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RESUMO

Recentemente foi mostrado que o Oxido nitrico (NO) produzido durante a infecgéo
com Trypanosoma cruzi participa do estresse oxidativo em eritrocitos, mas nao €
necessario para o desenvolvimento da anemia na fase aguda da infeccdo em
camundongos. Neste trabalho foi investigado o efeito da inibicdo da producdo de
leucotrienos (LTs) através do bloqueio farmacoldgico ou genético da enzima 5-
lipoxigenase (5-LO). Foram utilizados camundongos C56BL/6, C57BL/6 INOS KO,
129 WT sv e 129 5-LO™ infectados ou ndo com T. cruzi (Cepa Y). Foram avaliados
0S seguintes parametros: anemia, carga parasitaria e estresse oxidativo em
eritrocitos durante a fase inicial da infeccdo com T cruzi. O estresse oxidativo em
eritrocitos obtidos de camundongos infectados, tratados ou ndo com NDGA e
camundongos 5-LO™ foi investigado através da determinacdo do perfil de oxidagéo
da hemoglobina, consumo de oxigénio, tempo de inducdo (T") e
qguimiluminescéncia iniciada com tert-butil hidroperdoxido (t-BHP). Nossos dados
sugerem que os LTs nao participam do desenvolvimento da anemia durante a fase
aguda da infeccdo com o T. cruzi. N6és mostramos que o tratamento dos
camundongos infectados com NDGA atenuou o estresse oxidativo em eritrécitos que
se desenvolve na fase aguda da infeccdo. Os camundongos nocautes para 5-LO
também apresentaram menor estresse oxidativo em relacdo aos controles. O
tratamento com NDGA e a falta do gene para 5-LO aumentou significativamente a
carga parasitaria no sangue e no tecido cardiaco (12° dia apos infeccdo) em
comparagao com os camundongos infectados ndo tratados ou com o gene para 5-
LO integro. A producdo de NO por macrofagos ativados foi diminuida tanto em
camundongos tratados com NDGA guanto naqueles onde a 5-LO estad ausente.
Nossos dados indicam pela primeira vez que os LTs exercem papel essencial no
controle da carga parasitaria no sangue e no coracdo, no desenvolvimento do
estresse oxidativo sistémico, bem como na regulacdo da producdo de NO por
macrdéfagos ativados durante a fase aguda da infec¢do experimental com T.cruzi.

Palavras-chave: Patologia experimental. Trypanosoma cruzi. Doenca de Chagas.
Oxido nitrico Eritrécitos.
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ABSTRACT

Recently, it was demonstrated that nitric oxide (NO) produced during Trypanosoma
cruzi infection participates of erythrocyte oxidative stress, but is not necessary for the
development of anemia in the acute phase of infection in mice. In this work it was
investigated the effect of inhibition of leukotrienes (LTs) by pharmacological or
genetic blocking of the 5-lipoxygenase (5-LO) enzyme. We used C56BL/6, C57BL/6
iINOS KO, 129sv (WT) and 129 5-LO” T. cruzi-infected-treated or not with
nordihydroguaiaretic acid (NDGA). We assessed assays to analyze anemia, the
control of parasite burden, erythrocyte oxidative stress during an acute phase of T.
cruzi infection. The oxidative stress in erythrocyte from mice infected-NDGA-treated
or not and 5-LO”, was investigate by measuring oxyhaemoglobin, haemoglobin
derivatives, oxygen uptake, induction time (T") and chemiluminescence (CL),
initiated with tert-butyl hydroperoxide (t-BHT). Our data suggest that LTs does not
participate in the development of the anemia during the acute phase of T. cruzi
infection. We showed that the NDGA treated-infected mice lessened erythrocyte
oxidative stress that grows in the sharp phase of the infection. We found that the
increase of erythrocyte oxidative stress during an acute phase of T. cruzi infection.
5-LO™ mice also presented smaller oxidative stress than control mice. The treatment
with NDGA and lacking of 5-LO gene significantly increased blood and cardiac
parasitism (day 12 after infection). NO production by activated macrophages was
reduced so much in NDGA-treated mice as those where the 5-LO gene is absent.
Our data indicate for the first time that LTs are essential in the control of load
parasitic in the blood, cardiac tissue, systemic oxidative stress as well as in the
regulation of the NO production by activated macrophages during the acute phase of
the experimental T. cruzi infection.

Keywords: Experimental Pathology. Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Nitric
oxide Red.
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| INTRODUCAO

1.1 TRYPANOSOMA CRUZI E DOENCA DE CHAGAS

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), um protozoario da Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, foi descoberto por Carlos Chagas em
1907 em animais silvestres e domésticos. Em 1909 Carlos Chagas descreveu o
primeiro caso humano da doenca causada pelo T. cruzi, a tripanossomiase
americana ou doenca de Chagas (CHAGAS, 1909).

Atualmente a Organizacdo Mundial de Saude estima que de 11 a 18
milhGes de pessoas estéo infectadas com T. cruzi em todo o mundo, especialmente
na América Latina (WHO, 2002). A melhora nas condi¢g6es de moradia e a iniciativa
do Cone Sul contra a doenca de Chagas contribuiram para o declinio na
transmissao da infeccdo nos paises endémicos (SCHOFIELD & DIAS, 1999).

T. cruzi possui um unico flagelo e um cinetoplasto rico em DNA e
seu ciclo de vida envolve passagens em hospedeiros vertebrados e invertebrados da
Classe Hemiptera, Familia Reduviidae e Sub-Familia Triatominae (DE SOUZA,
1984).

O ciclo de vida de T. cruzi € matéria de estudo a quase um século e
trés formas evolutivas sdo identificaveis com base na emergéncia do flagelo e na
posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo celular. Na forma infectante do
parasito denominada tripomastigota o cinetoplasto situa-se posteriormente ao nicleo
e o flagelo emerge da bolsa flagelar situada proxima ao cinetoplasto (DE SOUZA,
1984). As formas tripomastigotas de T. cruzi, encontradas no sangue periférico do
hospedeiro mamifero, podem apresentar-se como forma delgada ou forma larga
(TYLER & ENGMAN, 2001).

Os tripomastigotas invadem as células do hospedeiro por um
mecanismo que envolve o acoplamento do parasito a membrana citoplasmatica.
Através de padrBes de sequéncias moleculares associadas ao patégeno (PAMPS),
como por exemplo ancoras de GPI que séo reconhecidos por receptores “Toll-like”
do complexo TLR2 — TLR6 e TLR4 (GAZZINELLI & DENKERS, 2006) o parasito

adere a membrana, induzindo o recrutamento e fusdo dos lisossomos com esse
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ponto da membrana (TARDIEUX et al.,1992), permitindo formagédo de um vacuolo e
a entrada do parasito (ANDRADE e ANDREWS, 2005).

O pH acido dentro desse vacuolo estimula a secrecao, pelo parasito,
de uma molécula chamada Tc-Tox, que permite a saida do parasito para o
citoplasma da célula (ANDREWS, 1993). Posteriormente formas tripomastigotas se
diferenciam em amastigotas, formas arredondadas com flagelo curto, que se
multiplicam por divisdo binaria dentro da célula do hospedeiro. Apos diversos ciclos
de divisdo as formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e através do
sangue e da linfa, invadem outras células e o ciclo recomeca (TYLER & ENGMAN,
2001). As formas amastigotas também séo infectantes, principalmente para células
fagocitarias, embora por mecanismo distinto daquele utilizado por formas
tripomastigotas (LEY et al., 1988).

Os insetos transmissores (Reduviidae) ao fazerem seu repasto
ingerem o sangue dos mamiferos infectados contendo as formas tripomastigotas
sanguineas e até 10% de amastigotas (TYLER & ENGMAN, 2001) que atravessam 0
aparelho digestoério do inseto e transformam-se em epimastigotas, onde o flagelo e o
cinetoplasto estdo em posi¢do anterior ao nucleo. Ao atingirem o reto do inseto as
formas epimastigotas aderem-se ao epitélio e diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicas (metaciclogénese) que sdo eliminados nas fezes e urina do inseto
(PEREIRA, 1990). A contaminacdo das mucosas e do ferimento provocado pela
“picada” do inseto com as excretas contendo as formas tripomastigotas metaciclicas
leva a infeccdo. Recentemente, foi mostrado que a rota anatbmica preferencial
utilizada pelo T. cruzi apos invasdo da conjuntiva envolve a passagem dos parasitos
através do ducto nasolacrimal para a cavidade nasal (GIDDINGS, et al., 2006).

T. cruzi também pode ser transmitido por via congénita, transplante
de 6rgaos e transfusdes sanguineas (BRENER, 1973; DIAS, 1979). Embora muitos
paises da América Latina adotem a triagem sorologica para doenca de Chagas em
bancos de sangue, estima-se que de 0,1% a 24,4% das infec¢cdes por T. cruzi

ocorrem atraveés de transfusdo sanguinea (WHO, 2002).
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1.2 DOENCA DE CHAGAS HUMANA

T. cruzi constitui uma populacdo heterogénea apresentando
variabilidade genética e bioguimica que determina comportamentos diferentes para
as diferentes cepas o que dificulta a classificacdo taxondmica e a utilizacdo de
drogas terapéuticas (BRENER & GAZZINELLI, 1997). Os diferentes isolados e
clones de T. cruzi foram agrupados em duas linhagens filogenéticas principais,
denominadas T. cruzi | e T. cruzi ll, utilizando marcadores bioquimicos e moleculares
(ANONIMOUS, 1999).

