acute infection with T, cruzi

We conducted blood cell counts and measured several hemato-
logical values in uninfected and T, cruzi-infected mice at 12 dpi.
Based on significant decreases in hematocnt (Fig. 3A) and hemo-
globin (Fig. 3B), we concluded that all mice suffered from anemia.
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The seventy of anemia was greater in mice from the I-T group than
in mice from the [-NT group (Fig. 3A and B, P <005). Treatment
with MO-indomethacin did not affect the extent of leukopenia
and thrombocytopenia that developed 12dpi (Fiz. 3C and D)
Surprisingly, the number of reticulocytes in mice from the I-T
group was substantially higher than that in mice from the [-NT
group (Fig, 3E, F<0.05).

3.3. NO-indomethacin increases oxidative stress

Oxyezen uptake by enythrooytes is directly associated with the
susceptibility of the erythrocyte membrane to lipid peroxidation
elicited by t-BHP and is proportional to previous oxidative stress
experienced by erythrocytes in vive. The oxygen uptake by enyth-
rocytes from infected mice was associated with a significant
increase in oxygen uptake at 12 dpi (Fig. 4A). NO-indomethacin
treatment enhanced oxygen uptake in the I-T group (Fig. 44,
P<005)

T is directly related to the intracellular protective antioxidant
capacity of erythrocytes. T. cruzi infection { day 12) resulted in a sig-
nificant reduction in 7™ (Fig. 4B, P <0.05). Treatment with NO-
indomethacin did not alter the T (P> 0.05, Fig. 4B).

Anincrease in CL is related to previous in vive oxidative stress,
leading to antioxidant consumption and formation of lipoperox-
ides, with consequent photon emission [15,20]. The profiles of
infected mice ([-MT group) displayed significantly higher levels
of lipoperoxidation than the profiles of controls did (NI-NT group,
Fig. 4C, P<005). Evaluation of the |-T group revealed a signifi-
cantly higher initial rate of lipoperoxidation than that shown by
the controls {I-NT group), as shown in the ascending part of the
curve (Fig. 4C, P< 0.05).
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Fig. X Effect of MO-indomethacin on the development of Trypanosoma cmuszi
infection in C57BLE mice. (A) Pamsitemia, (B) survival, and () number of
amastigote nests in cardiac sections. Groups of Aive mice wer infected with
5 10% trypomastigote forms of T. cruezi (Y strain) and treated with NO-indometh-
acin (50 ppmfmouse). Mice received the first dose 30 min after infection and were
treated until they died Control T. cruzi-infected mice received PBS (n=5-12]
Values represent the mean+t SEM and are representative of two independent
experiments. “The difference in the parasitemia and survival mtes was significant
(P=0.05). fall animals died.

34. Inhibitory effect of NO-indomethacin on nitrite levels

We investigated if the production of ‘NO in the plasma and by
macrophages was influenced by treatment of mice with NO-indo-
methacin. As shown in Fig. 54, the level of nitrite in the plasma on
day 12 of infection increased in comparison with that of uninfected
mice, MO-indomethacin treatment reduced nitnte production
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Fig. 3. Hematological values and blood cell counts in T. cnuzi-infected mice (day 12 pi) (A) hematocrit, {B) hemoglobin, (C) leukooytes, (D) platelets, and (E) reticulooytes.
Groups of C5TELE mice (n = 4-5 /group | were infected with 5 = 10 T. cruzi and treated or not with NO-indomethacin (50 ppmmouse]. Valies represent the mean £ SEM and
are representative of two independent experiments. =P <005, significandy different from values in the uninfected group. “P< 005, significantly different from values in the

infected/non-treated group.

levels by 33% (Fig. 5A, P<001). Consistent with this result, the
nitrite level from infected macrophages was elevated (Fig. 5B,
P<005) and NO-indomethacin treatment decreased nitrite level
by 32% in comparison with macrophages infected and not treated
(15.76 pM ws 10.62 pM, P<0.05). Taken together, the data in
Fig. 5 indicate that NO-indomethacin inhibits ‘NO production, an
important cytotoxic effector for T cruzi,

3.5 NO-indomethacin increases T cruzi entry into macrophages

Macrophages were treated with NO-indomethacin (2.5 pM) for
1 h, and after treatment the medium containing the drug was
removed before the macrophage invasion assay in order to ensure
that the treatment affected only the host cell and not the parasites.
After 2 h of incubation with parasites, which provides sufficient
time for them to be internalized by macrophages, the free parasites
were removed. In some cases, the medium with NO-indomethacin
was added every 24 h until the end of the T. cruzi infection period
(6 days, Fig. 6C). Fg. GA shows that the treatment markedly
increased the internalization of trypomastigotes by macrophages
at the concentrations tested (P <0,0001), As a positive control,
treatment with indomethacin (20 pM) inhibited the internaliza-
tion of trypomastigotes by macrophages. The drug cytotoxicity in
macrophages was evaluated by MTT assay ( Fig. 6B), NO-indometh-
acin did not induce cell death, as the concentration of drug used in
all expernments reported were too low to cause cytotoxicity [12].

3.6 NO-indomethacin increases typomastigote release into cul ture
supernatants from T. cruzi-infected macrophages

Four days post infection, macrophages began releasing trypom-
astigotes into the supematant {Fig, 6C). The release of try pomastig-

otes into culture supematants from T. cruzi-infected macrophages
was increased by MO-indomethacin at concentration used.

4. Discussion

NO-MSAIDs are promising chemopreventive agents; unlike con-
ventional MSAIDs, they appear to be free of appreciable adverse
effects, while they retain the benefical activities of their parent
compounds [12]. However, reports on the effects of NO-NSAIDs
on parasitic diseases have been somewhat limited. The results of
this study provide clear evidence that in the early stages of T. cruzi
infection, NO-indomethacin treatment increased parasitermia and
reduced survival rate of infected (G7BL/6 mice. In fact, pharmaco-
logical antagonists of COX-1 (aspirin) and COX-2 { celecoxib) have
been found to increase mortality and parasitemia (parasite load
in peripheral blood and cardiac tissue) regardless of which mouse
or T. cruzi strains were used [ 10], [21-24]. Moreover, evidence sug-
gests that administration of NSAIDs may enhance mortality in
patients with Chagas disease [21]. Conversely, others have found
that inhibition of prostaglandin release reduces parasiternia and
extends survival of mice infected with T. cruzi [25-28]. This obser-
vation was often associated with a decrease in the levels of crcu-
lating inflammatory cytokines such as TNF-o, IFN-y, and IL-10 [27].
More recently, treatment with acetylsalicylic acid during chronic
infection was found to be beneficial with no increase in mortality
and substantial improvement in cardiac function [24]. Our results
suggest that treatment with NO-indomethacin tended to increase
the number of amastigote nests in cardiac tissue, although this
increase was not significantly different from the number in the
control group (1=-NT),

Acute infection by T. cruzi has been associated with significant
alterations in hematological values in the blood and bone marrmw
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[6,29]. NO-indomethacin treatment did affect the extent of anemia
but did not alter the level of leukopenia and thrombocytopenia
that developed at 12 dpi. T cruzi infection also is associated with
a time-dependent increase in blood reticulocytes and a decrease
in bone marrow erythroblasts (two markers of anemia), The
changes in reticulocytes were greater in the |-T group versus the
I=-NT group.

Our results confirm that infection with T. cruzi is associated
with significantly increased chemiluminescence levels in erythro-
cytes from C57BL/6 mice [10]. This peroxidative injury was con-
firmed by the increased oxygen uptake and decreased induction
time in T. cruzi-infected mice. Interestingly, conventional NSAIDs
(aspirin and indomethacin) did not affect the extent of anemia in
C57BL{6 mice infected by T. cruzi (acute phase of infection), but
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Fig. 5. Effect of NO-indomethacin on nitric oxide (NO) production. Groups of mice
(r=5/group) were infected with 5= 10F T. cruzi and treated or not with NO-
indomethacin (50 ppm/mouse). (A) ‘N0 was estimated by measurng nitrite levels
in plasma employing the cadmium-copper system followed by the Griess reaction.
(B) Production of -NO by macrophages was determined by measuring the level of
accumulated nitrite, a metabaolite of MO in the culture supematant using Griess
ragent. Values are the mean+ SEM and iz representative of two independent
experiments. =P <05, significantly different when compared with uninfected/
non-treated group. *F < 0.05, sipnificanty different when compared with contraols
(uninfected/non-treated group or uninfected/treated groupl Tc = Trypanosoma
ouzi; Infected represents T. cruzi-infected mice.
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reduced the levels of chemiluminescence and oxygen uptake and
increased the induction time [10]. These results indicate that ara-
chidonic acid metabolism via the cyclooxygenase pathway plays
a significant role in oxidative damage in erythrocytes of C57BLJ6
mice infected by T. cruzi, In contrast, NO-indomethacin caused an
increase in oxidative stress. These data suggest that the release
of ‘NO by NO-indomethacin promaotes oxidative stress in the eryth-
rocyte membrane, In fact, in the complete absence of ‘NO, mem-
brane injury was greatly reduced in erythrocytes isolated from
57BL6 iNOS~'~ 14 days after T. cruzi infection [ 6],



48

110 V.LH Tamakihara er al. / Chemico-Biological Interactions 227 (2015) 104-111

>
2

g

1 None
I Indomethacin 20uM
50- B NO-Indomethacin 2.5 uM

Internalization index

B 150

100

Viability (%)

50

205 10.2
NO-indomethacin (uM)

0
Medium Hy0, DMWF 8000 82 41

C 1m0,
125
100/
75

-+ None
-+ |ndomethacin 20 uM
= NO-Indomethacin 2.5 uM

Trypomastigote release x 10%

4 5 ]
Days after T. cruzf infection

Fig. 6. Effect of MO-indomethacin on macrophage invasion by T. cruzi (A)
Intemalization index of the interaction process bebween macmophages treated for
30 min with NO-Indomethacin {25 pM) or indomethacin( 30 pM) and exposed to T.
cruzi (5:1) (B) MTT as=ay to measure cell viability in macrophages after treatment
with NO-indomethacin Hy0, (1 mM ) was used as negative control. ( C) Effect of NO-
indomethacin upon trypomastigote release in T. cruzi-infected macrophages. Cells
weme infected with T. cruzi trypomastigotes and treated daily with NO-indometh-
acin or indomethacin; after four days of treatment, trypomaztigote release into
supernatants was detected and measured until day six after infection. Values are
the meant SEM for triplicate determination and are representative of bwo
independent experiments. *P< 00001 for a comparison with infected cell culture
in medium alone. *P <005, =P <005, significantly different when compared with
contmls (infected/non-treated group). **P < 005, significantly different behereen
treated groups.

MO-indomethacin had no apparent adverse effects on the mice
during their 12 days of administration at doses used in the efficacy
study [12]and did not induce cell death as evaluated by MTT assay.
However, its precise biotransformation remains unknown, There
are no data available on the metabolis m of NO-indomethacin; thus,
it is difficult to speculate on how NO-indomethacin affects cyclo-
oxygenases and nitric oxide iscenzymes in our model system, Nev-
ertheless, COX-2 activity was significantly reduced by NO-aspinn
and NO-indomethacin in azoxymethane-induced colon tumors
[12]. In addition, in vitro studies suggest that NO-MSAIDs suppress
nitric oxide synthase 2 catalytic activity as well as its protein
expression [30],

To establish the mle of NO-indomethacin in the process of par-
asite invasion, we have studied its effects on the intracellular par-
asitic load in T. cruzi-infected murne peritoneal macrophages, and
our results show that NO-indomethacin (2.5 pM) increased T. cruzi
entry into macrophages. As expected, 20 pM indomethacin
reduced the parasitic load by 33% [18,31], In addition, NO-indo-
methacin increased trypomastigote release into culture superna-
tants from T. cruzi-infected macrophages. The survival of T. cruzi
can be comrelated with the reduction in *NO production by macm-
phages treated with NO-indomethacin, This reduction was also
observed in plasma of infected mice treated with NO-indometha-
cin (12 dpi)These observations cleardy illustrate that the anti-
inflammatory effect of NO-indomethacin (COX inhibitor) com-
hined with the effect of ‘MO (‘MO donor) alters the immunological
patterns of mice and macrophages through a reduction in ‘MO to
promote anti-T. cruzi - activity |

Although we do not know precisely how infection causes oxida-
tive stress in erythrocytes, we hypothesize that phagocyte-denved
‘NO and 07 are central to this process, 07 can react with “NO to
produce ONOO~ or by the Fenton reaction to produce 'OH, both
of which could lead to oxidative stress in erythrocytes [G].