As cepas do grupo Il de T. cruzi (CL e Y) infectam células humanas
quatro vezes mais do que as cepas do grupo | (F, Tulahen, M226, Sylvio-X10
Dm28c, Dm30 e Guafitas), que estdo mais frequentemente associadas ao ciclo
silvestre de transmissdo (ANONIMOUS, 1999). A cepa Y tem preferéncia por
macrofagos esplénicos, figado e medula Ossea, enquanto outras infectam
principalmente células musculares (MELO & BRENER, 1978), resultando em
manifestagdes clinicas diferentes no curso da infec¢do por uma ou outra cepa.

A infeccdo caracteriza-se por uma fase aguda, com parasitemia
intensa e sintomas como febre, fadiga e inchaco glandular. Nessa fase o parasito se
dissemina pelo organismo, invade tecidos e 6rgaos e se multiplica. Em seguida a
parasitemia € parcialmente controlada, sem eliminacdo completa do parasito e o
paciente evolui para a fase crbénica, onde a maioria dos pacientes € assintomatica e
apresenta baixa parasitemia (forma cronica indeterminada) (PINTO DIAS, 2000;
WEN & GARG, 2004). Em poucos pacientes (cerca de 5%) 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 doenca
inflamatadria crénica (forma crénica determinada) com dilatacao cardiaca cerca de 15
a 30 anos apos o inicio da infeccdo. 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 inflamatoéria do coracdo é caracterizada por um infiltrado
de células mononucleares com destruicdo das fibras cardiacas no foco inflamatorio,

levando a éreas de fibrose e fenbmenos tromboembdlicos (ANDRADE & ANDRADE,
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1979). A inflamagao cronica leva a cardiomegalia com hipertrofia e dilatacdo das
camaras e aneurisma, particularmente na porgcdo 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 lesGes
no trato digestério em cerca de 8 a 10 % dos pacientes infectados, manifestando-se
inicialmente com dilatacdo do es6fago (megaes6fago) seguida por dilatacdo do
colon (megacodlon) (DIAS, 1995).

Os mecanismos envolvidos nas lesdes teciduais da doenca de
Chagas ndo sdo bem conhecidos. Apesar de muitos autores postularem que a
lesdo se manifesta mesmo na auséncia do parasito nos focos de tecido lesados
(SANTOS-BUSCH & TEIXEIRA, 1974 e SOARES et al., 2001), a utilizacdo de
técnicas de imunohistoquimica e moleculares sugere correlacdo entre a presenca
de T. cruzi (HIGUSHI et al., 1993), a quantidade de parasitos (TARLETON, 1995) ou
seu DNA (JONES et al., 1993, TARLETON et al., 1997) e o grau de inflamacéo e
lesdo cardiaca mostrando que baixas quantidades de parasitos permanecem no
sangue e/ou tecido cardiaco.

A resposta imunoldgica pode contribuir para a patogenia da doenca
através de dois mecanismos: um processo auto-imune de destruicdo do tecido
cardiaco do hospedeiro ou através de mediadores da resposta imunoldgica contra o
parasito ou seus antigenos presentes no tecido (TARLETON, 2003, GIRONES &
FRESNO, 2003; KIERSZENBAUM, 2005).

O tratamento medicamentoso para a doenca de Chagas € capaz de
curar de 70 a 100 % dos pacientes na fase aguda, com os medicamentos nifurtimox
(Lampit, Bayer) ou benzonidazol (Rochagan, Roche), porém na fase crbnica o
sucesso no tratamento € observado em um numero 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 cronica 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.

Experimentos utilizando plasmideos contendo sequéncias de DNA
codificadoras da trans-sialidase (TS) (COSTA et al.,, 1998), da proteina dois de
formas amastigotas (ASP-2) (MACHADO et al.,, 2006) de T. cruzi mostram certo
nivel de protecao e reducdo da infeccdo em camundongos, tornando-os candidatos

interessantes para o desenvolvimento de uma vacina contra a doenca de Chagas.
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1.3 DOENCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL

1.3.1 Modelo Animal

A doenca de Chagas, 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
infecg@o por um microrganismo (DOS REIS, 2000).

A infeccdo por T. cruzi tem sido estudada em modelos animais
desde a descoberta da doenca por Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909).
Animais como caes, 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 fisiopatoldgicos e de protecdo que
envolvem a doenca de Chagas.

No modelo murino da doenca de Chagas, a resisténcia ou
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo é dependente tanto da imunidade inata
quanto da imunidade adquirida e est& diretamente ligada ao padrao de producéo de
citocinas (DOS REIS, 1997, ABRAHAMSOHN 1998; TALVANI, et al., 2002). Nesse
contexto a interleucina 12 (IL-12) € considerada essencial para o estabelecimento de
uma imunidade mediada por células protetora durante os estagios iniciais da
infecc@o por T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1998). Essa citocina é capaz de estimular
as células NK (“natural killer”) e células T a secretarem IFN-y, que exerce papel
fundamental na ativacdo dos macrofagos para a produgdo de TNF-o (MUNOZ-
FERNANDES & FRESNO, 1992). Essas duas moléculas em conjunto estimulam o
macréfago a produzir 6xido nitrico (NO), o principal efetor que controla a replicacéo
intracelular do parasito (GAZZINELLI et al., 1992; VESPA et al., 1994).

Recentemente foi mostrado que também o IFN to tipo | co-estimula a
sintese de NO na fase aguda da infec¢éo por T. cruzi, contribuindo para o controle
da parasitemia em camundongos resistentes (COSTA et al, 2006).
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Por outro lado a interleucina 10 (IL-10) e o fator transformador do
crescimento—3 (TGF-B) possuem atividade reguladora negativa sobre o0s
mecanismos tripanocidas (SILVA et al.,1992). Possivelmente esse efeito inibitorio
da IL-10 sobre a producéo de IFN-y e conseqientemente sobre a producdo de TNF-
o consiste em um mecanismo endogeno de prevengdo de choque endotoxémico
promovido por altas concentracdes de TNF-a (ABRAHAMSOHN, 1998).

Apos a fase aguda da infeccéo, a ativagdo de células T CDs e T
CDg" e conseqiiente producdo de anticorpos liticos especificos e citocinas (Th1l),
moduladoras da funcédo dos macrofagos, determina o controle da parasitemia pelos
componentes da imunidade adquirida especifica (DOS REIS & LOPES, 2000).

A infeccao experimental por T. cruzi em camundongos, em sua fase
aguda, apresenta caracteristicas semelhantes a infeccdo humana, tornando esse
animal um modelo para estudo da infeccdo (LAGUENS et al., 1980). Porém o curso
da infeccéo varia de acordo com a idade, sexo, via de inoculacéo e a linhagem do
animal (GOBLE, 1951). A linhagem C57BL/6 é referida como resistente a infeccao
pela cepa Y de T. cruzi, enquanto a linhagem C3H e Swiss sao consideradas
susceptiveis e a linhagem BALB/c € descrita como relativamente susceptivel
(susceptibilidade intermediaria) a essa mesma cepa de T. cruzi (TRISCHMANN et
al.,1978; MALVEZI et al., 2004).

No entanto, existem varia¢cdes significativas no curso da infeccgéo,
relacionadas também com a cepa de T. cruzi utilizada (CORSINI et al., 1980;
ANDRADE et al., 1985). Nesse contexto os camundongos C57BL/6, referidos como
resistentes a cepa Y, sdo extremamente susceptiveis a infeccao pela cepa Tulahuen
de T. cruzi (SILVA et al., 1992) e quando se utliza a cepa SylvioX10 os
camundongos C3H e C57BL/6, descritos como susceptiveis e resistentes
respectivamente (a cepa Y), apresentam respostas opostas a esse padrdo de
susceptibilidade e resisténcia (POSTAN et al.,1983). Portanto como a base genética
da susceptibilidade e resisténcia ndo é totalmente conhecida, € inapropriado referir-
se a uma determinada linhagem de camundongo como susceptivel ou resistente
sem referéncia a cepa de T.cruzi utilizada para estabelecer a infeccdo (TARLETON,
1995).

De uma forma geral as taxas de mortalidade, tempo de sobrevida e
parasitemia sdo avaliadas para se determinar a susceptibilidade ou resisténcia do

animal. Camundongos susceptiveis normalmente desenvolvem altas parasitemias e
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geralmente morrem entre duas e trés semanas apo0s o inicio da infeccdo, nao
sobrevivendo a fase aguda. Ao contrario, os camundongos resistentes apresentam
parasitemia menos intensa, que é controlada e o animal sobrevive a infeccao
(ANDRADE et al.,1985).

Estudos mostram que a resisténcia a infeccdo por T. cruzi é
regulada por um controle multigénico (TRISCHMANN & BLOOM, 1982). Por isso a
utiizacdo de camundongos isogénicos (endocriados), nos quais nao haveria
linhagens polares resistentes ou susceptiveis, mas um gradiente continuo entre os
fendtipos (ARAUJO-JORGE, 2000), constitui os modelos experimentais mais
utilizados nos estudos da tripanossomiase americana.

A linhagem BALB/c, é bastante utilizada para experimentos com
drogas antiparasitarias e agentes imunomoduladores (ARAUJO-JORGE, 2000),
enquanto a linhagem C3H se presta muito bem a estudos envolvendo resposta
inflamatoria e imunoldgica durante a infeccdo por T. cruzi (MINOPRIO et al., 1989).
A linhagem C57BL/6, descrita como resistente a infeccdo por varias cepas de T.
cruzi tem sido utilizada por varios pesquisadores (REED et al.,1984, PINGE-FILHO,
1993, PINGE-FILHO et al.,1999) para o estudo da infeccdo por T. cruzi. O
camundongo Swiss, nao isogénico, considerado como susceptivel as diversas cepas
de T. cruzi é bastante utilizado em experimentos com grande numero de animais,
por seu baixo custo (GUTTERIDGE et al.,1978). A descricdo das cepas Y e CL como
polares em relacdo a parasitemia e tropismo tecidual (MELO & BRENER, 1978) foi

realizada utilizando-se o camundongo Swiss como modelo experimental.

1.3.2 Camundongos geneticamente modificados

Atualmente utilizam-se camundongos geneticamente modificados,
deficientes em um gene especifico (e seu produto), chamados nocautes (“Knock-out”
-KO) em modelos experimentais aplicados a diversas infec¢gdes. Camundongos KO
para genes que expressam moléculas de classe | do Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC) (TARLETON et al., 1992) e classe Il do MHC
(ROTTENBERG et al., 1993); para genes RAG e de IL-10 (ABRAHAMSOHN &
COFFMANN, 1996, HUNTER et al.,1997) e genes responsaveis pela expressao da
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iINOS (Oxido Nitrico Sintase — induzivel) (MALVEZI etal., 2004) tém contribuido para
uma melhor compreensédo da imunopatologia da doenca de Chagas.

A partir dos resultados de Chen e colaboradores em 1994, tornou-se
disponivel um novo modelo de camundongo deficiente em 5-LO (5-Lipoxigenase), ou
seja, incapaz de produzir leucotrienos. Recentemente, estudos que utilizaram estes
animais mostraram que os leucotrienos exercem papel fundamental no controle da
infeccdo experimental com Strongyloides venezuelensis (MACHADO et al, 2005) e
com Leishmania amazonensis (SEREZANI et al., 2006).

Entdo, a perspectiva existente no final da década de 1990, para a
utiizacdo de novos modelos de camundongos nocautes, transformou-se em
realidade e tem permitido nos ultimos anos a realizacdo de investigacdes que
ajudam na compreensdo da evolucdo da patogenia da doenca de Chagas. A
utilizacdo de camundongos deficientes em MYD88 (CAMPOS et al.,, 2004) e nos
receptores TLR4 (KOGA et al., 2006) séo bons exemplos do ocorrido.

1.4 ALTERACOES HEMATOLOGICAS

As alterac6es hematoldgicas 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). Camundongos
experimentalmente inoculados com diferentes cepas de T. cruzi apresentam além da
anemia, trombocitopenia (CARDOSO & BRENER, 1980) e leucopenia
(MARCONDES et al. 2000). Essas alteragbes hematologicas estdo associadas a
altos niveis de parasitemia, revertendo a valores normais quando a parasitemia €
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 infeccdo pode ser consequéncia da
supressédo dos precursores mielbides.

Recentemente Tribulatti e colaboradores (2005) mostraram que
através da trans-sialidase, o T. cruzi transfere o acido sialico das plaquetas para
suas estruturas, tornando as plaquetas vulneraveis a captacdo e eliminacédo pelas

células de Kupffer. Sabe-se que nao apenas nas plaguetas, mas também nas
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hemacias a diminuicdo no contetdo de acido sialico resulta em reducdo no tempo de
vida celular (STEINER & VANCURA, 1985).

O fato de que a inoculacédo da cepa Y de T. cruzi em camundongos
resistentes a infeccdo provoca, na fase aguda, anemia mais severa do que em
animas susceptiveis (MALVEZI et al., 2004) e que as citocinas, como 0 TNF-q,
podem provocar efeito supressivo sobre os precursores eritroides na medula
(ROODAMNN et al.,1987; MALVEZI et al.,, 2004) durante a infeccdo experimental
com T. cruzi, sugere que as alteracbes hematoldgicas observadas podem ser
consequéncia tanto da acéo supressora dos mediadores produzidos por macréfagos
durante a fase aguda (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995, PINGE-FILHO et al.,
1999) quanto dos componentes da imunidade do animal infectado (MARCONDES et
al., 2000).

A anemia observada durante a infeccdo aguda com T.cruzi é
geralmente acompanhada por lipoperoxidacdo dos eritrocitos com a participacédo do
NO (6xido nitrico) (MALVEZI et al., 2004) indicando que os radicais livres resultantes
do estresse oxidativo provocado tanto pelo parasito, quanto pela resposta
imunologica antiparasitaria pode ter papel importante na geracdo da lesdo dos

eritrocitos.

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

1.5.1 Radicais Livres

O radical livre é definido como uma molécula de existéncia
independente que possui um ou mais elétrons ndo emparelhados em um orbital
atbmico ou molecular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Durante o
processamento molecular do oxigénio pelas mitocondrias, cerca de 1 a 5% dos
elétrons escapam da cadeia respiratoria e formam espécies reativas de oxigénio
(ROS) (SCHANAIDER, 2000), os radicais livres. Esses radicais reagem com
moléculas transformando-as em moléculas reativas capazes de transferir elétrons

para outras moléculas nado radicais, tornando-as radicais.
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Os principais radicais livres sdo: o anion superéxido (0O2"), peréxido
de hidrogénio (H.0y), radical hidroxila (OH®), halaminas, oxigénio singleto, entre
outros. As células possuem mecanismos anti-oxidantes como enzimas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase que as protegem da acdo desses
radicais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Quando a formacao dos radicais
livres excede a capacidade da célula de remové-los, os efeitos lesivos desses
radicais tornam-se predominantes gerando estresse oxidativo.

A origem desses radicais esta representada nas equacdes abaixo
(BABIOR, 1997).

A reducdo da molécula de oxigénio para duas moléculas de agua € a
maior fonte de energia nos sistemas biolégicos aerdbicos. Essa reducdo necessita
de quatro elétrons:

O+ 4e +4H" 2H,0

Mas se os elétrons sdo transferidos um a um para 0 oxigénio, uma
série de produtos parcialmente reduzidos sdo gerados. O primeiro desses produtos é
o superoxido (0,"):

O, +e Oz._

—>
A reducdo do O," pelo segundo elétron produz peréxido de
hidrogénio:

0, e + 2H—»p H,0-

O radical hidroxila e a primeira molécula de agua surgem quando o
terceiro elétron é transferido para o peroxido de hidrogénio:
H,O, + e+ H—» OH®* + H,O

Finalmente, o quarto elétron produz a segunda molécula de agua a
partir do radical hidroxila:

OH+ e + HL_, HO

Ao contrario da maioria das moléculas com elétrons néo pareados, 0
anion superoxido € surpreendentemente inerte e sua principal reacdo é com outra
molécula de superdxido para formar agua oxigenada:

20" + 2H'—>»  H,0;, + O
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E também uma base fraca, sendo seu conjugado &cido, o radical
hidroperoxil, muito mais reativo:
02.- + H* HO,

Esses radicais formados nessas reagfes também participam de
outras reagc0es como a reacdo de Haber-Weiss:

O, + Fe*» 0, + Fe*

e a reacao de Fenton:
Fe* + H,0,—»  Fe® + OH + OH

O superodxido também reage com hidroxila para formar oxigénio
singleto:
0" + OH—» 'O, +OH

e com o oxido nitrico para formar peroxinitrito, um radical altamente oxidante:
0" + NO*—® OONO + H—» NO," + OH

O Oxido nitrico participante da reacédo acima é gerado a partir da L-
arginina pela acdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) na presenca de O, e
NADPH (PALMER & MONCADA, 1989), principalmente por macréfagos ativados.

Em adicdo, o peréxido de hidrogénio formado por dismutacdo do
superoxido é utilizado por fagécitos para formar acidos hipohalosos (como HOCI),
compostos altamente reativos que reagem com aminas para produzir halaminas
(como NH,CIl), que podem ser ainda mais reativas que os acidos hipohalosos. O
acido hipohaloso também pode reagir com o perdxido de hidrogénio para formar
oxigénio singleto:

OBr + H,O0—» 'O, + H,O + Br

1.5.2 Enzimas Antioxidantes

A remocédo dos radicais livres é realizada principalmente por quatro

enzimas que compreendem trés sistemas:
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1.5.2.1 Superd6xido dismutase (SOD).

Essa enzima catalisa a conversao do superéxido (O2") em oxigénio
e agua:
20, T 2H—» O, T H,O

Embora a dismutacdo espontanea seja rapida, a SOD acelera
bastante a reacao (FRIDOVICH, 1995).

Duas formas de SOD estao presentes nos células eucaridticas, uma
que contem Cu?* e Zn** (CuZnSOD) encontrada no citosol, e outra que contem Mn?*
(MnSOD) localizada na mitocondria. Ao contrario da CuZnSOD que nao € afetada
pelo estresse oxidativo, a MnSOD ¢€ induzivel e sua atividade aumenta com o
estresse oxidativo (BABIOR, 1997).

1.5.2.3 Catalase (CAT)

O peroéxido de hidrogénio é controlado por dois sistemas, catalase e
sistema antioxidante dependente de glutationa que convertem o peréxido em agua
as custas de NADPH. A catalase catalisa a transformacdo de H,O, em agua e
oxigénio:

2H,0, __ca@lse o g, + 2H,0

Cerca da metade do H,O, produzido é destruido pela catalase

(BABIOR, 1997).

1.5.3.3 Sistema antioxidante dependente de glutationa

Esse sistema é composto de glutationa (GSH) mais duas enzimas,
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GSR) e seu funcionamento esta

baseado no ciclo da GSH entre a forma oxidada e a forma reduzida:
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2GSH + H202 GSH Peroxidase > GSSG + 2H20

GSSG + NADPH + H*—CSHRedutase o GgH 4+ NADP*

1.5.3.4 Avaliacédo do estresse oxidativo

Devida a sua alta reatividade, os radicais livres tém vida curta, o que
torna dificil sua medicdo direta (HOLLEY & CHEESEMAN, 1996). Assim a avaliacao
dos radicais livres é baseada na pesquisa de produtos secundarios da reacdo com
radicais livres gerados ou consumidos durante o processo.