In conclusion, the present results indicate that in experimental
Chagas disease, oxidative stress occurs in erythrocytes, but the pre-
cise nature of this oxidative stress may depend on the balance of NO
produced by the host and that released by MO-indomethacin. Our
data confirm the importance of ‘NO as part of the host's defense
against T. cruzi infection, However, the impact of a hybrid molecule
such as NO-indomethacin on blood cells and macrophages appears
to be complex, and NO-MNSAIDs-based therapies against infections
are therefore diffi cult to design and demand caution
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6. MANUSCRITO 2

Efeito do anion nitroxil (HNO) sobre a fase aguda da infecgdo experimental por T.

cruzi

Introducéo

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana, descoberta
em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, € um dos principais problemas
socioeconémicos enfrentados na América Latina. A DC €é uma antropozoonose
amplamente distribuida nas Américas e tem como agente etiolégico o protozodrio
Trypanosoma cruzi (RASSI et al.,, 2012). Estima-se que cerca de 7 a 8 milhdes de
pessoas estejam infectadas no mundo, sendo que a maioria ha América Latina onde a
DC é endémica, e que mais de 25 milhdes vivam sob o risco de contrair a doenca.
Contudo, na dultima década a incidéncia da doenca aumentou nos paises nao
endémicos, como Estados Unidos, Canada, paises da Europa e do Pacifico Ocidental.
Isso se deve principalmente pela mobilidade entre a populacdo da América Latina e o
resto do mundo e, embora menos frequente, se deve também por infec¢des atraves de
transfusdo sanguinea, transmissédo vertical e doacdo de 6rgdos. Dados estatisticos
indicam que somente no ano de 2008 a DC matou mais de 10 mil pessoas, sendo
nesse mesmo ano a soro prevaléncia da DC em criancas entre 0 e 5 anos da ordem de
1/100.000 (MASSAD, 2008; CDC, 2013; WHO, 2013).

A habilidade de T. cruzi para resistir aos radicais livres estéa relacionada
com a presenca de mecanismos mediados pela tripanotiona e enzimas envolvidas na

protecdo contra dano causado por oxidantes, metais pesados e, possivelmente,



51

xenobidticos (FAIRLAMB, CERAMI, 1992). Wilkinson e colaboradores (2000),
mostraram que T. cruzi possui enzimas tripanotiona da familia peroxiredoxina, as quais
sdo expressas na mitocondria e no citosol, e a superexpressao destas, resulta na
resisténcia do parasita a agentes exogenos através da remocao de peroxidos. Durante
a resposta imunoldgica, T. cruzi fica exposto a metabdlitos tdxicos derivados de
oxigénio e nitrogénio, sendo o NO o mais envolvido na morte do parasito (VESPA et al,
1994).

O sal de Angeli (NazN,O3), doador de HNO (nitroxil), foi sintetizado pela
primeira vez pelo quimico italiano Angelo Angeli em 1896. Sua meia vida curta (2-3 min)
lhe confere limitacBes. Porém, a liberacdo de nitrito possui a¢gdes bioldgicas. Devido a
estas caracteristicas e por terem acdo mais prolongada, os doadores de HNO séo
necessarios para caracterizar as acoes fisiolégicas e a toxicidade potencial deste e
fornecer uma plataforma para a terapéutica baseada em HNO (KEMP-HARPER, 2011).

O HNO é a forma reduzida do NO, que além de possuir as mesmas
funcbes, é um agente inotropico cardiaco positivo (responsavel pelo aumento da forca
de contracédo do coracao) (PAOLOCCI et al., 2003; IRVINE et al., 2008) e um protetor
contra lesdo cardiaca de isquemia-reperfusdo (PAGLIARO et al., 2003) além de ser
resistente ao anion superoxido (IRVINE et al., 2008).

HNO é importante por ter uma perspectiva farmacologica e terapéutica
no sistema cardiovascular. Ha varios estudos indicando que o HNO é um farmaco
guase perfeito para o tratamento de faléncias cardiacas (DAl et al, 1985; FEELISCH et
al, 2003; FROEHLICH et al, 2008; LANCEL et al, 2009; PAOLOCCI et al, 2001;

PAOLOCCI et al, 2003; TOCCHETTI et al, 2007). Sendo que a atividade do HNO no



52

tecido cardiaco pode ser resultado de interacbes de grupamentos tidis de proteinas
envolvidas na sinalizacdo de Ca®* (FUKUTO; CARRINGTON, 2011).

Alguns autores relatam que o HNO tem potencial para ser utilizado
preventivamente para evitar lesdo de isquemia e reperfusdo (PAGLIARO et al, 2003) e
também ja foi usado no tratamento de alcoolismo (DeMASTER et al, 1998)

Os grupamentos tidis e metais (tiol e metaloproteina) tém sido
reportados como alvos primarios para o HNO, resultando em oxidacdes reversiveis ou
irreversiveis (FUKUTO; CARRINGTON, 2011).

Protozoarios possuem um sistema redox baseado em grupamentos tidis
0s quais tém papel fundamental na sobrevida desses parasitos. A sintese da molécula
cisteina € a chave no metabolismo de alguns ti6is em tripanossomatideos e
microorganismos anaerébicos. Em tripanossomatideos, a tripanotiona é o sistema
glutationa mais comum e esta envolvido na remocéo de espécies reativas do oxigénio
(MULLER et al, 2003).

Diante destas informacgdes, decidimos investigar o papel do sal de
Angeli’s, doador de HNO, sobre a carga parasitaria, indices hematoldgicos e estresse

oxidativo que ocorre na infec¢ao aguda por T. cruzi.

Materiais e métodos

Animais e reagentes
Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos e fémeas de 6 a 12 semanas
de idade, obtidos do Departamento de Imunologia—CEMIB/UNICAMP, mantidos no

Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina
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em gaiolas coletivas, comportando 5 animais cada. Agua e racdo (NUVITAL, CR1,
Colombo, PR) autoclavadas foram distribuidos “ad libitum”. Nos grupos experimentais e
controles, foram utilizados camundongos aproximadamente da mesma idade. Todos 0s
procedimentos com 0s animais estavam de acordo com as diretrizes do Cddigo
Brasileiro para o Uso de Animais de Laboratério (CEUA/UEL, processo numero
28918.2012.68 e 5492.2012.22).

O sal de Angeli (Na;N,O3; — sodium trioxodinitrate; AS) foi sintetizado e utilizado
como previamente descrito (Smith e Hein, 1960). A estabilidade das solu¢des estoque
preparada em NaOH 10 mM e armazenado a -20°C, foi determinada a partir dos
coeficientes de extingdo a 250 nm (¢ de 8000 M™ cm™ de sal de Angeli’s) (Maragos et
al, 1991). Preparou-se 7 mg (sal de Angeli’'s) / mL (NaOH 10 mM). Foi utilizado
concentracfes de 6 pg, 60 e 60 pg/kg/animal diluido em tampéo fosfato pH 7,2,
preparado diariamente 15 minutos antes do tratamento, devido a sua baixa estabilidade
neste tampé&o. Animais controles (infectados e nao infectados) receberam 100 pL de

PBS pela via intraperitoneal.

Parasita e infeccao

Os animais foram infectados por via intraperitoneal (i.p.), com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (cepa Y), obtidas por puncdo cardiaca de
camundongos Swiss inoculados semanalmente pela via intraperitoneal com 2x10°
formas sanguineas, usadas para a manutencdo de T. cruzi “in vivo”. A Cepa Y de T.
cruzi (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) foi gentilmente cedida pelo Dr. Paulo Araujo, da

Universidade de Campinas, Brasil.
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Parasitemia e taxa de sobrevivéncia

A avaliacdo da concentracdo de parasitos circulantes foi realizada em dias
alternados a partir do terceiro dia de infeccdo, através de contagem em microscopio
optico, do numero de parasitos presentes em 5uL de sangue, coletado da cauda dos
camundongos. Os resultados foram expressos em numero de parasitos/ml de sangue,
conforme descrito por Brener (1962). Em experimento paralelo, a taxa de sobrevida de
camundongos infectados tratados ou ndo com sal de Angeli, foi avaliada por 30 dias

consecutivos.

Coleta de sangue e obtencao de plasma

No 12° dia pos infeccdo, animais controles e experimentais foram anestesiados e
0 sangue coletado por puncédo cardiaca. Foi utilizado acido etilendiaminotetracético
dissédico a 5% (EDTA) como anticoagulante. O plasma foi obtido por centrifugacdo do

sangue total a 1.500 rpm, por 10 min a 4 °C, armazenado a -20 °C até a analise.

Anélise hematologica

Para a realizacdo da analise hematologica, 1,0 mL de sangue de cada
camundongo foi obtido através da puncado cardiaca como descrito anteriormente. Em
todos os experimentos realizados para determinar os parametros hematolégicos dos
animais infectados, consideramos como valores normais, aqueles obtidos com
camundongos Swiss e C57BL/6 nédo infectados mantidos nas mesmas condi¢cdes dos
grupos experimentais (MALVEZI et al.,, 2004). Leucécitos, plaquetas e reticulocitos
foram contados por métodos padréo (LISSI et al, 1986). A dosagem da hemoglobina foi

realizada pelo método da cianometahemoglobina como descrito por Bain (1997). Em



55

cada caso, o plasma foi separado e armazenado a -20 ° C até serem utilizados.
Hematdcritos foram obtidos por microcentrifugacdo de tubos capilares preenchidos com

1/3 de sangue (volume total).

Quantificacdo de NO

No 12° dia pos infeccdo, animais dos grupos controles e experimentais foram
anestesiados e 0 sangue coletado por meio de puncédo cardiaca para obtencédo de
plasma. A concentracdo de NO plasmaético foi determinado por avaliacdo da quantidade
de nitrito como descrito por Panis e colaboradores (2010). O plasma foi centrifugado a
10.000 rpm durante 5 minutos para obtencdo do sobrenadante. Aliquotas de 60 L do
plasma foram desproteinizadas por adicdo de 50 puL de solucdo de ZnSOa4 (75 mM)
(Merck®), seguido de agitacdo por vértex e centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 min.
Posteriormente, 70 pL de solucdo de NaOH (55 mM) (Merck®) foi adicionado em cada
sobrenadante. As amostras foram novamente centrifugadas a 10000 rpm por 5 min. O
sobrenadante final foi diluido em solugéo de tamp&o glicina (45 g/L pH 9,7, Merck®) em
uma proporcao de 5:1. Granulos de cadmio que estavam armazenados em 100 mM de
solucdo de H,SO,; (Merck®) foram lavados 3 vezes em agua destilada estéril e
adicionado a uma solucdo de 5 mM de CuSO4 em tampé&o glicina-NaOH (15 g/L ph 9,7,
Merck®) durante 5 min. Os grénulos de cobre revestidos de cadmio foram usados
dentro de 10 min. O tratamento com cadmio é usado para converter todo o nitrato em
nitrito em amostras biolégicas, proporcionando uma estimativa mais precisa da
guantidade total de NO na amostra original. Granulos ativados (600-1000 mg cada)
foram adicionados ao tampéao glicina, diluido o sobrenadante e suavemente agitados

por 10 min. Aliquotas de 200 pL foram transferidos para tubos de microcentrifuga para
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subsequente determinacao de nitrito. Para cada tubo, o0 mesmo volume de reagente de
Griess foi adicionado (reagente 1: 50 mg de N-naphthylethylenediamine em 250 mL de
agua destilada; reagente 2: 5g de acido sulfanilico em 500 mL de 3M de HCI, Sigma®).
Apo6s a incubacdo de 10 min a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a
10000 rpm por 2 min a 25°C. Por fim, 100 uL de cada tubo foi adicionado em triplicata
em placa de 96 wells. Para determinar a concentracédo de nitrito na amostra, a curva de
calibracdo foi preparada por diluicho de NaNO2 (Merck®) em &gua destilada estéril
para criar concentracdes variando de 125 a 0 pM. Cem microlitros de reagente de
Griess foram adicionados em triplicata nos pocos das trés primeiras colunas da placa
de microtitulagdo. A absorbancia foi lida em leitora padrdo de microplacas (Multiskan

EX, LabSystems®, Minnesota EUA). O resultado final foi expresso em uM de nitrito.