A membrana do eritrécito contém grande numero de grupamentos
tidis (R-SH) que podem ser convertidos em dissulfetos (R-SSG) pelos oxidantes,
levando a desnaturacéo das proteinas de membrana (GILBERT & MC LEAN, 1990)
com consequente lesdo intracelular e oxidacdo da hemoglobina a metahemoglobina
(RICE-EVANS & BAYSAL, 1987).

O componente lipidico da membrana do eritrécito também esta
sujeito ao estresse oxidativo. A lipoperoxidagdo, 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
concentracdo de radicais livres.

A lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia representada pelas
etapas de iniciacdo, propagacao e terminacdo (GARDES-ALBERT et al., 1991).

A reacdo comega com a remogdo do atomo de hidrogénio do acido
graxo polinsaturado da membrana celular pelo oxidante. Essa remocdo 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 hidroperoxido lipidico (LOOH) que pode
ser convertido em malondialdeido, um dos produtos finais da lipoperoxidacéo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). A lipoperoxidagao termina quando os radicais

L*e LOO® destroem a si proprios.
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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 etal, 2004).

1.5.4 Radicais Livres e a Infec¢cao por T. cruzi

Evidéncias da participacdo dos macréfagos no controle da infecgéo
por T. cruzi foram mostradas nos experimentos de HOFF (1975) e NOGUEIRA &
COHN (1978) que observaram que macrofagos de animais imunizados com BCG
(Bacilo de Calmette-Guérin) apresentam atividade tripanocida aumentada quando
comparada com 0s macrofagos de animais ndo imunizados.

A ativacao dos macrofagos pelo BCG esta associada a um aumento
na producao de intermediarios reativos de oxigénio (ROI) como, por exemplo, H,O»
(NATHAN, 1979). Porém o tratamento dos macréfagos com enzimas antioxidantes
(SOD, CAT) ou benzoato de sddio, removedores de radicais livres produzidos pela
explosdo respiratoria ndo inibe a atividade tripanocida (MCABE & MULLINS,
1990) desses macrofagos. Mais tarde foi mostrado que a atividade tripanocida dos
macrofagos € dependente principalmente da producao de oxido nitrico (GAZZINELLI
et al.,1992, VESPA et al., 1994).

A habilidade do T. cruzi para resistir aos radicais livres esta
relacionada com a presenca de mecanismos como a tripanotiona e enzimas
relacionadas que estdo envolvidos 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 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 & producéo de O," e
H.O, foram mostradas por Cecchini (1987).

O estresse oxidativo em tecidos como figado e coragdo também foi
constatado por Do Carmo (1995), que mostrou que os niveis de lipoperoxidacao
estdo aumentados nesses Orgaos durante a infeccdo experimental em

camundongos.
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Os experimentos de Wen e colaboradores (2004) mostram que
alteragbes na cadeia respiratéria mitocondrial sdo fontes de produgdo de ROI nos
midcitos de camundongos C3H/HeN infectados com T. cruzi e que a severidade da
miocardiopatia nesses animais esta relacionada com o aumento no dano oxidativo,
demonstrado pelo aumento dos niveis de malondialdeido (MDA) e proteina
carbonilica e reducdo dos mecanismos antioxidantes das células (por exemplo a
SOD). Neste cenario, a terapia antioxidante atenua o estresse oxidativo associado a
miocardiopatia ha doenca de Chagas (MACAO et al, 2007).

O estresse oxidativo dos eritrcitos aparentemente acompanha o
desenvolvimentodamiocardiopatianadoencade Chagascronica(OLIVEIRAetal,2006)

Os anions superoxidos produzidos durante a infeccdo por T. cruzi
também podem reagir com o NO para formar peroxinitrito (ONOQO") ou, pela reacéo
de Fenton, podem gerar OH® , dois radicais altamente reativos que podem estar
associados ao dano oxidativo nos eritrocitos observado durante a infeccao
experimental em camundongos C57BL6 e Swiss (MALVEZI et al.,2004). Estes
autores também sugerem que nesse caso 0 dano oxidativo no eritrocito pode ser

dependentedeumbalanco entre os niveis de O, e NO® produzidos pelo hospedeiro.

1.6 LEUCOTRIENOS

Leucotrienos (LT) sdo produzidos de segundos a minutos apés o
estimulo apropriado, a partir da metabolizacdo do &cido araquiddnico (AA) pela
araquidonato 5-lipoxigenase (5-LO ou Alox-5) (LEWIS et al.,1990). A liberacédo do AA
dos fosfolipideos de membrana € realizada por enzimas da familia da fosfolipase A,
principalmente fosfolipase A, citossodlica (cPLA;) (DIAZ & ARM, 2003). O AA livre é
entdo convertido em acido 5-hidroperdxi-eicosatetraendico (5-HPETE) e,
subsequentemente oxigenado no carbono cinco por meio da 5-LO com auxilio de
uma proteina de ligacdo ao AA chamada proteina de ativacdo da 5-LO (FLAP), para
formar o leucotrieno A4 (LTA;) (ROUZER et al., 1986). A seguir o LTA4 é hidrolisado
pela LTA4 hidrolase formando leucotrieno B4 (LTB,), principalmente nos neutréfilos e
células dendriticas, ou conjugado com glutationa reduzida, pela LTC, sintase, para
formar leucotrieno C4 (LTC,), principalmente nos eosindfilos, baséfilos e mastécitos
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(NICHOLSON et al.,, 1993). O LTC4 €é liberado no meio extracelular onde é
convertido em LTD4 pela enzima gama-glutamil transpeptidase (y-GT) (ANDERSON
etal., 1982) ou, mais eficientemente, pela gama-glutamil leucotrienase (y-GL)
(CARTER etal., 1998) e a seguir em LTE, pela dipeptidase (LEE et al., 1983). LTE,
é excretado na urina sem modificacdes adicionais.

LTC4, LTDs e LTE4 coletivamente chamados cisteinil leucotrienos
(cisLT) foram originalmente identificados como substancias de reacdo lenta da
anafilaxia (SRS-A) e possuem acéo vasodilatadora e broncoconstritora, enquanto o
LTB4 € quimioatraente e ativador de leucdcitos. Macrofagos estimulados produzem
quantidades balanceadas de LTB, e cisLT (PETERS-GOLDEN etal., 2004). As vias
para a sintese dos leucotrienos sdo apresentadas na figura 1.

Os efeitos biolégicos dos LT sdo mediados pela ligacdo a receptores
ligados a proteina G (TAGER & LUSTER, 2003; KANAOKA & BOYCE, 2004). LTB,
e CisLT ligam-se a receptores BLT1/2 e cisLT1/2 respectivamente, mas a maioria
dos efeitos conhecidos dos LT sdo mediados via receptores BLT1 e cisLT1. Esses
receptores ligados a Gq e Gi modulam a sinalizacdo de cadeias envolvendo
fosfolipase C/Ca™ intracelular/Proteina quinase C, adenil ciclase, MAPK, PI3K, Rac
e NF-xB (PETERS-GOLDEN, etal., 2004).

As fungdes efetoras envolvidas na imunidade inata, influenciadas
pelos LT, incluem efeitos diretos no recrutamento e ativacdo de fagocitos e
efeitos  indiretos através da estimulacdo da formacdo de outras moléculas
inflamatorias (PETERS-GOLDEN, et al., 2004). O LTB4 além de induzir a migracao
de neutrdfilos, também influencia o trafego de linfécitos CD4" e CD8" (TAGER et al.,
2003), enquanto os cisLT influenciam o trafego de células dendriticas para os sitios
de estimulacdo antigénica (PARAMESWARAN et al., 2004), bem como para 0s
linfonodos (ROBBIANI et al., 2000).

Os leucotrienos séo importantes nao apenas na inflamagéo, mas sua
participacdo na imunidade inata também tem sido descrita no controle de infeccbes
virais por citomegalovirus (GOSSELIN et al, 2005), nas infec¢des bacterianas como
as causadas por Klebsiella pneumoniae (MANCUSO et al, 2001) e infec¢Ges por
fungos do género Histoplasma (MEDEIROS et al, 2004).

Nas parasitoses 0s leucotrienos participam tanto no controle da
infestacdo por Strongyloides (MACHADO et al., 2005), quanto no controle da
infeccdo por Leishmania (SEREZANI et al., 2006).
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Figura 1 — Biossintese dos leucotrienos. cPLA,. fosfolipase A, citossolica; 5-LO: 5-
lipoxigenase; FLAP: proteina de ligacdo a 5-LO; 5-HPETE: acido 5-
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Durante a infeccdo com T. cruzi LTB, e LTCs; aumentam a
capacidade dos macréfagos para fagocitar o parasito (WIRTH & KIERSZENBAUN,
1985). Mais especificamente a ativacdo de macrofagos com LTB4 induz a producao
de TNF-a que tem efeito autdécrino nos macrofagos induzindo a producdo de NO
(TALVANI et al, 2002), a principal molécula responséavel pelo controle da infec¢céo
por T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1992).

Muitos dos efeitos do LTB; sao parcialmente dependentes da
liberacdo de um segundo mediador como o fator ativador de plaguetas (PAF), como
demonstrado por Talvani e colaboradores (2002).

Esses pesquisadores mostraram que a ativacdo de macréfagos com
LTB,4 esta associada ao controle da multiplicacdo do parasito e relataram também o
aumento na parasitemia, parasitismo cardiaco e reducdo da sobrevivéncia de
camundongos C57BL/6 deficientes em PAF e infectados com T. cruzi.

Os leucotrienos (LTB4 e cisLT) também induzem rapido aumento na
producdo de intermedidrios reativos de oxigénio (ROI) por neutréfilos e macréfagos,
que, embora ndo sejam criticos para o controle da multiplicagdo do parasito, podem
estar associados as lesfes celulares consequentes ao estresse oxidativo (GARG et
al., 2003).