Avaliacdo do estresse oxidativo
Determinac&o do consumo de oxigénio e tempo de inducao (T"%) em eritrécitos
Amostras de sangue de animais dos grupos controles e experimentais no 12° dia
pos infeccdo, foram coletadas e os eritrocitos utilizados para a determinacdo do
estresse oxidativo. Apos trés lavagens com tampdo PBS 10 mM, pH 7,2, o
sobrenadante foi descartado e a “papa” de eritrocitos foi mantida em banho de gelo
durante a realizagdo dos ensaios. O t-BHP (tert butil hidroperoxido) foi utilizado como
indutor do consumo de oxigénio (para céalculo do tempo de inducdo -T"%) (LISSI et al.,
1986). Uma suspensao de eritrocitos a 1% preparada pela adicdo de 30 uL de papa de
hemacias a 3,0 mL de tampao fosfato (10 mM NacCl 0,9%, pH 7,2) foi utilizada para a

determinacdo do consumo de oxigénio. ApGs a incubagédo a 37°C os tubos contendo 3,0
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mL da suspensao a 1% foram transferidos individualmente para uma camara contendo
um eletrodo para medicdo polarografica de oxigénio (oximetro de Clark), mantida a

37°C (BAINY et al, 1996; LISSI et al, 1986)

Quimiluminescénciainduzida por t-BHP

Para a preparacao da suspensao de eritrécitos, 8 uL da papa de eritrocitos foram
suspensos em 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio a 37° C. Para o meio de reagao
(em tubos plasticos mantidos no escuro), 875 uL desta suspensao foi acrescida de 105
ul de tampédo a 37° C e a reacao foi iniciada pela adicdo de 20ul de tert-butil
hidroperoxido 0,6 M. A leitura de quimiluminescéncia foi monitorada durante 20 minutos
em lumindmetro TD-20/20 (Turner Designs), com intervalo de deteccédo de 300 a 620
nm, conectado ao Spreadsheet Interface Software. A temperatura ambiente foi mantida
entre 26 e 28 °C e as reacOes foram iniciadas em sala escura. As curvas de

guimiluminescéncia foram plotadas através do programa Origin 6.0.

Anédlise histopatoldgica

Apos a coleta de sangue no 12° dpi, os animais foram sacrificados e os coragdes
foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10% e processados para analise
histoldgica. Laminas contendo os cortes histologicos com 5 mm de espessura foram
preparadas e coradas por hematoxilina-eosina (HE). O parasitismo cardiaco foi avaliado
por contagem do numero de ninhos de amastigotas/secc¢do de coracao, visualizados ao
percorrer todo o campo Optico (trés cortes histologicos/cada animal), em 400X de
aumento final. Os resultados foram expressos como a média do nimero de ninhos de

amastigotas/seccéao/coracao (PANIS et al, 2010)..
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Cultura de macrofagos

Camundongos C57BL/6 (machos e fémeas) receberam 2,0 mL de Thioglicolato
5% (Difco), via intraperitoneal, cinco dias antes de cada experimento. Apds serem
sacrificados foram borrifados com alcool 70% e levados ao fluxo laminar onde recebiam
aplicacao intraperitoneal de PBS gelado e suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino
(Invitrogen). A seguir o abdémen do animal foi massageado para descolamento das
células e entdo feito uma pequena incisdo com a tesoura e com uma pipeta de Pasteur
esterilizada foi realizada a coleta do material e colocado em tubo de 15 mL e mantido
em banho de gelo. Em seguida o material foi centrifugado sob refrigeracéo a 4° C, por
10 min a 2.000 rpm. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em 3 mL de RPMI suplementado com L-(+)-Glutamine 2 mM
(Acros Organics), Piruvato de S6dio 1 mM (J.T Baker) L-Arginine (Sigma), Vitaminas 0,1
mM (Gibico) Aminoacidos ndo essenciais 0,1 mM (Gibico) Penicilina 200 U/mL (Gibico),
Estreptomicina 100 pg/ 100 mL (Gibico), Gentamicina 40 mg (Neo quimica), Tylosin
0,01 mg/mL (Sigma) e realizado a contagem das células em hemocitbmetro de

Neubauer. Para os experimentos foram utilizados 2,0 x 10> células por poco.
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Tratamento de macréfagos com sal de Angeli e ensaio de invasdo de macroéfagos

Apoés o periodo de adesdo em laminulas, os macréfagos foram tratados
com sal de Angeli nas concentra¢cdes de 15, 30 e 60 uM por 1 hora e a seguir lavados 3
vezes com PBS morno para retirada das substancias. Em seguida, as células foram
infectadas com 1 x 10° formas tripomastigotas de T. cruzi e incubadas por 2 horas para
internalizacdo. Apds, as células foram lavadas 5 vezes para retirada dos parasitos
extracelulares, laminulas foram coradas pelo método de Bouin/Giemsa, montadas em
laminas com Permount para a contagem do numero de parasitos internalizados em 500

células, em aumento de 1.000 vezes em microscoépio optico (Nikon).

Anédlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
estatistico Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo. As diferencas entre os grupos controle e experimentais, como
também os niveis de parasitemia, foram analisados pela analise de variancia ANOVA
seguida do Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey-Kramer, teste de Bonferroni ou

test t-Student ndo pareado, considerando-se p <0,05 como significativo.
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Resultados e Discussao

Efeito do tratamento com sal de Angeli sobre a parasitemia de camundongos
infectados

Nossos dados mostram que camundongos C57BL/6 infectados e tratados com o
farmaco doador de nitroxil (HNO) nas concentracdes de 60 pg e 600 pg/kg/animal,
tiveram uma reducao na carga parasitaria sanguinea no dia 7 pos infeccao (Figura 1B e
1C). Silva e colaboradores (2007), ao tratarem camundongos Swiss com Ruténio
doador de NO, também observaram reducéo da carga parasitaria sanguinea. Em 2010,
Silva e colaboradores, utilizando novos complexos de Ruténio como farmacos doadores
de NO para tratamento de camundongos BALB/C, também observaram diminuicdo na
parasitemia. Em 2009, Silva e colaboradores relataram que a melhora na taxa de
sobrevida dos animais tratados com NO- Ruténio € dose dependente, sendo a
concentracdo de 400-nmol/kg a melhor dose. Pavanelli e colaboradores (2011)
relataram que camundongos BALB/C tratados com NO- Ruténio e infectados com P.
brasilienses apresentaram um aumento na taxa de sobrevida quando comparados com
controles.

Os dados de parasitemia obtidos corroboram com o0s autores acima citados.
Contudo, o tratamento diario com o sal de Angeli, doador de HNO (com funcgéo
semelhante ao NO), provoca um feedback negativo na producédo de NO. Esses dados
foram observados por Colasanti e colaboradores (1995) e por Togashi e colaboradores
(1997), os quais sugerem que o NO tem efeito inibitério na expressao de iINOS. E que o
NO exdgeno exerce esse efeito inibitério sobre expressdo de mRNA para iINOS. NO
exerce um efeito bifasico sobre a transcricdo de INOS. Baixas concentracdes de NO

(tais como os que ocorrem no inicio da estimulacdo dos macrofagos pelas citocinas)
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ativam o NF-kB e aumentam a expressdao de iNOS (feedback positivo). Altas
concentracfes tém o efeito oposto, o0 que pode prevenir a superproducdo de NO.
(UMANSKY et al., 1998; CONNELLY et al.,, 2001). Portanto, carga parasitaria tanto

sanguinea (Figura 1B e 1C) quanto a tecidual (Figura 2) foi reduzida.

Efeito do tratamento com sal de Angeli sobre o parasitismo cardiaco

A Figura 2 mostra o numero de ninhos amastigotas no tecido cardiaco. O
tratamento com sal de Angeli na concentracdo de 60 pg provocou uma reducao
acentuada no numero de ninhos, enquanto que os tratamentos com 6 ug e 600 ug
mostraram tendéncia para reducdo no numero de ninhos, porém estatisticamente nao
foram diferentes dos animais controles infectados e tratados com PBS. Silva e
colaboradores (2007, 2009), relataram a auséncia dos ninhos de amastigotas (nenhum
ninho foi encontrado) no tecido cardiaco de camundongos Swiss infectados e tratados
com NO-Ruténio. Em 2010 os mesmos autores mostraram que o tratamento com novos
compostos de Ruténio reduziram o numero de ninhos de amastigotas em tecido

cardiaco.
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Figura 1. Efeito do tratamento com sal de Angeli (AS) sobre a parasitemia (A) de camundongos
infectados por T. cruzi. Camundongos C57BL/6 foram infectados por T. cruzi cepa Y (5 x 10° formas
tripomastigotas sanguineas) e tratados intraperitonialmente ou nao com AS (6ug, 60 e 600 ug/Kg/animal).
Camundongos controles receberam PBS pela mesma via. Os dados representam a media * erro padrao

de dois experimentos independentes (10 animais/grupo).
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Figura 2. Quantificacdo dos ninhos de amastigotas no tecido cardiaco ap6s 12 dias de infec¢do. Os
dados foram determinados como a média + erro padrdo para trés seccdes do coragdo e sao

representativos de dois experimentos independentes.
Tratamento com sal de Angeli provocou uma queda na producdo de 6xido nitrico
(NO) em camundongos infectados por T. cruzi

Diante dos resultados obtidos, decidimos investigar o efeito do tratamento com
sal de Angeli sobre a producdo de 6xido nitrico (NO) no plasma (Figura 3A) e no
sobrenadante de cultura de macréfagos (Figura 3B). A avaliacdo da producdo de NO
plasmatico e no sobrenadante de cultura revelou que o tratamento com sal de Angeli
nas concentracdes de 60 e 600 pg/Kg/animal provocou uma diminuicdo significativa na
producdo de NO plasmatico (dia 12 pos-infecgcao, Figura 3 A, p < 0.05) e também no
sobrenadante de cultura de macrofagos (24 h) nas concentragdes de 30 uM e 60 uM
(Figura 3B p< 0,05). Entretanto, Pavanelli e colaboradores (2011) mostraram que o
tratamento de camundongos BALB/C com NO-Ruténio e infectados com P. brasiliensis,
apresentaram um aumento na produgdo de NO no 40° dia poés infec¢do. A reducado de

NO observada nos nossos experimentos, sugerem gue o tratamento diario com o sal de
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Angeli, doador de HNO, provoca uma regulacédo negativa na producao de NO. Este tem
efeito inibitorio na expressao de INOS (COLASANTI et al, 1995; TOGASHI et al, 1997).
E a adicdo de NO exdgeno pode exercer esse efeito inibitdrio sobre expressao de
MRNA para iINOS, exercendo um efeito bifasico sobre a transcricdo de INOS

(UMANSKY et al., 1998; CONNELLY et al., 2001).
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Figura 3. O tratamento de camundongos infectados e tratados com sal de Angeli (60 e 600 pg/Kg/animal,
i.p.) provocou uma diminui¢cdo significativa na producdo de NO plasmatico. Os niveis de NO foram
avaliados pela mensuracgédo de niveis de nitrito utilizando o sistema cadmio-cobre seguida pelo método de
Griess. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo de trés animais por grupo, € é
representativo de 2 experimentos independentes. *,** indica significancia (p < 0.05) comparado ao grupo
controle.
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Anélise hematologica

Nossos dados mostram que o tratamento com sal de Angeli ndo alterou a anemia
observada na infeccéo aguda por T. cruzi (Figura 4A e 4B). E conhecido que a infec¢do
em camundongos por T. cruzi € caracterizada pelo crescimento exponencial de
parasitos e desenvolvimento de anemia, em ambas as espécies de animais resistente e
susceptivel e € letal em animais susceptiveis como o Swiss e C57BL/6INOS’/
(MALVEZI et al., 2004; CARDOSO; BRENER, 1980; SAEFTEL et al., 2001). A anemia
observada na fase aguda da infeccdo pode estar relacionada com a producao
excessiva de *NO, resultando em danos severos aos tecidos, incluindo destruicdo de
eritrécitos. A infeccdo por T. cruzi pode estar associada com alteracdes hematologicas
significantes tanto no sangue quanto na medula éssea (MARCONDES et al., 2000).