1.7 Acibo NORDIHIDROGUAIARETICO (NDGA)

O Acido Nordihidroguaiarético (NDGA) é um lignano obtido a partir
do arbusto creosoto (chaparral, gobernadora ou hediondilla), comum nas Ameéricas
Latina e do Norte (ARTEAGA et al.,, 2005). O arbusto creosoto pertence a familia
Zygophyllaceae que inclui mais de 30 géneros e aproximadamente 250 espécies
(JONES, 1987) sendo as espécies Larrea tridentata e Larrea divaricata duas fontes
comuns do NDGA, que é obtido das flores, galhos finos e verdes e das folhas, que
contem as concentracdes mais altas, 38,3 mg/g (HYDER et al., 2002). O NDGA
possui potente acdo antiinflamatoria, provavelmente em funcdo da sua capacidade
de inibir a enzima lipoxigenase (SALARI et al., 1984).
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Clinicamente o Unico uso reportado do NDGA é no tratamento da
Sindrome de Sjogren-Larsson, uma desordem neurocutédnea devido a um disturbio
na degradacéo do leucotrieno B4 (WILLENSEN, 2000).

Varios estudos experimentais sugerem que o NDGA pode ter um
papel na terapia do cancer. Birkenfeld e colaboradores (1987) demonstraram que o
uso do NDGA na dose de dois mg/dia por via oral durante uma semana inibe a
toxicidade hepatica e a promocdo de tumor renal pelo nitrilitriacetato férrico em
camundongos.

Também foi mostrado que o NDGA pode ser um agente
quimioprotetor no cancer de pulmao (SORIANO et al.,, 1999) e cancer de pele
(GONZALES & BOWDEN, 2002) e suprime o crescimento de células de cancer de
mama (EARASHI, 1995). Esses estudos apontam para dois modos de acdo do
NDGA: o primeiro como antioxidante, prevenindo o efeito deletério das espécies
reativas de oxigénio e o segundo como um agente que afeta a expressdo génica
provavelmente através de seu efeito na sintese de leucotrienos.

A administracdo de NDGA diminui significativamente o dano
oxidativo na nefropatia diabética induzida pelo estreptozotocina em camundongos,
por um mecanismo de acdo que vai além de sua interacdo direta com agentes
oxidantes (ANJANEYULU, 2004).

O NDGA é um inibidor altamente eficiente da 5-LO, tanto “in vivo”
quanto “in vitro”, agindo através da reducéo do ferro no sitio ativo da enzima, porém
sua utilizacdo é limitada por sua baixa biodisponibilidade por via oral (WERZ &
STEINHILBER, 2006).

Portanto, para que se possa entender o papel dos leucotrienos na
fase aguda da infeccéo experimental com T. cruzi, decidimos investigar os efeitos do
bloqueio da producdo da 5-LO sobre o estresse oxidativo associado a anemia,

producao de oxido nitrico e controle da carga parasitaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Com base nos dados expostos anteriormente, investigamos o papel
da 5-lipoxigenase no curso da infeccdo chagasica experimental, por meio do
bloqueio de sua atividade com &acido nordihidroguaiarético (NGDA), e utilizagdo de
camundongos 129 5-LO”(nocautes para 5-lipoxigenase). Para tal foram realizados
ensaios para determinacdo dos parametros hematolégicos, carga parasitaria e
analise do estresse oxidativo em eritrocitos provenientes de animais na fase aguda

da infecgdo com T. cruzi (Cepa Y).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar o papel da 5-LO sobre o curso da infeccao experimental com T. cruzi
realizando o bloqueio farmacol6gico com NDGA ou utilizando animais nocautes para
5-LO e controles selvagens (WT), por meio da determinacdo dos niveis de
parasitemia, parasitismo no coracéo e sobrevida de camundongos infectados com T.

cruzi (cepa Y);

2.2.2. Correlacionar os niveis de parasitemia com o desenvolvimento da anemia
associada ao estresse oxidativo que ocorre na fase aguda da infecgdo com T. cruzi
cepa Y, utilizando dois modelos murinos: um de resisténcia (camundongos C57BL/6)
e outro de susceptibilidade (C57BL/6 INOS KO — deficientes na producédo da 6xido

nitrico sintase induzivel);

2.2.3 Avaliar efeito da auséncia de 5-LO sobre a producédo de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos ativados com lipopolissacarideo (LPS) e células esplénicas oriundas de

camundongos infectados com T. cruzi.
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2.2.4 Determinar o perfil de oxihemoglobina, metahemoglobina e hemicromio em
eritrocitos obtidos de camundongos C57BL/6, C57BL/6 iINOS KO, 129sv (WT) e 129

5-LO™ infectados com T. cruzi e tratados ou ndo com NGDA.

2.2.5 Determinar o consumo de oxigénio e tempo de inducdo (T"%) em eritrécitos
obtidos de camundongos C57BL/6, C57BL/6 iNOS KO, 129sv (WT) e 129 5-LO™
infectados com T. cruzi e tratados ou ndo com NGDA, apdés a inducdo da

lipoperoxidacao com tert-butil hidroperoxido (t-BHP).

2.2.6 Determinar o nivel de lipoperoxidacdo em eritrocitos obtidos de camundongos
C57BL/6, C57BL/6 iINOS KO, 129sv (WT) e 129 5-LO”infectados com T. cruzi e
tratados ou ndo com NGDA, através da quimiluminescéncia induzida por tert-butil
hidroperoxido (t-BHP).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6, C57BL/6 INOS KO,
machos de 6 a 12 semanas de idade, obtidos do Biotério de animais isogénicos do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S&o Paulo e camundongos 129 5-LO™ (CHEN et al, 1994) e 129sv (WT) (controle
selvagem -WT: “wild type”) obtidos do “Jackson Laboratory” - USA, gentilmente
cedidos pelo professor Fernando Cunha da USP de Ribeirdo Preto, SP e mantidos
no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Estadual de
Londrina em gaiolas coletivas, comportando 5 animais cada. Agua e racio
(NUVITAL, CR1, Colombo, PR) esterilizadas por calor imido foram distribuidos “at
libitum”. Os grupos experimentais e controles foram constituidos por camundongos

aproximadamente da mesma idade.

3.2 SOLUGAO DE T-BUTIL HIDROPEROXIDO (T-BHP)

Solucgdes de t-butil hidroperéxido (t-BHP) (Sigma, St. Louis, MO) 2
mM (utilizada para determinacdo de consumo de oxigénio) e 0,6 mM (utilizada para
as reacoes de quimiluminescéncia), foram preparadas diluindo-se 63,5 uL e 19,3 uL
de t-BHP em 1 mL de &gua destilada respectivamente, sob agitacdo vigorosa
mantidas ao abrigo da luz. O t-BHP foi utilizado como indutor do consumo de
oxigénio, (para célculo do tempo de inducéo -T"™) e quimiluminescéncia na avaliacdo

do estresse oxidativo de eritrocitos, segundo Lissi e colaboradores (1986).
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3.3 PARASITOS E INFECCAO

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 manutencéo do T. cruzi “in vivo”.

A avaliacdo da concentracdo de parasitos circulantes foi realizada
através de contagem em microscépio 6ptico, do niamero de parasitos presentes em 5
uL de sangue, coletado da cauda dos camundongos. Os resultados foram expressos
em numero de parasitos/mL de sangue, conforme descrito por Brener (1962).

Para a preparacdo do antigeno T. cruzi (Tc-Ag) os parasitos foram
coletados de culturas de células LLC-MK2 - linhagem celular derivada de rim de
macaco Rhesus (American Type culture collection, ATCC CCL7.1) e submetidos a
10 ciclos de congelamento e descongelamento e a seguir aliquotados e mantidos a -
20°C até o uso (PINGE-FILHO et al.,1999).

3.4 TRATAMENTO DOS CAMUNDONGOS COM ACIDO NORDIHIDROGUAIARETICO (NGDA)

Camundongos C57BL/6, C57BL/6 INOS KO e 129sv (WT) foram
inoculados acido nordihidroguaiaretico (1,4-bis[3,4-dihidroxyphenyl]-2,3-
dimethylbutane - NDGA, Sigma, St Louis, USA), 50 mg/Kg, por via intraperitoneal. A
primeira dose foi administrada 4 horas apds a infeccdo com T. cruzi. O NDGA foi
dissolvido em etanol e a seguir em PBS. Os camundongos receberam o tratamento
com NGDA diariamente durante 12 dias ou até a morte dos animais. A partir do
quinto dia depois da infeccao foi realizada diariamente a avaliagdo da parasitemia

como descrito anteriormente.
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3.5 ANALISE HEMATOLOGICA DOS ANIMAIS NORMAIS E INFECTADOS

Para a realizacdo da analise hematolégica, 1,0 mL de sangue de
cada camundongo foi obtido através da puncdo cardiaca e logo apds os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical como descrito por Aradjo-Jorge (2000).

Em todos os experimentos realizados para determinar os parametros
hematoldgicos dos animais infectados, consideramos como valores normais, agueles
obtidos com camundongos Swiss e C57BL/6 nao infectados mantidos nas mesmas
condicOes dos grupos experimentais (MALVEZI et al, 2000).

3.5.1 Contagem do namero de eritrocitos e plaquetas

A contagem de eritrécitos obtidos de camundongos (normais e
infectados) foi realizada manualmente segundo Dacie e Lewis (1975). Amostras de
sangue coletadas com EDTA (v=50 puL) foram transferidas para tubos de ensaio (12
X 75 mm) contendo 1,0 mL de citrato trissédico 3,8 %. A seguir, esta solugéo foi
homogeneizada e transferida para uma ca&mara hematimétrica de Neubauer
(Hirschmann, Techcolor), mantida por 10 minutos em camara Umida a temperatura
ambiente antes do inicio da contagem em microscépio 6éptico (Olympus, CH30), com
aumento final de 400X. O nimero de hemacias e plaquetas foi calculado da seguinte

maneira:

[Fator de diluicdo X Fator de profundidade = Fator final]

[Fator final x eritrocitos contados em 80 quadrados menores da area central da
camara = Eritrocitos/uL]
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3.5.2 Determinacdo do hematdécrito (HMT)

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 plaguetas como descrito por Bain

(1997). O HMT foi expresso em porcentagem.

3.5.3 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 Diagndstica). Um
dos tubos foi utilizado como branco, em outros trés tubos foram colocados 10 uL de
sangue hemolisado com concentracfes diferentes conhecidas que foram utilizadas
como padrédo, para ser determinado o fator de calibragdo. E nos outros tubos foram
colocados 10 uL das amostras de sangue desconhecidas, com EDTA, previamente
homogeneizadas, onde ocorrem as seguintes reacoes:

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 absor¢cao da luz em 540 nm, em espectrofotdbmetro. A comparacao
da leitura feita pelo instrumento das absorbancias das amostras com a absorbancia
da solucdo de referéncia (padrdo) permite calcular a HB, o que foi feito da forma
mais conveniente com uma curva padrdo ou uma tabela de conversdo. A
concentracdo de HB foi expressa em g/dl. Os célculos foram realizados conforme a

equacao abaixo:
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3.5.3.1 Calculo para o fator de calibracéo:

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

3.5.3.2 Célculo para determinacdo da concentragdo de hemoglobina

Concentracdo de HB = Fator de calibragdo X Absorbancia do teste

3.5.3.3 Reagente de Drabkin (Liquido de Van Kempeu)

3 D1 =10 YA 14,0 g
LG (O ) TR 20,0 ¢
KCN..oi e 50¢9
H,O (destilada)...................... 1000,0 mL

3.5.4 Preparacéo das Solugbes Padréo

A preparacdo de solucbes padrao de hemoglobina foi realizada a
partir de um “pool” de amostras de sangue (v = 2 mL) obtidas de camundongos
Swiss e C57BL/6 normais como descrito por Malvezi et al. (2004). As amostras
foram colocadas em tubo de ensaio (10 X 100 mm) e centrifugadas a 2.500 r.p.m.
durante 5 minutos. Apés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados. Os
eritrocitos foram ressuspensos e lavados (trés vezes) por centrifugacéo (5 minutos,
2.500 r.p.m.) em solucéo salina 0,85%. Apos a terceira centrifugacéo foi adicionado

1,5 mL de agua destilada e agitado vigorosamente por dois minutos para completa
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lise dos eritrocitos. Em seguida foram adicionados 2,5 mL de cloroférmio e agitou-se
vigorosamente por 2 minutos, centrifugou-se a 3.000 r.p.m. por 15 minutos. O
sobrenadante (hemolisado) foi removido com pipeta de Pasteur e armazenado em
tubo de ensaio com capacidade para 15 mL (Falcon) mantido a — 20°C até o
momento do uso.

Em seguida, a concentracdo de hemoglobina das diferentes
amostras, foi determinada em equipamento Cell-Dyn 1600 (Abbott) e confirmada no

equipamento Couter T-890 (Couter Eletronics).

3.5.5 Anélise Hematoldgica para Determinacéo dos indices Leucométricos

3.5.5.1 Contagem de leucocitos

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 agua destilada g.s.p 1000 mL) na proporcao de 1:20. A solucdo de Turk
provoca lise de células anucleadas (heméacias).

Dessa forma, utilizou-se 0 seguinte procedimento: em tubos de
ensaio (10 X 50 mm) foram colocados 95 uL do liquido de Turk , 5 uL de sangue
total com EDTA seguido de agitacdo lenta, deixando em repouso por 5 minutos. A
seguir, apé6s agitacdo, realizou-se a contagem dos leucdcitos em camara
hematimétrica de Neubauer utilizando os quatro quadrantes laterais da camara e
objetiva de 40X.
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3.5.5.1.1 Célculo do numero de leuc6citos na camara de Neubauer

Numero de leucdcitos contados nos quatro quadrados externos da
camara (64 quadrados menores) correspondente a um volume de 0,4 uL numa
diluicdo de 1:20.

1,0 uL
N° de leucdcitos contados X ------------ X 20 = leucocitos por pL
0,4 uL
20
N° de leucdcitos contados x (1,0 ub = --------- ) =leucdcitos por uL
0,4
N° de leucdcitos contados x 50 = leucdcitos por uL

3.6 COLETA DE CELULAS DE MEDULA OSSEA

Células da medula 6ssea foram obtidas a partir de fémures e tibias
segundo Tadokoro (2001). Resumidamente, com o auxilio de um bisturi € uma
tesoura, foram removidos cuidadosamente a pele, musculos e tenddes dos membros
inferiores. A seguir as epifises 0sseas foram removidas. Com ajuda de uma seringa
de 1 mL acoplada a uma agulha (0,4X13, 26G1/2, Becton Dickinson, Curitiba, PR)
foi realizada a liberacdo da medula com um jato de 1 ou 2 mL de PBS no interior do
0sso. A medula colhida foi entdo homogeneizada e parte foi diluida a 1:10 em
solucao de citrato trissédico para as contagens de células em camara hematimétrica
de Neubauer (Hirschmann, Techcolor), nos quadrantes laterais. Parte da medula
extraida foi transferida diretamente para a camara hematimétrica de Neubauer para
as contagens de megacariocitos.

Parte do homogeneizado obtido da medula o0ssea (20 plL) foi
transferido para laminas de vidro (26X76 mm) para confeccdo do esfregago, que foi
mantido em temperatura ambiente por 2 horas para secagem, corado pelo método
de May-Grunwald-Giemsa. Foram realizadas as contagens e os resultados foram

emitidos em valores absolutos.
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3.7 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

3.7.1 Preparacédo de Papa de Eritrocitos

Amostras de sangue heparinizado (1mL) obtidas de camundongos
normais e infectados foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de
tampéao fosfato (10 mM NacCl 0,9%, pH 7,2) e centrifugadas durante 10 minutos a
2000 r.p.m. para lavagem. Ap0s trés lavagens o sobrenadante foi descartado e a

“papa” de eritrécitos foi mantida em banho de gelo durante a realizacéo dos ensaios.

3.7.2 Determinacdo do espectro de oxihemoglobina, metahemoglobina e

hemicrémio dos eritrécitos obtidos dos camundongos normais e infectados

Para preparagdo dos hemolisados, 10 uL de papa de eritrécitos
foram adicionados a 3,0 mL de &gua destilada em tubos de ensaio sob agitacédo
vigorosa. A absorbancia foi ajustada, quando necessério, entre 0.800 e 0.900 para
se obter maior sensibilidade e padronizacéao.

A varredura foi realizada em espectrofotémetro (Varion, serie 634)
nos comprimentos de onda de 700 até 450 nm, com velocidade de 50 nm por
minuto. As curvas foram obtidas através do programa Origin 6.0.

3.7.3 Avaliacdo do consumo de oxigénio, por eritrocitos obtidos de
camundongos normais e infectados, ap6s inducéo da lipoperoxidagcdo com t-

butil hidroperoxido

Uma suspensao de eritrocitos a 1% preparada pela adicdo de 30 uL

de papa de hemécias a 3,0 mL de tampéo fosfato (10 mM NaCl 0,9%, pH 7,2) foi
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utilizada para a determinacdo do consumo de oxigénio. Ap0s a incubacdo a 37°C
os tubos contendo 3,0 mL da suspensdo 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 reacdo se deu pela adicdo de 12 uL de t-BHP (2 mM) , possibilitando o
registro do consumo de oxigénio, realizado até a estabilizagcdo da queda do
consumo de oxigénio e expresso em nM.

Os dados obtidos no oximetro foram analisados utilizando-se o
programa de computador Origin (versdo 6.0, Micronal) para obtencdo de uma curva
padrdo que expressa as medidas do tempo de indugdo do consumo de oxigénio
(Tind)_

(190nM) x (X) x (volume da incubagcdo em mL)

3.7.4 Avaliacéo da lipoperoxidacao (LPO) por quimiluminescéncia iniciada por
t-butil hidroperoxido (t-BHP).

3.7.4.1 Padronizacdo da técnica de quimiluminescéncia para eritrocitos de

camundongos.

Para a padronizacdo da técnica de quimiluminescéncia iniciada pelo
tert-butil hidroperéxido, em eritrécitos de camundongo, foi utilizado sangue
heparinizado de camundongo C57BL/6 normal preparado como descrito no item
3.7.1.

Para a determinacdo da curva de QL para eritrocitos normais, 8 uL
da papa de eritrcitos foram suspensos em 1,0 mL de tampéao fosfato de potassio a
37 °C. Para o meio de reacdo, 875 uL desta suspenséo foi acrescida de 105uL de
tampéo a 37 °C e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL de t-BHP 0,6 mM. A

leitura de quimiluminescéncia foi acompanhada durante 20 minutos.
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Para determinar a curva de QL para eritrocitos oxidados, uma
aliquota de eritrécitos foi submetida ao estresse oxidativo moderado pela incubacao
com 2,2 Azobis (2-amidinopropano) hidroclorido (AAPH) 5 mM durante 2 horas.

O meio de incubacao foi composto de eritrécitos a 1% e AAPH 5mM
(100uL de eritrocitos, 9,9 mL de tampéo e 0,01356g de AAPH). A mistura foi mantida
ao abrigo da luz. A incubacgao foi realizada a 37 °C sob agitacdo constante de 100
r.p.m.