As figuras 4C e 4D mostram que o tratamento com sal de Angeli reverteu a
trombocitopenia e diminuiu a leucopenia, respectivamente, observada na fase aguda da
infeccdo. Camundongos experimentalmente infectados com diferentes cepas de T. cruzi
apresentam além da anemia, trombocitopenia (CARDOSO; BRENER, 1980) e
leucopenia (MARCONDES et al., 2000). Esses pesquisadores postularam que a anemia
e a trombocitopenia durante a fase aguda da infeccdo, podem ser consequéncia da
supressao dos precursores mieldides. Em pesquisas anteriores realizadas em nosso
laboratério também foi mostrado que a infeccdo por T. cruzi reduz drasticamente o
numero de plaquetas e os leucécitos no sangue dos animais (MALVEZI et al, 2004;
BORGES et al, 2009; TATAKIHARA et al, 2008). A reversdo da trombocitopenia a
niveis normais e a diminuicdo da leucopenia observada com o tratamento, pode estar
relacionada com a reducdo dos niveis de NO plasmatico observado em nossos

experimentos. Ja que Malvezi e colaboradores (2004) mostraram que o tratamento com
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aminoguanidina, bloqueador da INOS, foi habil em melhorar a leucopenia em
camundongos Swiss e C57BL/6. Além disso, a producdo excessiva de *NO pode
resultar em danos severos aos tecidos (SILVA et al., 1995). Por fim, n&do foi observada

alteracdo no numero de reticulécitos (Figura 4E) quando comparados com controles

infectados.
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parametros hematolégicos (Figura 4A - Ht e
Figura 4B - Hb), ndo alterou a anemia observada
em camundongos infectados por T. cruzi . A
trombocitopenia (Figura 4D) e a leucopenia
(Figura 4C) foram revertidas com o tratamento
de 60 e 600 pug. Nao houve alteracdo no nimero
de reticuldcitos quando comparados ao controle
infectado (Figura 4E). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo de cinco
animais por grupo, e é representativo de 2
experimentos independentes, **indica
significancia (p < 0.05) comparado ao grupo

controle infectado.
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Estresse oxidativo em eritrécitos

A anemia observada durante a infeccdo aguda por T.cruzi é geralmente
acompanhada por lipoperoxidacédo dos eritrécitos com a participacdo do NO (MALVEZI
et al., 2004) indicando que os radicais livres resultantes do estresse oxidativo
provocado tanto pelo parasito, quanto pela resposta imunolégica antiparasitaria podem
ter papel importante na geracao da lesao dos eritrécitos.

Os anions superoxidos produzidos durante a infec¢do por T. cruzi também podem
reagir com o NO para formar peroxinitrito (ONOQ") ou, pela reacdo de Fenton, podem
gerar OH®, dois radicais altamente reativos que podem estar associados ao dano
oxidativo nos eritrocitos observado durante a infeccdo experimental em camundongos
C57BL6 e Swiss (MALVEZI et al.,2004). Estes autores também sugerem que nesse
caso, o dano oxidativo no eritrocito pode ser dependente de um balanco entre os niveis

de O,°* e NO* produzidos pelo hospedeiro.

Avaliacdo do consumo de oxigénio e tempo de inducdo (T

O consumo de oxigénio pelos eritrécitos esta diretamente associado com a
susceptibilidade da membrana para sofrer peroxidagéo lipidica induzido por t- BHP (tert-
butil hidroperoxido) e é proporcional ao estresse oxidativo prévio sofrido pelas heméacias
in vivo (BORGES et al, 2009; MALVEZI, et al, 2004; TATAKIHARA et al, 2008) .
Utilizando eletrodo tipo Clark para medir o consumo de oxigénio em eritrocitos,
constatamos um consumo significativamente maior (p<0,05) pelos animais infectados
por T. cruzi quando comparados com o0s animais ndo infectados (Figura 5A). O
tratamento com sal de Angeli nas concentracdes de 60 e 600 pg/kg/animal, diminuiu

significativamente o consumo de oxigénio.
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O tempo de inducdo (T™), calculado a partir dos dados do oximetro, esta
diretamente relacionado com a capacidade antioxidante intraeritrocitaria. Durante a
infeccdo por T. cruzi o tempo de inducdo foi significativamente menor nos
camundongos infectados quando comparado ao grupo normal (Figura 5B).

No tratamento dos animais infectados e tratados com sal de Angeli nas
concentracfes de 60 e 600 pg/kg/animal observou-se um aumento do tempo de
inducdo quando comparado ao grupo infectado sem tratamento. Corroborando os
dados de Consumo de O,.

A diminuicdo do consumo de oxigénio e o aumento do T™ indica que o
tratamento com o sal de Angeli acarreta uma melhora do estresse oxidativo sistémico.

Malvezi e colaboradores (2004), observaram que a infecgéo por T. cruzi levou ao
aumento do estresse oxidativo sistémico, avaliado pelo aumento consumo de oxigénio
e diminuicdo do tempo de inducdo. Adicionalmente, Tatakihara e colaboradores (2008),
verificaram que o tratamento com bloqueadores de COX-1 e COX-2 em animais
C57BL/6 infectados por T. cruzi apresentaram melhora nos niveis indicadores de
estresse oxidativo, os mesmos resultados foram observados por Borges e

colaboradores (2009), quando utilizado o NDGA, bloqueador da 5-lipoxigenase.



69

A
100 ns > 0,05
o]
T
S
[ ok
E *%*
£ 601
o
T
[} .
L 40
@)
£
> -
72 20
e
o
© 0
Normal PBS 6ug 60ug 600ug
Infectado
B
400-
=)
(] - -
< 3004
o
(T
On
>
2 200-
(D)
©
a
£ 100
(8]
|_
0

Normal PBS 6ug 60ug 600ug

Infectado

Figura 5. Estresse oxidativo em eritr6citos durante a infec¢cdo por T. cruzi. Os graficos mostram o
consumo de oxigénio (A) e o tempo de inducdo T (B) induzido pelo t-BHP em eritrocitos de
camundongos C57BL/6 normais e infectados com 5x10° formas tripomastigotas de T cruzi (12° dia de
infeccéo), tratados ou ndo com sal de Angeli (6, 60 e 600 pg) 15 min pés infeccdo e diariamente durante
12 dias. Os dados representam a média + SE e séo representativos de dois experimentos independentes
utilizando 5 animais por grupo. ** Significativamente diferente (p < 0,05) quando comparado com o grupo
normal.
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Avaliacdo do estresse oxidativo em eritrécitos por quimiluminescéncia (QL)
iniciada por tert-butil hidroperéxido

A Figura 6 mostra o perfil das curvas de QL em eritrocitos de camundongos
C57BL/6 durante a infeccdo por T. cruzi tratados com sal de Angeli. O grupo tratado
com 60 pg de sal de Angeli mostrou menor lipoperoxidacdo quando comparado ao
grupo controle infectado néo tratado. Ja o tratamento com 6 pg/kg/animal néo alterou a
lipoperoxidacdo. Surpreendentemente o tratamento com 600 pg/kg/animal foi
semelhante ao controle infectado ndo tratado. Isso se deve provavelmente a alta
sensibilidade da metodologia de quimiluminescéncia (QL) em detectar lipoperoxidacao
provocado pela alta concentracdo de HNO.

A QL induzida por t-BHP foi usada para determinar a integridade das defesas
ndo oxidantes e o0s niveis de lipoperoxidacdo nos eritrocitos de camundongos
infectados por T. cruzi. Altos picos de quimiluminescéncia estdo associados a dano
oxidativo prévio ao tecido. No caso da lipoperoxidacdo nos eritrécitos durante a
infeccdo por T. cruzi, os picos sdo elevados e a quimiluminescéncia € de alta emissao.
Este teste baseia-se na suposicdo de que o aumento da QL é diretamente proporcional
ao aumento do estresse oxidativo sofrido pelos eritrocitos, induzindo o consumo das
defesas antioxidantes com a formacao de lipoperéxidos, resultando num aumento de
emisséo de fotons (SITOZHEVSKY et al, 1997; CASADO et al, 2007).

Em pesquisas anteriores realizadas em nosso laboratorio foi observado que a
infeccdo por T. cruzi na fase aguda, provocou aumento de emissao fotons, sugerindo
gue a infeccdo leva ao consumo das reservas antioxidantes nos eritrécitos. O

tratamento com inibidores de COX-1 e de COX-2 e 5-lipoxigenase em camundongos
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C57BL/6, melhorou o estresse oxidativo induzido pela infeccdo. (BORGES et al, 2009;

TATAKIHARA et al, 2008).
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Figura 6. Quimiluminescéncia iniciada por terc-butil hidroperoxido (t-BHPg em eritrécitos. Os grupos de
camundongos sdo: grupo controle normal (controle); infectado com 5x10” formas tripomastigotas de T.
cruzi (12 dias pos infeccao) e infectado e tratado com sal de Angeli (6, 60 e 600 pg/Kg/animal, i.p.). Os
dados representam a media + erro padrdo de dois experimentos utilizando 5 animais por grupo e foram
comparados pelo teste de comparagdo de Tukey—Kramer e ANOVA. *p < 0.05 comparados com grupo
infectado.
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indice de internalizacdo de T. cruzi em macrofagos

Nossos dados mostram que o tratamento de macrofagos de camundongos
C57BL/6 com sal de Angeli na concentracédo de 30 uM e 60 UM provocou uma reducao
no indice de internalizacdo de T. cruzi (Figura 7).

Silva e colaboradores (2010), verificaram que células Vero infectadas por T. cruzi
e a seguir tratadas com novos complexos de ruténio, apresentaram reducao das formas
amastigotas, sendo estes compostos capazes de eliminar os parasitos e também levou
a reducéo do numero de células infectadas.