Deste meio de incubacdo foram retiradas 2 aliquotas: a primeira
apos incubacado de 1 hora e a segunda, apos 2 horas (5mL em cada tempo). Apds
incubacédo, as amostras foram mantidas em banho gelado por 10 minutos para parar
a decomposicdo do AAPH em peroxil e os eritrocitos foram centrifugados a fim de
obter-se a papa. Para a realizacdo do ensaio de quimiluminescéncia, a amostra foi

preparada da mesma maneira que para 0s eritrocitos normais.

3.7.4.2 Avaliacao da lipoperoxidacdo por quimiluminescéncia iniciada por (t-

BHP) em eritrocitos de camundongo normais e infectados.

Para a preparacdo da suspensédo de eritrocitos, 8 uL da papa de
eritrécitos foram suspensos em 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio a 37° C. Para
0 meio de reacdo (em tubos plasticos mantidos no escuro), 875ulL desta suspensao
foi acrescida de 105 pL de tampéo a 37° C e a reagéao foi iniciada pela adicdo de 20
uL de tert-butil hidroperoxido 0,6 mM. A leitura de quimiluminescéncia foi monitorada
durante 20 minutos em luminédmetro TD-20/20 (Turner Designs), com intervalo de
deteccdo 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 quimiluminescéncia foram plotadas através do programa
Origin 6.0. Os resultados sao expressos em unidade relativa de luz (URL).

Os valores de Vo foram obtidos por regressao linear da parte

ascendente da curva de quimiluminescéncia.
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3.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA

No 12° dia de infec¢cdo os animais foram sacrificados. O coracao foi
removido e fixado em formalina tamponada a 10% por 24 horas e a seguir
seccionado no sentido transversal. Os cortes foram entdo embebidos em parafina,
corados com hematoxilina/eosina (H&E) e entdo analisados em microscopio Optico
(com aumento total de 400 vezes). O numero de ninhos de amastigotas foi contado
em uma area de 10 mm? por seccdo. Trés seccdes foram contadas e o resultado foi

emitido como a média das contagens nas trés secc¢des.

3.9 CULTURA DE MACROFAGOS

Trés dias apds a inoculacédo intraperitoneal de 1,5 mL de tioglicolato
de sodio a 5% (v/v) os camundongos foram sacrificados e as células do exsudato
peritoneal (PEC) foram coletadas em RPMI 1640, centrifugadas a 1200 r.p.m. e
ressuspensas em RPMI 1640. As células (3.0 x 10°) foram entdo plaqueadas em
microplacas de 48 ou 96 cavidades e fundo chato (Nunc) e incubadas por 4 horas
em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. As células ndo aderentes foram
removidas por trés lavagens com PBS morno e as células aderentes (1,5 a 2,0 x 10°)
foram cultivadas em RPMI 1640 (suplementado com soro bovino fetal a 10%,
penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 pug/mL respectivamente), glutamina 0,05
mM, piruvato 1 mM) por mais 24 horas a 37°C em camara umida e atmosfera de 5%
de CO, na presenca ou ndo de NDGA na concentracdo final de 10 uM,
lipopolissacarido (LPS de E.coli sorotipo 026:B6, Sigma, St Louis, USA) na
concentracéo final de 1ug ou NDGA + LPS nas concentragfes acima citadas.

Apds o periodo de incubacdo o sobrenadante foi coletado e
separado para as dosagens de nitrito acumulado, como indicador da concentragéo
de 6xido nitrico produzido pelos macrofagos.

A viabilidade das células aderentes (macréfagos) foi determinada

pelo corante azul de Trypan, foi sempre superior a 95%.
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3.10 CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS

Células esplénicas foram coletadas de camundongos C57BL/6
infectados com T cruzi (ISC), no 12° dia de infeccdo, camundongos C57BL/6
infectados com T. cruzi e tratados com NDGA (50 mg/Kg) diariamente durante 12
dias (SCI+NDGA) ou de camundongos C57BL/6 normais (SC). Os 6rgdos foram
macerados e os eritrocitos foram removidos por lise hipoténica com agua destilada e
as células esplénicas foram ressuspensas em RPMI 1640 suplementado com soro
bovino fetal a 10%, penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL
respectivamente) (Sigma), glutamina 0,05 mM e piruvato 1 mM (meio RPMI 1640
completo). As células esplénicas de todos os grupos foram cultivadas (4x10°/mL)
em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por 48 horas, em microplacas de 96
cavidades com fundo chato, em meio RPMI 1640 completo, e estimuladas com Tc-
Ag (4x10° parasitos/cavidade) ou cultivados apenas na presenca do meio RPMI
1640 completo.

ApoOs 48 horas de cultura os sobrenadantes foram coletados para as

dosagens de NO.

3.11 DosAGEM DE OxIDo NiTRICO

A quantidade de 6xido nitrico (NO) produzida pelos macréfagos foi
determinada colorimetricamente através da dosagem de nitrito acumulado pela
reacao de Griess no sobrenadante das culturas.

O reagente de Griess, composto de 1,0 g sulfanilamide, 0,1 g
Naphtyl ethylenediamine, 90 mL H,O e 2,5 mL &cido fosférico PA foi preparado
imediatamente antes do uso e mantido no escuro.

A mistura reativa foi composta de 50 uL de sobrenadante mais 50 uL
de reagente de Griess, incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz. A absorbancia foi determinada em leitora de ELISA no comprimento de onda
de 550 nm. A concentracdo de nitrito foi determinada através de uma curva padrao

utilizando nitrito de sddio nas concentragcfes de 0 a 100 uM com uma concentracao
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minima detectavel de 1,5 uM (STUEHR & NATHAN , 1989; PINGE-FILHO et
al.,1999).

3.12 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram dosadas pelo método de Lowry et al. (1951),
modificado por Miller (1959). Para o calculo das concentracfes foi utilizado soro

albumina bovina como padréo.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico
“INSTAT” (GraphPad Prisma, San Diego, CA). Os resultados foram expressos como
média +/- desvio-padrdo. As diferencas entre 0s grupos controle e experimentais,
como também os niveis de parasitemia, foram analisados pela andlise de variancia
ANOVA seguida do Teste de Comparagbes Mdultiplas de Tukey-Kramer, teste de
Bonferroni ou test t-Student n&o pareado, considerando-se p < 0,05 como

significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 A 5-LIPOXIGENASE PARTICIPA DO CONTROLE DA CARGA PARASITARIA DURANTE A FASE

AGUDA DA INFECCAO COM T. CRUZI

4.1.1 Parasitemia e Sobrevida

Para investigar a participacdo da 5-LO (5-lipoxigenase) na fase
aguda da infeccéo chagasica, utilizamos duas linhagens de camundongos, C57BL/6,
considerado como resistente a infeccéo, e a linhagem 129 (Sv e 5-LO™).

A figura 2 mostra o curso da infeccdo nesses camundongos infectados com 5x10°
formas tripomastigotas de T. cruzi via intraperitoneal. O pico de parasitemia ocorreu
no 9° dia de infeccdo na linhagem C57BL/6 e foi significativamente maior (p<0,05)
no grupo tratado com NDGA em comparagdo com o grupo nao tratado (Figura 2a).
Na linhagem 129sv (WT) o maior pico de parasitemia também ocorreu no 9° dia de
infeccdo e foi significativamente maior (p<0,05), nos camundongos 129sv (WT)
tratados com NDGA em comparagdo com 0s animais ndo tratados (Figura 2b).
Porém os camundongos 129 apresentaram um segundo pico de parasitemia entre o
17° e o 19° dia de infeccdo, significativamente maior nos animais 129sv (WT)
tratados com NDGA e 129 5-LO” em comparagcdo com os animais 129sv (WT) néo
tratados (Figura 2b). Apesar da carga parasitaria maior nos camundongos C57BL/6
tratados com NDGA em relacdo ao grupo ndo tratado, todos eles sobreviveram até o
final do experimento, 40 dias apés a infec¢do (Figura 3). Ja no caso dos animais da
linhagem 129 os grupos tratados com o inibidor NDGA e os grupos “knock- outs”
para 5-LO tiveram uma taxa de sobrevivéncia significativamente menor (p<0,05) em

comparagao com os grupos 129sv (WT) selvagens néo tratados (Figura 3).
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Figura 2 — Parasitemia de camundongos infectados com T cruzi pela metodologia
de Pizzi e Brener. Camundongos C57BL/6, 129sv (WT) (WT) e 129 5-
LO™ foram infectados com com 5x10° tripomastigotas sanguineas de T.
cruzi, cepa Y. Parasitemia foi quantificada como tripomastigotas/mL de
sangue. Os resultados sdo expressos como média + SD de 5 animais
por grupo e sao representativos de dois a cinco experimentos
independentes. Os resultados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. *p<0,05, significativamente
diferente (C57BL/6 vs C57BL/6 + NDGA (2a), 129sv (WT) + NDGA e
129 5-LO-/-vs 129sv (WT) (2b). WT: wild type (selvagem).
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Figura 3 — Sobrevivéncia de camundongos infectados com T cruzi. C57BL/6, 129sv
(WT) e 129 5-LO-/-foram infectados com com 5.10° formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi, cepa Y por via intraperitoneal.
Os grupos tratados com NDGA (50 mg/Kg) receberam o tratamento 4
horas apos a infeccdo e diariamente por via intraperitoneal durante 40
dias ou até a morte. Os resultados sao expressos como média + SD de 5
animais por grupo e sao representativos de trés experimentos
independentes. Os resultados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. *p<0,05 significativamente
diferente para 129sv (WT) + NDGA e 129 5-LO™ vs 129sv (WT).

4.1.2 Parasitismo Cardiaco

A importancia da producdo enddgena de leucotrienos sobre o
parasitismo cardiaco foi investigada utilizando camundongos tratados com NDGA
(50 mg/Kg) e camundongos deficientes em 5-LO.