Pesquisa em nosso laboratorio realizado por Malvezi e colaboradores (2014a),
também mostrou a reducdo dos indices de internalizacdo de T.cruzi em macréfagos de
camundongos BALB/C tratados com ASA. Além disso, foi mostrado que o tratamento de
células cardiacas com inibidores de COX-1 e COX-2 provocou uma reducdo nos indices

de internalizacdo de T. cruzi (MALVEZI et al 2014b).
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Figura 7. indice de internalizac&o. 2x10° macréfagos obtidos de camundongos C57BL/6 previamente
inoculados com 1 mL de tioglicolato 5%, foram semeados em placa de cultura de 24 pocos contendo
laminulas redondas. As culturas em triplicatas foram mantidas por 24 h a 37°C em CO, para adesao das
células. Em seguida as culturas foram lavadas exaustivamente com PBS morno para remocao das
células ndo aderentes. Logo em seguida, as culturas foram tratadas com sal de Angeli nas concentracdes
de 15 pM, 30 uM e 60 uM e mantidas por 1 hora a 37°C em atmosfera rica em CO,. A seguir, as culturas
eram lavadas por 3 vezes com PBS morno e incubadas na presenca de 1x10° formas tripomastigotas de
cultura celular de T. cruzi (cepa Y, razdo 5:1). 2 horas depois, as culturas de macréfagos foram
submetidas ao processo de lavagem com PBS morno (3x). Depois das lavagens, as laminulas eram
cuidadosamente removidas, colocadas para secar. Apés a secagem, as laminulas foram coradas pelo
método de Bouin/Giemsa, montadas com Permount (Fisher Scientific) e analisadas por microscopia
Optica (microcopio Olympus, aumento final de 1000x). O indice de internalizacdo foi calculado com base
na contagem de 500 células/laminula segundo a férmula: (nimero de células infectadas/nimero total de
céulas)x(nimero total de T. cruzi/numero de células infectadas).
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Efeito do tratamento diario com sal de Angeli’s na liberagao de formas
tripomastigotas no meio de cultura

O tratamento com sal de Angeli nas concentracdes de 30 e 60 UM provocou uma
reducéo significativa na liberacdo das formas tripomastigotas. E esta liberacéo foi dose
dependente. Ja o tratamento com 15 puM foi insuficiente para provocar uma reducéo na
liberacdo. Essa reducdo ja tinha sido observada por outros pesquisadores ao utilizarem
inibidores de COX in vitro (MICHELIN, 2005; ABDALLA et al, 2008). Recentemente
nosso grupo de pesquisa mostrou que o tratamento diario de macrofagos com ASA,
diminuiu a liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (Cepa Y) no meio de cultura

(MALVEZI et al, 2014).
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Figura 8. Efeito do sal de Angeli sobre a liberacao de T. cruzi de macrofagos infectados. As células foram
infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi e tratadas diariamente com sal de Angeli nas
concentracdes de 15, 30 e 60 uM; apés 4 dias de tratamento, as formas tripomastigotas liberadas no
sobrenadante foram contadas até o dia 7 pos infeccdo. Os resultados sdo a média * erro padréo para
determinacdes em triplicata e sdo representativos de dois experimentos independentes.
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O tratamento com sal de Angeli reduziu os niveis de IL-10 no sobrenadante de
cultura de macrofagos

O tratamento de macréfagos de camundongos C57BL/6 com sal de Angeli’s nas
concentracOes de 15, 30 e 60 puM, foi capaz de reduzir significativamente a producao de
IL-10 no sobrenadante de cultura apdés 24 h de infeccdo por T. cruzi em relacdo ao
controle infectado. Porém, na concentracdo de 15 pM foi observado uma producéo
significantemente maior em relacdo as concentracdes de 30 e 60 puM. No entanto,
Zarpelon e colaboradores (2013), relataram que HNO provocou uma reduc¢éo nos niveis

de IL-18 e TNF-o ap6s indugdo com carragenina em ratos Wistar.
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Figura 9. Producéo de IL-10 em sobrenadante de cultura de macréfagos. 2x10° macréfagos obtidos de
camundongos C57BL/6 previamente inoculados com 1 mL de tioglicolato 5%, foram semeados em placa
de cultura de 48 pocos. As culturas em triplicatas foram mantidas por 24 h a 37°C em CO, para adeséo
das células. Em seguida as culturas foram lavadas exaustivamente com PBS morno para remocao das
células ndo aderentes. Logo em seguida, as culturas foram tratadas sal de Angeli nas concentracdes de
15 pM, 30 pM e 60 pM e mantidas por 1 hora a 37°C em atmosfera rica em CO,. A seguir, as culturas
eram lavadas por 3 vezes com PBS morno e incubadas na presenca de 1x10° formas tripomastigotas de
cultura celular de T. cruzi (cepa Y, razdo 5:1). 2 horas depois, as culturas de macréfagos foram
submetidas ao processo de lavagem com PBS morno (3x) para retirada dos parasitos. E incubados 24h
para coleta do sobrenadante para andlise. Os resultados sdo a média + erro padrdo para determinacdes
em triplicata e séo representativos de dois experimentos independentes.
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Conclusoes

1)

2)

3)

4)

5)

O tratamento de camundongos C57BL/6 ‘in vivo’ com sal de Angeli (doador de
HNO) na concentracdo de 60 pg reduziu significativamente a parasitemia e o

namero de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco;

Houve uma reducdo na producdo de NO tanto ‘in vivo’ quanto ‘in vitro’ nos
tratamentos com sal de Angeli. Isso provavelmente devido a regulacdo negativa

da enzima iNOS;

O tratamento com sal de Angeli ndo foi capaz de reverter a anemia observada
durante a fase aguda da infec¢éo por T. cruzi. Contudo melhorou a leucopenia e

a trombocitopenia provocada pela infeccao;

Os niveis de peroxidacdo das membranas dos eritrécitos foram reduzidos com o
tratamento por sal de Angeli, observado pela reducdo do consumo de oxigénio e
pelo aumento do tempo de indugéo (T™). Também foi observado uma diminuicéo

na emissao de fétons na QL na concentracdo de 60 ug;

O tratamento com sal de Angeli também provocou uma diminui¢cdo no indice de
internalizacdo de T. cruzi em macréfagos e foi capaz de diminuir a saida de
formas tripomastigotas no meio de cultura, juntamente com a redu¢ao nos niveis
de IL-10 nas concentracbes de 30 e 60 pM. Surpreendentemente na
concentracdo de 15 pM houve uma diminuicao de IL-10 sem, contudo reduzir a

entrada e saida de formas tripomastigotas.



77

Referéncias

ABDALLA, G.K, FARIA, G.E.L., SILVA, K.T., CASTRO, E.C.C., REIS, M.A., MICHELIN,
M.A. Trypanosoma cruzi: the role of PGE; in immune response during the acute phase of
experimental infection. Exp. Parasitol. 118: 514-521, 2008.

ANDRADE, Z.A. Patologia da Doenca de Chagas. In: BRENER, Z., ANDRADE, Z.A,,
BARRAL-NETO, M. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas. 2. ed., Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, cap. 12, p. 200-230, 2000.

ANNING, B.P., COLES, B.; MORTON, J.; WANG, H.; UDDIN, J.; MORROW, D.J;
DEY,K.S.; MARNETT,J; et al. Nitric oxide deficiency promotes vascular side effects of
cyclooxygenage inhibitors. Blood. 108,4059-4062, 2006.

BAIN, B.J. Células Sanguineas: Um guia pratico, 2° Ed., Porto Alegre, Artes Médicas,
1997.

BAINY, A.C.D., SAITO, E., CARVALHO,P.S.M., JUNQUEIRA, V.B.C. Oxidative stress in
gill, erythrocites, liver and kidney of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) from a polluted
site. Aquatic Toxology: 34, 151-162, 1996.

BORGES, C.L., CECCHINI, R., TATAKIHARA, V.L.H., MALVEZI, A.D., YAMADA-
OGATTA, S.F., RIZZO, L.V., PINGE-FILHO, P. 5-Lipoxygenase plays a role in the
control of parasite burden and contributes to oxidative damage of erythrocytes in murine
Chagas’ disease. Immunology Letters. 123: 38-45, 2009.

BRENER Z. Therapeutic activity and criterion of cure on mice experimentally infected
with Trypanosoma cruzi. Rev Inst Med Trop S&o Paulo 4: 389-396, 1962.

BURLEIGH, B.A., ANDREWS, N.W. The mechanisms of Trypanosoma cruzi invasion of
mammalian cells. Rev. Microbiol. 49: 175, 1995.

BUTLER, A.R.; WILLIAMS, D.L.H. The physiological role of nitric oxide. Chem. Soc.
Rev. 22,233-241, 1993.

CARDOSO, J. E.; BRENER, Z. Hematological changes in mice experimentally infected
with Trypanosoma cruzi. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 75: 97-104, 1980.

CASADO, M.F., CECCHINI, A.L., SIMAO, A.N.C., OLIVEIRA, R.D., CECCHINI, R. Free
radical-mediated pre-hemolytic injury in human red blood cells subjected to lead acetate
as evaluated by chemiluminescence. Food and Chemical Toxicology. 45: 945-952,
2007.

CHAGAS, C. Nova tripanossomiase humana. Estudos sobre a morfologia e ciclo
evolutivo do Schizotrypanum cruzi n.gen., s.sp. agente etiolégico de uma nova entidade
mérbida do homem. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 1: 159-218, 1909.



78

CDC, Centers for Disease Control and Prevention. American Trypanosomiasis:
Epidemiology & Risk Factors. 2013. Disponivel em:
<http://www.cdc.gov/parasites/chagas/epi.htm|> Acesso em 04 dez. 2013.

COLASANTI, M.T., PERSICHINI, M., MENEGAZZI, S., MARIOTTO, E., GIORDANO,
C.M.,CALDARERA, V., SOGOS, G.M., LAURO, and H. SUZUKI. Induction of nitric oxide
synthase mMRNA expression: suppression by exogenous nitric oxide. J. Biol.Ch em.
270:26731. 1995.

CONNELLY, L., PALACIOS-CALLENDER, M., AMEIXA, C., MONCADA, S., HOBBS,
A.J. Biphasic regulation of NF-kB activity underlies the pro- and anti-inflammatory
actions of nitric oxide. J. Immunol. 166: 3873-3881, 2001.

DAI, T., TIAN, Y., TOCHETTI, G., KATOR, T., MURPHY, A.M., KASS, D.A,
PAOLOCCI, N., GAO, W.D. Nitroxyl increases force development in rat cardiac muscle.
J. Physiol. 580, 951-960, 2007.

DeMASTER, E.G., REDFERN, B., NAGASAWA, H.T. Mechanisms of inhibition of
aldehyde dehydrogenase by nitroxyl, the active metabolite of alcohol deterrent agent
cyanamide. Biochem Pharmacol. 55:2007-2015, 1998.

FAIRLAMB, A.H.; CERAMI, A. Metabolism and functions of trypanothione in the
kinetoplastida. Ann. Rev. Microbiol. 46: 695-729, 1992.

FEELISH, M. Ntroxyl gets to the heart of the matter. Proc Natl Acad SCI USA. 100,
4978-4980, 2003.

FROEHLICH, J.P., MAHANEY, J.E., KECELI, G., PAVLOS, C.M., GOLDSTEIN, R.,
REDWOOD, A.J., SUMBILLA, C., LEE D.l.,, TOCCHETTI, C.G., KASS, D.A,
PAOLOCCI, N., TOSCANO, J.P. Phospholamban thiols play a central role in activation
of the cardiac muscle sarcoplasmic reticulum calcium pump by nitroxyl . Biochemistry,
47, 13150-13152, 2008.

FUKUTO, J.M.; CARRINGTON, J. HNO signaling mechanisms. Antioxidants & Redox
Sinaling. 14:9, 2011.

IRVINE, J.D.; RITCHIE, D.H.; FAVALORA, J.L.; ANDREWS, K.L.; et al. Nitroxyl (HNO):
the cinderella of the nitric oxide story. Trends Pharmacol. Sci. 29: 601-608, 2008.

KEMP-HARPER, B.K. Nitroxyl (HNO): A novel redox signaling molecule. Antioxidants &
Redox Signaling. 14 (9): 1609-1613, 2011.

KIERSZENBAUM, F. et al. Phagocytosis: a defense mechanism against infection with
Trypanosoma cruzi. J. Immunol. 112, 1839-1844, 1974.

LISSI, E.R., FRANSJ. C., FERNANDES, V., VIDELA, L.A. Effects of antioxidants and
haemoglobin status on the t-butyl hydeoperoxide induced oxygen uptake by red blood
cells. Cell Biochem. Funct, 4: 447- 454, 1986.


http://www.cdc.gov/parasites/chagas/index.html
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/epi.html

79

MARCONDES, M. C. G.; BORELLI, P.; YOSHIDA, N.; RUSSO, M. Acute Trypanosoma
cruzi infection is associated with anemia, thrombocytopenia, leukopenia, and bone
marrow hypoplasia: reversal by nifurtimox treatment. Microbes Infect., 2: 347-352, 2000.

MALVEZI, A.D., CECCHINI, R., SOUZA, F., TADOKORO, C.E., RIZZO, L.V., PINGE-
FILHO, P. Involvement of nitric oxide (NO) and TNF-a in the oxidative stress associated
with anemia in experimental Trypanosoma cruzi infection. Immunol. Med. Microb. 41.:
69-77, 2004.

MALVEZI, A.D., SILVA, R. V., PANIS, C., YAMAUCHI, L.M., LOVO-MARTINS, M. 1.,
ZANLUQUI, N. G., TATAKIHARA, V. L. H., RIZZO, L. V., VERRI JR, W. A., MARTINS-
PINGE, M. C., YAMADA-OGATTA, S. F., PINGE-FILHO, P. Aspirin modulates innate
inflammatory response and inhibits the entry of Trypanosoma cruzi in mouse peritoneal
macrophages. Mediators of Inflammation, 20142

MALVEZI, A.D., PANIS, C., SILVA, R.V., FREITAS, R. C., LOVO-MARTINS, M. I.,
TATAKIHARA, V. L. H., ZANLUQUI, N. G., NETO, E. C., GOLDENBERG, S.,
BORDIGNON, J., YAMADA-OGATTA, S.F., MARTINS-PINGE, M. C., CECCHINI, R.,
PINGE-FILHO, P. Inhibition of cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 impairs
Trypanosoma cruzi entry into cardiac cells and promotes differential modulation of the
inflammatory response. Antimicrob. Agents Chemother. 58(10):6157, 2014°.

MARAGOS, C.M., MORLEY, D., WINK, D.A., DUNAMS, T.M., SAAVEDRA,
J.E.,HOFFMA, A., BOVE, A.A., ISAAC, L., HRABIE, J.A., KEEFER, L.K. Complexes of
NO with nucleophiles as agents for the controlled biological release of nitric oxide.
Vasorelanat effects. J. Med. Chem., 34, 3242-3247, 1991.MASSAD, E. The elimination
of Chagas' disease from Brazil. Epidemiol. Infect. 136(9):1153-64. 2008.

MICHELIN, M.A., SILVA, J.S., CUNHA, F.Q.C. Inducible cyclooxygenase released
prostaglandin mediates immunosuppression in acute phase of experimental
Trypanosoma cruzi infection. Exp. Parasitol., 111: 71-79, 2005.

MULLER, S., LIEBAU, E., WALTER, R.D., KRAUTH-SIEGEL, R.L. Thiol-based redox
metabolism of protozoan parasites. Trends Parasitol. 19: 320-8, 2003.

PAGLIARO, P., MANCARDI, D., RASTALDO, R., PENNA, C., GATTULLO, D.,
MIRANDA, K.M., FEELISCH, M., WINK, D.A., KASS, D.A., PAOLOOCI, N. Nitroxyl
affords thiol-sensitive myocardial protective effects akin to early preconditioning. Free
Radic. Biol. Med. 34, 33-43, 2003.

PANIS, C., MAZZUCO, T.L., COSTA, C.Z.F., VICTORINO, V.J., TATAKIHARA, V.L.H.,
YAMAUCHI, L.M., YAMADA-OGATA, S.F., CECCHINI, R., RI1ZZO, L.V., PINGE-FILHO,
P. Trypanosoma cruzi: Effect of the absence of 5-lipoxygenase (5-LO)-derived
leukotrienes on levels of cytokines, nitric oxide and INOS expression in cardiac tissue in
the acute phase of infection in mice. Experimental Parasitology, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Massad%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18053273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=massad%20e%2C%202008%20The%20elimination%20of%20Chagas%E2%80%99%20disease%20from%20Brazil

80

PAOLOCCI, N.; KATORI, T.; CHAMPION, H.C.; ST. JOHN, M.E.; et al. Positive
inotropic and lusitropic effects of HNO/NO™ in failing hearts: independence from 3-
adrenergic signaling. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100,5537-5542, 2003.

PAVANELLI, W.R., SILVA, J.J.N., PANIS, C., CUNHA, T.M., COSTA, I.C., MENEZES,
M.C.N.D., OLIVEIRA, F.J.A.,, LOPES, L.G.F.,, CECCHINI, R., CUNHA, F.Q.,
WATANABE, M.A.E., ITANO, E.N. Experimental chemotherapy in
Paracoccidioidomycosis using Ruthenium NO donor. Mycopathologia, 172, 95-107,
2011.

RASSI, A. Jr.; RASSI, A.; MARCONDES DE REZENDE, J. American trypanosomiasis
(chagas disease). Infect. Dis. Clin. North. Am. (2):275-91, 2012.

ROGGERO, E., PEREZ, A.R., TAMAE-KAKAZU, M., PIAZZON, |., NEPOMNASCHY, I.,
BESEDOVSKY, H.O., BOTTASSO, O.A., DEL REY, A., Endogenous glucocorticoids
cause thymus atrophy but are protective during acute Trypanosoma cruzi infection
Journal of Endocrinology 190, 495-503, 2006.

SAEFTEL, M., FLEISCHER, B. and HOERAUF, A. Stage-dependent role of nitric oxide
in control of Trypanosoma cruzi infection.Infect. Immun. 69, 2252—-2259, 2001.

SILVA JS, VESPA GNR, CARDOSO MAG, et al. Tumor necrosis factor alpha mediates
resistance to Trypanosoma cruzi infection in mice by inducing nitric oxide production in
infected gamma interferon-activated macrophages. Infect Immun., 63:4862— 4867,
1995.

SILVA LHP; NUSSENZWEIG V. Sobre uma cepa de Trypanosoma cruzi altamente
virulenta para o camundongo branco. Folha Clin Biol 20: 191-207, 1953.

SILVA, J.J.N., OSAKABE,A.L., PAVANELLI, W.R., SILVA,J.S., FRANCO,D.W. In Vitro
and in Vivo Antiproliferative and Trypanocidal Activities of Ruthenium NO Donors. Br. J.
Pharmacol. V.152. p.112-121, 2007.

SILVA, J,J.N., PAVANELLI, W.R., PEREIRA, J.C.M., SILVA,J.S., FRANCO, D.W.
Experimental chemotherapy against Trypanosoma cruzi infection using ruthenium nitric
oxide donors. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 4414-4421, 2009.

SILVA, J,J.N., GUEDES, P.M.M., ZOTTIS, A., BALLIANO, T.L., SILVA, F.O.N., LOPES,
L.G.F., ELLENA, J., OLIVA, G., ANDRICOPULO, A.D., FRANCO, D.W., SILVAJ.S.
Novel ruthenium complexes as potencial drugs for Chaga’s disease: enzyme inhibition
and in vitro/in vivo trypanocidal activity. Brit. J. Pharmacol. 160, 260-269, 2010.

SITOZHEVSKY, A.V., HAVALKIN, LV., IVANOV, V.V., KONDAKOVA, L.V. Kinetcs of
tert-Butyl hydroperoxide decomposition in erythrocyte suspencion. Membr. Cell. Biol. 11:
487-495, 1997.

SMITH, P.A.S., HEIN, G.E.The alleged role of nitroxyl in certain reactions of aldehydes
and alkylhalides. J.Am.Chem.Soc. 82, 5731-5746, 1960.



81

STEINER, M.; VANCURA, S. Asymetrical loss of sialic acid from membrane
glycoprotein during platelet aging. Trhomb. Res., 40: 465-471; 1985.

TATAKIHARA, V. L. H.,, BORGES, C. L., MALVEZI, A. D. GRACA-DE-SOUZA, V. K.,
YAMADA-OGATTA, S. F.; RIZZO, L. V. CECCHINI, R.; PINGE-FILHO, P. Effects of
cyclooxygenase inhibitors on parasite burden, anemia and oxidative stress in murine
Trypanosoma cruzi infection. FEMS Immunol Med. Microbiol. 52:47-58, 2008.

TRIBULATTI, M.V., MUCCI, J.,, VAN ROOIJEN, N., LEGUIZAMON, M.S.,
CAMPETELLA, O. The trans-sialidase from Trypanosoma cruzi induces
thrombocytopenia during acute Chagas’ disease by reducing the platelet sialic Acid
contents. Infect. Immunol., 73: 201-207, 2005.

TOGASHI,H.M., SASAKI, E., FROHMAN, E., TAIRA, R.R., RATAN, T.M., DAWSON,
V.L. Neuronal (type 1) nitric oxide synthase regulates nuclear factor kB activity and
immunologic (type II) nitric oxide synthase expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:
2676, 1997.

UMANSKY, V., HEHNER, S.P., DUMONT, A., HOFMANN, T.G., SCHIMMACHER, V.,
DROGE, W., SCHMITZ, M.L. Co-stimulatory effect of nitric oxide on endothelial NF-kB
implies a physiological self-amplifying mechanism. Eur. J. Immunol. 28: 2276—-2282,
1998.

VELAZQUEZ, C.A.; CHEN, Q.H.; CITRO,M.L.; KEEFER, L.K.; KNAUS, E.E. Second-
generation aspirin and indomethacin prodrugs possessing an O-? (acetoxymethyl)-1-(2-
carboxypyrrolidin-1-yl)diazenium-1,2-diolate nitric oxide donor moiet: design, synthesis,
biological evaluation, and nitric oxide release studies. J. Med. Chem. 51,1954-1961,
2008.

VIEIRA, M. et al. Cellular signaling during the macrophage invasion by Trypanosoma
cruzi. Histochem. Cell Biol. 118, 491-500, 2002.

WILKINSON, S.R., TEMPERTON, N.J., MONDRAGON, A., KELLY, J.M. Distinct
mitochondrial and cytosolic enzymes mediate Trypanothione-dependent peroxide
metabolism in Trypanosoma cruzi. J. Biol. Chemis. 275, 8220-8225, 2000.

WHO, World Health Organization. Chagas disease (American trypanosomiasis). 2013.
Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/> Acesso em 04
dez. 2013.


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/

82

7. REFERENCIAS

ABRAHAMSOHN, I. A.; COFFMAN, R. L. Cytokine and nitric oxide regulation of the
immunosuppression in Trypanosoma cruzi infection. J. Immunol. 155: 3955-3963,
1995.

ABRAHAMSOHN, I. A.; Cytokines in innate and acquired immunity to Trypanosoma
cruzi infection. Braz. J. Med. Biol. Res. 31: 177-121, 1998.

ANDRADE, S.G.; RASSI, A.; MAGALHAES, J.B.; FERRIOLLI FILHO,F.; LUQUETT],
A.O. Specific chemotherapy of Chagas Disease: a comparison between the response in
patients and experimental animals inoculated with the same strains. Trans R Soc Trop
Med Hyg 86: 624-626. 1992.

ANDRADE, ZA.; ANDRADE, SG. Patologia. In T. cruzi e Doenca de Chagas (Brener, Z.;
Andrade, Z.A., eds), pp. 199-248, Editora Guanabara Koogan S.A., Rio de Janeiro,
1979.

ANDREI, D.; SALMON, D.J.; DONZELLI, S.; WAHAB, A.; KLOSE, J.R.; CITRO, M.L,;
SAAVEDRA, E.; WINK, D.A.; MIRANDA, K.M.; KEEFER, L.K. Dual Mechanisms of HNO
Generation by a Nitroxyl Prodrug of the Diazeniumdiolate (NONOate) Class.
J.Am.Chem.Soc.132, 16526-16532, 2010.

ANDREWS, N. W. Living dangerously: how Trypanosoma cruzi uses lysosomes to get
inside host cells, and then escapes into the cytoplasm. Biol. Res. 26: 65-67, 1995.

ANNING, B.P., COLES, B.; MORTON, J.; WANG, H.; UDDIN, J.; MORROW, D.J;
DEY,K.S.; MARNETT,J; et al. Nitric oxide deficiency promotes vascular side effects of
cyclooxygenage inhibitors. Blood. 108,4059-4062, 2006.

BAIN, B.J. Células Sanguineas: Um guia pratico, 2° Ed., Porto Alegre, Artes Médicas,
1997.

BAINY, A.C.D.; SAITO, E.; CARVALHO,P.S.M.; JUNQUEIRA, V.B.C. Oxidative stress in
gill, erythrocites, liver and kidney of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) from a polluted
site. Aquatic Toxology: 34, 151-162, 1996.

BARTBERGER MD, LIU W, FORD E, MIRANDA K, SWITZER CH, AND FUKUTO JM.
The reduction potential of nitric oxide (NO) and it importance to NO biochemistry. Proc
Natl Acad Sci USA 99: 10958-10963, 2002.

BOCEDI,A.; GRADONI,L.; MENEGATTI, E.; ASCENZI,P. Kinetics of parasite cysteine
proteinase inativation by NO-donors. Biochemical and biophysical research
communications. 315(3):710-8, 2004.

BOTTING R., AYOUB, S.S. COX-3 and the mechanism of action of
paracetamol/acetaminophen. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids, 72: 85-87,
2005.



83

BRENER, Z. Therapeutic activity and criterion fo cure onmice experimentally infected
with T. cruzi . Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo, 4:389-396, 1962.

BRENER, Z. Biology of Trypanosoma cruzi. Rev. Microbiol. 27: 347-382, 1973.

BULLEN, M.L.; MILLER, A.A.; ANDREWS, K.L.; IRVINE, J.C.; RITCHIE, R. H.; SOBEY,
C.G.; KEMP-HARPER, B.K. Nitroxyl (HNO) as a vasoprotective signaling molecule.
Antioxid Redox Signal14(9), 1675-1687, 2011.

BURGAUD, J.L.; RIFFAUD, J.P.; DEL SOLDATO, P. Nitric-oxide releasing molecules: a
new class of drugs with several major indications. Current Pharma Design. 8:201-
2013, 2002.

BURLEIGH, B. A; ANDREWS, N. W. The mechanisms of Trypanosoma cruzi invasion of
mammalian cells. Rev. Microbiol. 49: 175, 1995.

BUTLER, A.R.; WILLIAMS, D.L.H. The physiological role of nitric oxide. Chem. Soc.
Rev. 22,233-241, 1993.

CABEZA-MECKERT, P.; LAGUENS, R. Modelos experimentais. In: Enfermedad de
Chagas. Bueno Aires: Doyma, cap. 9,129-140, 1994.

CANCADOQO, J. R. Terapéutica especifica. In: Dias, J. C. P. & Coura, J. R. (Eds) Clinica
e Terapéutica da doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, p. 323-352,
1997.

CARDONI, R. L.; ANTUNEZ, M. I. Circulating levels of cyclooxygenase metabolites in
experimental Trypanosoma cruzi infections. Med of inflam. 13(4): 235-240, 2004.

CARDOSO, J. E.; BRENER, Z. Hematological changes in mice experimentally infected
with Trypanosoma cruzi. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 75: 97-104, 1980.

CARINI, M., ALDINI, G., ORIOLI, M., PICCOLI, A., ROSSONI, G., FACINO, R. M. Nitric
oxide release and distribution of nitroaspirin (NCX 4016) in the rat. Life Sci. 74: 3291-
3305, 2004.

CDC, Centers for Disease Control and Prevention. American Trypanosomiasis:
Epidemiology & Risk Factors. 2013. Disponivel em:
<http://www.cdc.gov/parasites/chagas/epi.html> Acesso em 04 dez. 2013.

CECCHINI, R. Depressédo da atividade do sistema metabolizador de drogas
microssomal hepético, dependente do citocromo P450, no decurso da infeccao
aguda de camundongos pelo Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi cepa CL.
1987. Tese de Doutorado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sao Paulo.

CERECETTO, H., GONZALEZ, M. Anti-T. cruzi agents: our experience in the evaluation
of more than five hundred compounds. Mini Rev. Med. Chem. 8: 1355-1383, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nitroxyl+(HNO)+as+a+vasoprotective+signaling+molecule.+14(9)%2C+1675-1687%2C+2011.
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/index.html
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/epi.html

84

CHAGAS, C. Nova tripanossomiase humana. Estudos sobre a morfologia e ciclo
evolutivo do Schizotrypanum cruzi n.gen., s.sp. agente etiolégico de uma nova entidade
morbida do homem. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 1: 159-218, 1909.

COSTA, F., FRANCHIN, G., PEREIRA-CHIOCCOLA, V. L., RIBEIRAO, M.
SCHENKMAN, S.; RODRIGUES, M.M. Immunization with a plasmid DNA containing the
gene of trans-sialidase reduces Trypanosoma cruzi infection in mice. Vaccine, 16:768-
774,1998.

COURA, J.R., CASTRO, S.L. A critical rewiew on Chagas disease chemotherapy. Mem
Inst Oswaldo Cruz. 97: 3-24, 2002.

DACIE, J.U.; LEWIS, S.M., Hematologia Prética, Ediciones Toray, S. A. Barcelona,
1975.

DE SOUZA, W. Cell biology of Trypanosoma cruzi. Inter Rev of Cyt, 86: 197-283, 1984.

DIAS, J.C.P. Historia natural da doenca de Chagas. Arg. Bras. Cardiol., 65:359-
66, 1995.

DO CARMO, E. M. Lipoperoxidacao, enzimas antioxidantes de eritrécito, figado e
coracdo e potencial antioxidante plasmatico de camundongos infectados pelo
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Chagas , 1909) Cepa CL. 1995 Dissertacdo
de Mestrado — Universidade Estadual de Londrina.

DOS REIS, G. A. Cell-mediated immunity in experimental Trypanosoma cruzi infection.
Parasitol Today. 13(9): 335-42, 1997.

DOS REIS, G. A,; LOPES, M. F. A resposta imune a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi
em modelos experimentais. In: Brener, Z., Andrade, Z.A. & Barral-Neto, M. (Eds)
Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan
S.A., 2000.

FAIRLAMB, A. H.; CERAMI, A. Metabolism and functions of trypanothione in the
kinetoplastida. Rev. Microbiol. 46: 695-729, 1992.

FERREIRA, S.H.; MONCADA, A.; VANE, J.R. Indomethacin and aspirin abolish
prostaglandin released from the spleen. Nature, 231:237-239, 1971.

GARDES-ALBERT, M.; JORE, D.; FERRADINI, C. Membrane lipid peroxidation: pulse
and y-radiolysis in oxyradical research. In: VIGO-PELFREY C. Membr Lipid oxid led
Santa Clara, CRC press. 2-30, 1991.

GAZZINELLI, R. T.; OSWALD, P.; HIENY, S.; JAMES, S. L.; SHER, A. The microbicidal
activity of interferon-y-treated macrophages against Trypanosoma cruzi involves on L-
arginine-dependent, nitrogen oxide-mechanism inhibitable by interleukin-10 and
transforming growth factor-p. Eur J. Immunol., 22: 2501-2506, 1992.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Parasitol%20Today.');

85

GAZZINELLI, R. T.; TALVANI, A.; CAMARGO, M. M.; OLIVEIRA, M. A. P.; VIEIRA, L.
Q.; MARTINS, G. A.; ALIBERTI, J. C. S. & SILVA, J. S. Induction of cell-mediated
immunity during early stages of infection with intracellular protozoa. Braz. J. Med. Biol.
Res. 31: 89-104, 1998.

GILBERT, H. F.; MC LEAN, V. M. Molecular and cellular aspects of thiol-dissulfide
exchange. Adv. Enzymol Relat Areas Mol. Biol. 63: 69-172, 1990.

GIRONES, N. ; FRESNO, M. Etiology of Chagas disease myocarditis:
autoimmunity, parasite persistence, or both? Trend.Parasitol. 19(1): 19-22, 2003.

GOW, A. J.; LUCHSINGER, B. P.; PAWLOSKI, J. R.; SINGEL, D. J.; STAMLER, J. S.
The oxyhemoglobin reaction of nitric oxide. Proc Natl Acad Sci USA 96: 9027-
9032,1999.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.M.C. Lipid peroxidation: a radical chain reaction. In:
HALLIWELL, B. Free radicals in biology and Medicine. 2 ed New York: Oxford University
Press, cap. 4, 189-276, 19809.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J.M.C. Free radicals in biology and medicine. 4™ edition.,
New York: Oxford University, 2007.

HARRIS S.G, PADILLA J, KOUMAS L, RAY D, PHIPPS R.P. Prostaglandins as
modulators of immunity. Trends Immunol., 23:144-150, 2002.

HOFF, R. Killing in vitro Trypanosoma cruzi by macrophages from mice immunized with
T. cruzi or BCG and absence of cross-immunity and challenge in vivo. J. Exp. Med. 142:
299-311, 1975.

HOLLEY, A. E.; CHEESEMAN, K. H. Mensuracao das reacfes dos radicais livres in
vivo. In: Olszewer, R. Radicais livres em medicina. Rio de Janeiro: Interlivros Edic¢oes,
15-26, 1996.

IRVINE, J.D.; RITCHIE, D.H.; FAVALORA, J.L.; ANDREWS, K.L.; et al. Nitroxyl (HNO):
the cinderella of the nitric oxide story. Trends Pharmacol. Sci. 29: 601-608, 2008.

KEMP-HARPER, B.K. Nitroxyl (HNO): A novel redox signaling molecule. Antioxidants
& Redox Signaling. 14 (9): 1609-1613, 2011.

KIERSZENBAUM, F.; LIMA, M. F.; WIRTH, J. J.Effects of antiserum to Trypanosoma
cruzi on the uptake and rate of killing of vector-borne, metacyclic forms of the parasite
by macrophages.Int J Parasitol. 15(4):409-13, 1985.

KOEBERLE, F. Chagas’disease and Chagas’syndromes: The pathology of
american trypanosomiasis. Adv. Parasit., 6: 63-113, 1968.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kierszenbaum%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2993180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lima%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2993180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wirth%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2993180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=2993180

86

LISSI, E. R;; FRANSJ. C; FERNANDES, V.; VIDELA, L. A. Effects of
antioxidants and haemoglobin  status on the t-butyl  hydeoperoxide nduced
oxygen uptake by red blood cells. Cell Biochem. Funct, 4: 447- 454, 1986.

MACHADO, F. S; MARTINS, G. A.; ALIBERTI, J. C. S.; MESTRINER, F. L. A. C,;
CUNHA, F. Q.; SILVA, J. S. Trypanosoma cruzi-infected cardiomyocytes produce
chemokines and cytokines that trigger potent nitric oxide-dependent trypanocidal
activity. Circulation. 24:3003-8, 2000.

MALVEZI, A. D.; CECCHINI, R.; SOUZA, F.; TADOKORO,C. E.; RIZZO, L. V.; PINGE-
FILHO, P. Involvement of nitric oxide (NO) and TNF-a in the oxidative stress associated
with anemia in experimental Trypanosoma cruzi infection. FEMS Immunol. Med.
Microbiol., 41: 69-77, 2004.

MARAGOS, C.M.; MORLEY, D.;WINK, D.A.;DUNAMS, T.M.; SAAVEDRA, J.E,;
HOFFMAN, A.; BOVE, A.A.; ISAAC, L.; HRABIE, J.A.; KEEFER, L.K. Complexes of .NO
with nucleophiles as agents for the controlled biological release of nitric oxide.
Vasorelaxant effects. J Med Chem. 34(11):3242-7. 1991.

MARCONDES, M. C. G.; BORELLI, P.; YOSHIDA, N.; RUSSO, M. Acute Trypanosoma
cruzi infection is associated with anemia, thrombocytopenia, leukopenia, and bone
marrow hypoplasia: reversal by nifurtimox treatment. Microbes Infect., 2: 347-352,
2000.

MASSAD, E. The elimination of Chagas' disease from Brazil. Epidemiol. Infect.
136(9):1153-64. 2008.

MAYA, J. D.; CASSELS, B. K.; ITURRIAGA-VASQUEZ, P.; FERREIRA, J.; FEUDEZ,
M.; GALANTI, N.; FERREIRA, A.; MORELLO, A. Mode of action of natural and synthetic
drugs against Trypanosoma cruzi and their interaction with mammalian host. Comp.
Biochem. Physiol. v. 146. p. 601-620, 2007.

MCCABE, R. E.; MULLINS, B. T. Failure of Trypanosoma cruzi to trigger the respiratory
burst of activated macrophages. Mechanism for immune and importance of oxygen-
independet killing. J. Immunol. 144: 2384-2388, 1990.

MIRANDA, K.M.; KATORI, T.;TORRES, D.E.; HOLDING, C.L.;THOMAS,
L.; RIDNOUR, L.A.; MCLENDON, W.J.; COLOGNA, S.M.; DUTTON, A.S.; CHAMPION,
H.C.;MANCARDI, D.; TOCCHETTI, C.G.; SAAVEDRA, J.E.;KEEFER, L.K.;, HOUK,
K.N.; FUKUTO, J.M.; KASS, D.A.; PAOLOCCI, N.; WINK, D.A. Comparison of the NO
and HNO donating properties of diazeniumdiolates: primary amine adducts release HNO
in Vivo. J Med Chem. 29;48(26):8220-8. 2005b.

MIRANDA, K.M.; NAGASAWA, H.T.; TOSCANO, J.P. Donors of HNO. Curr Top Med
Chem. 5(7):649-64. 2005a.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maragos%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morley%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wink%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunams%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saavedra%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saavedra%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saavedra%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bove%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Isaac%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hrabie%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keefer%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1956043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Massad%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18053273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=massad%20e%2C%202008%20The%20elimination%20of%20Chagas%E2%80%99%20disease%20from%20Brazil
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranda%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katori%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torres%20de%20Holding%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ridnour%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLendon%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cologna%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutton%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Champion%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Champion%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mancardi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tocchetti%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saavedra%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keefer%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Houk%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Houk%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fukuto%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kass%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paolocci%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wink%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16366603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J.+Med.+Chem.%2C+48%2C+8220%E2%80%938228%2C+2005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranda%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagasawa%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Toscano%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curr.+Top.+Med.Chem.%2C+5%2C+649%E2%80%93664%2C+2005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curr.+Top.+Med.Chem.%2C+5%2C+649%E2%80%93664%2C+2005

87

MONCADA S, PALMER RM, HIGGS EA. Nitric oxide: physiology, pathophysiology, and
pharmacology. Pharmacol Rev 43: 109-140, 1991.

MUNOZ- FERNANDES, M. A.; FERNANDEZ, M. A.; FRESNO, M. Activation of human
macrophages for the killing of intracellular Trypanosoma cruzi by TNF-o and IFN-y
through a nitric oxide-dependent mechanism. Immunol. Letters, 33: 35-45, 1992.

NAPOLI, C, IGNARRO, L.J. Nitric oxide-releasing drugs. Annual Rev Pharmacol
Toxicol. 43:97-123, 2003.

NATHAN, C. Activation of macrophages in vivo and in vitro. Correlation between
hydrogen peroxide release and killing of Trypanosoma cruzi. J. Exp. Med. 149: 1056-
1068, 1979.

NOGUEIRA, N.; COHN, Z. A. Trypanosoma cruzi: in vitro induction of macrophage
microbicidal activity. J. Exp. Med.148:288-300, 1978.

PAGLIARO, P.; et al. Nitroxyl affords thiol-sensitive myocardial protective effects akin to
early preconditioning. Free Radic. Biol. Med. 34,33-43, 2003.

PANIS, C.; MAZZUCO, T. L.; COSTA, C. Z. F.; VICTORINO, V. J.; TATAKIHARA, V. L.
H.; YAMAUCHI, L. M.; YAMADA-OGATTA, S. F.; CECCHINI, R.; RI1ZZO, L. V.; PINGE-
FILHO, P. Trypanosoma cruzi: effect of the absence of 5-lipoxygenase (5-LO)-derived
leukotrienes on levels of cytokines, nitric oxide and iINOS expression in cardiac tissue in
the acute phase of infection in mice. Exp Parasitol. 127:58-65, 2010.

PAOLOCCI, N.; KATORI, T.; CHAMPION, H.C.; ST. JOHN, M.E.; et al. Positive
inotropic and lusitropic effects of HNO/NO™ in failing hearts: independence from [3-
adrenergic signaling. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100,5537-5542, 2003.

PAWLOSKI, J. R., HESS, D. T., STAMLER, J. S. Export by red blood cells of nitric oxide
bioactivity. Nature 409: 622-626, 2001

PHIPPS R.P, STEIN S.H., ROPER L. A New view of prostaglandin E regulation of the
immune response. Immunol Today 12: 349-352, 1991.

PINGE-FILHO, P.; TADOKORO, C. E.; ABRAHAMSOHN, |. A. Prostaglandins-
mediated suppression of lymphoproliferation and cytokine synthesis during the early
phase of Trypanosoma cruzi infection. Cell. Immunol., 193:90-98, 1999.

PINTO DIAS, J. C. Epidemiologia. In BRENER, Z.; ANDRADE, Z. A.; BARRAL-NETO,
N. Tripanosoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Editora Guanabara,
Koogan, S. A. 2000.

RAO, C.V.; REDDY, B.S.; STEELE, V.E. Nitric oxide-releasing aspirin and indomethacin
are potent inhibitors against colon cancer in azoxymethane-treated rats: effects on
molecular targets. Mol. Cancer Ther. 5:1530-1538, 2006.



88

RASSI, A. Jr.; RASSI, A.; MARCONDES DE REZENDE, J. American trypanosomiasis
(chagas disease). Infect. Dis. Clin. North. Am. (2):275-91, 2012.

RASSI-JR, A.; RASSI, A.; MARIN-NETO, J. A. Chagas disease. Lancet. v.375. 1388-
1402, 2010.

RICE-EVANS, C.; BAYSAL, E. Iron-mediated oxidative stress in erythrocytes. Biochem.
J., 244:191-196, 1987.

RODRIGUES, L.E.A. Prostaglandinas, tromboxanas,leucotrienos e lipoxinas: aspectos
bioguimicos e médicos. Atheneu. Rio de Janeiro. 1992.

ROODMANN, G. D.; BIRD, A.; HUTZLER, D.; MONTGOMERY, W. Tumor necrosis
factor-alpha and hematopoietic progenitors: effects of tumor necrosis factor on the
growth of eritroid progenitors CFU-E and BFU-E and the hematopoietic cell lines K562,
HL60 and HEL cells. Exp. Hematol., 15: 928, 1987.

SILVA, J. J. N,; PAVANELLI, W. R.; PEREIRA, J. C. M.; SILVA, J. S.; FRANCO, D. W.
Experimental chemotherapy against Trypanosoma cruzi infection using ruthenium nitric
oxide donors. Antimicro Ag and Chemot. p. 4414-4421, 2009.

SILVA, J. S.; MORRISSEY, P. J.; GRABSTEIN, K. H.; MOHLER, K. M.; ANDERSON,
D.; REED, S. G. Interleukin 10 and Interferon gamma regulation of experimental
Trypanosoma cruzi infection. J. Exp. Med., 175: 169-174, 1992.

SILVA, S. S.; VESPA, G. N. R.; CARDOSO, M. A.G.; ALIBERTI, J. C. S.; CUNHA F.Q.
Tumor necrosis factor alfa mediates resistance to Trypanosoma cruzi infection in mice
by inducing nitric oxide production in infected gamma interferon-activated macrophages.
Infect. Immun., 12: 4862-4867, 1995.

SIMMONS, D. L.; BOTTING R.M.; HIA T. Cyclooxygenase Isozymes: The Biology of
Prostaglandin Synthesis and Inhibition. Pharmacol. Rev., 56:387-437, 2004.

SMITH W.L., LANGENBACH R. Why there are two cyclooxygenase isozymes. J. Clin.
Invest. 107:1491-1497, 2001.

STEINER, M.; VANCURA, S. Asymetrical loss of sialic acid from membrane
glycoprotein during platelet aging. Trhomb. Res., 40: 465-471; 1985.

TARLETON, R. L. Chagas disease: a role for autoimmunity? Trends parasitol.,
19(10):447-51, 2003.

TARLETON, R. L. Trypanosoma cruzi-induced suppression of IL-12 production. 1.
Evidence for the presence of IL-12 producing cells. J. Immunol. 140: 2763-2768, 1988.

TATAKIHARA, V. L. H.,, BORGES, C. L., MALVEZI, A. D. GRACA-DE-SOUZA, V. K.,
YAMADA-OGATTA, S. F.; RIZZO, L. V. CECCHINI, R.; PINGE-FILHO, P. Effects of



89

cyclooxygenase inhibitors on parasite burden, anemia and oxidative stress in murine
Trypanosoma cruzi infection. FEMS Immunol Med. Microbiol. 52:47-58, 2008.

TRIBULATTI, M. V., MUCCI, J.; VAN ROOIJEN, N.; LEGUIZAMON, M. S.
CAMPETELLA, O. The trans-sialidase from Trypanosoma cruzi induces
thrombocytopenia during acute Chagas’ disease by reducing the platelet sialic Acid
contents. Infect. Immunol., 73: 201-207, 2005.

TRUYENS C, ANGELO BARROS A, TORRICO F, VAN DAMME J, HEREMANS H,
CARLIER Y: Interleukin-6 (IL-6) production in mice infected with Trypanosoma cruzi:
Effect of its paradoxical increase by anti-IL-6 monoclonal antibody treatment on infection
and acute-phase and humoral immune responses. Infect. Immun. 62:692-696, 1994.

TYLER, K. M.; ENGMAN, D. M. The life cycle of Trypanosoma cruzi revisited. J.
Parasitol., 31: 472-481, 2001.

VELAZQUEZ, C.A.; CHEN, Q.H.; CITRO,M.L.; KEEFER, L.K.; KNAUS, E.E. Second-
generation aspirin and indomethacin prodrugs possessing an O-? (acetoxymethyl)-1-(2-
carboxypyrrolidin-1-yl)diazenium-1,2-diolate nitric oxide donor moiet: design, synthesis,
biological evaluation, and nitric oxide release studies. J. Med. Chem. 51,1954-1961,
2008.

VESPA, G. N. R.; CUNHA, F. Q.; SILVA, J. S. Nitric oxide is involved in the control of
Trypanosoma cruzi induced parasitemia and directly kills the parasite in vitro. Infect.
Immunol. 62: 5177-5182, 1994.

VIOTTI, R.; VIGLIANO, C. ARMENTI, H. ; SEGURA,E. Treatment of Chronic Chagas’
disease with benzonidazole: clinical and serologic evolution of patients with long-term
follow-up. Am Heart J 127: 151-162. 1994,

WALLACE, J. F.; ELLIOTT, S. N.; DEL SOLDATO, P. Gastrointestinal-sparing anti-
inflammatory drugs: The development of nitric oxide-releasing NSAIDs. Drug Dev Res
42:144-149, 1997.

WEN, J-J.; VYATKINA, G.; GARG, N. Oxidative damage during chagasic
cardiomyopathy development: role of mitochondrial oxidant release and inefficient
antioxidant defense. Free Radic. Biol. Med. 37(11): 1821-1833, 2004.

WHO, World Health Organization. Chagas disease (American trypanosomiasis).
2013. Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/> Acesso em
04 dez. 2013.

WHO, World Health Organization. Why are some tropical disease called
“neglected”? 2012. Disponivel em: <http://www.who.int/features/ga/58/en/> Acesso em
07 jun. 2012.



http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/
http://www.who.int/features/qa/58/en/

90

ZACKS, M. A.; WEN, J-J.; VYATKYNA, G.; BHATIA, V.; GARG, N. An overview of
chagasic cardiomyopathy: pathogenic importance of oxidative stress. An Acad. Bras.
Cienc. 77(4): 695-715, 2005.

ZARPELON, A. C.; SOUZA, G. R.; CUNHA, T. M. SCHIVO, R. S.; MARCHESI, M.;
CASAGRANDE, R.; PINGE-FILHO, P.; CUNHA, F. Q.; FERREIRA, S. H.; MIRANDA, K.
M.; VERRI JR, W. A. The nitroxyl donor, Angeli’s salt, inhibits inflammatory hyperalgesia
in rats. Neuropharmacology, 71: 1-9, 2013.