O coracao dos animais C57BL/6 infectados e tratados com NDGA

apresentou 4 vezes mais ninhos de amastigotas (Figura 4a) em relacdo aos animais
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infectados nao tratados (4,1+ 0,8 versus 1,1 + 0,8) (p<0,05) (figura 4d) no 12 ° dia
pés-infeccdo. O tratamento com NDGA (50 mg/Kg) nos animais normais (n&o
infectados) ndo provocou nenhuma alteracdo detectavel no tecido cardiaco (figura
4b).

O tecido cardiaco dos animais 129sv (WT) infectados e tratados com
NDGA (Figura 4f) e dos animais 129 5-LO™ (Figura 4g) apresentaram
significativamente (p<0,05) mais ninhos de amastigotas em relagdo aos animais
129sv (WT) infectados (Figura 4e).

Comparando-se 0 numero de ninhos dos animais C57BL/6
(infectados e tratados com NDGA) com os animais da linhagem 129 (infectados e
tratados com NDGA ou geneticamente deficientes em 5-LO) observou-se que 0s
camundongos da linhagem 129 apresentaram numero significativamente maior

(p<001) de ninhos (4,1 + 0,8 versus 26 + 1,3) em comparacdo com 0S animais
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Figura 4 — Quantificagdo de ninhos de amastigotas de T. cruzi no miocéardio de

camundongos C57BL/6 e 129 nol2° dia poés-infeccdo (4a). Os
camudongos foram infectados com 5x10° formas tripomastigotas de T.
cruzi (cepa Y) por via intraperitoneal e tratados ou ndo com NDGA (50
mg/Kg) durante 12 dias. O tecido cardicaco dos camundongos C57BL/6
infectado e tratado com NDGA (4d) apresentou 4 vezes mais ninhos de
parasitos que o tecido cardiaco dos camundongos C57BL/6 infectados e
ndo tratados (4c) no 12° dia de infeccdo. O tecido cardiaco dos
camundongos 129sv (WT) infectados e tratados com NDGA (4f) e
camundongos 129 5-LO” infectados (4g) ambos apresentaram
significativamente mais ninhos de parasitos, quando comparados com o
grupo 129sv (WT) infectado e n&o tratado (4e). * p<0,05 (teste de
Bonferroni). Aumento de 400x e coloracdo de H&E. As setas indicam os
ninhos de amastigotas.
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linhagem C57BL/6, o que corrobora os resultados mostrados na figura 3 com taxas
de sobrevida menor nos animais da linhagem 129.

4.2 O BLOQUEIO FARMACOLOGICO DA 5-LO REDUZ A PRODUGAO DE OXIDO NIiTRICO (NO)

O o6xido nitrico (NO) € comprovadamente um dos principais
mediadores envolvido no controle da infeccdo por T. cruzi. NOsSSOs experimentos
mostram que a inibicdo na producdo de leucotrienos exacerba a infeccdo, com
aumento da parasitemia e parasitismo cardiaco. Realizamos testes “in vitro” para
determinar o efeito do bloqueio da 5-LO na producdo de NO por macréfagos do
exsudato peritoneal (PEC) e em células esplénicas (SC) (Figura 6).

O pré-tratamento com o inibidor da 5-LO, NDGA, reduziu
significativamente (p<0,05) em cerca de 20% a producédo de NO pelos macrofagos
de camundongos C57BL/6 estimulados com LPS (Figura 6a). Similarmente, a
producdo de NO por macréfagos de camundongos 129 estimulados com LPS foi
significativamente reduzida (p<0,05) em aproximadamente 30% pelo tratamento com
NDGA (Figura 6b). Nos camundongos 129 com o gene para 5-LO depletado, a
producdo de NO ndo foi significativa apds a estimulacdo com LPS, permanecendo
no nivel comparavel ao animal ndo estimulado (figura 6b). Também a producéo de
NO por células esplénicas foi reduzida, significativamente (p<0,05), em
aproximadamente 30% pelo tratamento com NDGA nos camundongos C 57BL/6
(Figura 7).
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Figura 5 — Efeito do tratamento com inibidor da 5-lipoxigenase (5-LO), NDGA na

producdo de NO em células do exsudato peritoneal -PEC de
camundongos C57BL/6 (6a) e 129 (6b). As PEC (2,0x10°/cavidade)
foram cultivadas por 24 horas em meio RPMI 1640 em céamara umida
em estufa contendo 5% CO, a 35°C, somente com 0 meio, meio +
NDGA (10uM) (NDGA), 1 nug de LPS (LPS) e LPS + NDGA
(LPS+NDGA). Os sobrenadantes foram coletados e as concentragdes
de nitrito foram determinadas pela reacdo de Griess. Os resultados
representam a media + SD de amostras em triplicata e sao
representativas de dois a cinco experimentos independentes. *
Significativamente diferente (p<0,05) quando comparado com as células
nao estimuladas com LPS. ** Significativamente diferente (p<0,05)
guando comparado com as células estimuladas com LPS e nao tratadas
com NDGA.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com inibidor da 5-lipoxigenase (5-LO), NDGA na

producdo de NO em células esplénicas (SC) de camundongos C57BL/6.
SC de camundongos n&o infectados (SC) e infectados com 5x10° T cruzi
12 dias p6s infeccdo (SCI) na quantidade de 2,0x10°/cavidade, foram
cultivadas por 48 horas em meio RPMI 1640 em camara Umida em
estufa contendo 5% CO, a 35°C, somente com o meio (SC ou SCI),
meio + NDGA (10uM) (NDGA). Os sobrenadantes foram coletados e as
concentracdes de nitrito foram determinadas pela reacdo de Griess. Os
resultados representam a media + SD de amostras em triplicata e séo
representativas de trés experimentos independentes. *
Significativamente diferente (p<0,05) quando comparado com as células
de camundongos néo infectados ** Significativamente diferente (p<0,05)
guando comparado com as células de camundongos infectados e nao
tratadas com NDGA.
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Figura 7 — Viabilidade das PEC apds 24 horas de incubacdo..PEC de camundongos
C57BL/6 (2,0x10°/cavidade) cultivadas por 24 horas em meio RPMI 1640
em camara umida em estufa contendo 5% CO,. a 35°C. (8a) PEC de
camundongo normal; (8b) PEC de camundongo normal tratadas com
NDGA 10 uM; (8c); PEC de camundongo normal tratado com LPS; (8d)

PEC de camundongo normal tratado com LPS e NDGA 10 uM. Aumento
de 400x.

A determinacdo da viabilidade celular, superior a 95%, ao final dos
cultivos celulares, realizada com azul de Trypan demonstrou que o tratamento com

NDGA na concentracao de 10uM n&o causou efeito toxico nas células (Figura 8).
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4.3 A 5-Lipoxigenase e 6xido nitrico sintase induzivel ndo est&do envolvidas no
processo gerador da anemia, trombocitopenia e hipoplasia medular durante a

fase aguda da infeccdo com T cruzi.

Para avaliar a participacdo da 5-LO na geracdo da anemia na fase
aguda da infeccéo, utilizamos camundongos da linhagem C57BL/6, C57BL/6 INOS
KO, 129sv (WT) e 129 5-LO" infectados com T cruzi , tratados ou ndo com NDGA.
Os resultados sao apresentados na tabela 1 e indicam a nao participagéo da 5-LO
na anemia durante a fase aguda da doenca de chagas experimental.

Todos os grupos infectados apresentaram anemia (que foi mais
intensa nos animais C57BL/6 em comparagcdo com 0s animais da linhagem 129),
trombocitopenia e leucopenia (Tabela 1) no 12° dia de infec¢cdo. A pancitopenia no
sangue periférico foi acompanhada de reducdo do numero de megacariocitos e
células nucleadas na medula éssea (tabela 2).

A anemia desenvolvida nos camundongos C57BL/6, C57BL/6 INOS
KO e 129sv (WT) nao foi modificada pelo bloqueio na 5-Lipoxigenase dos animais
com NDGA. Também os animais 129 5-LO™ apresentaram o mesmo perfil de

anemia dos animais 129sv (WT) (selvagens).
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Tabela 1 — Valores hematoldgicos de camundongos infectados com T. cruzi no 12°
dia de infecgéo ?

Grupos Hemoglobina Hematécrito  Plaquetas Leucdcitos
(g/dl) (%) (x10%/uL) (x10%/uL)

C57BL/6

C 14,2+ 0,5 452+1,1 914+ 107 6,16 £0,61

C + NDGA 13,9+0,2 44,0+ 1,4 1024 + 99 5,00 £ 0,69

| 9,3+1,2* 29,2 +1,9*% 224 +90* 2,16 + 0,53*

| + NDGA 9,8 +0,9* 31,2 +1,5* 258 + 61* 2,08 £ 0,38*
C57BL/6 iINOS KO

C 149+1,2 43,8+ 2,6 1022 +111 5,74+ 0,94

C + NDGA 148+1,4 447+ 2,5 950+134 5,36+1,18

I 11,5+0,7* 34,6 + 1,5* 80+10* 1,84+0,41*

| + NDGA 12,2 +1,1* 33,3+2,1* 87+ 7* 1,43 £ 0,25*
129 sv

C 15,9 +0,32 46,7 +0,6 520 + 82 70+1,2

C + NDGA 15,6 £ 0,26 46,3+ 1,2 647 + 81 7,5+0,5

| 12,3 +1,22* 36,7 +2,1* 122 + 8* 2,8 +0,5*

| + NDGA 11,0 + 1,06* 35,0 £ 1,0% 125+ 7* 2,3+0,2*
129 5-LO™

C 15,7 £ 0,10 470+25 425 + 7* 6,7+1,9

| 12,8 + 0,10* 36,0 + 2,0* 112 + 8* 3,0+0,7*

4 Os grupos de camundongos foram infectados (I) com 5x10° T. cruzi ou infectados
e tratados com 50 mg/kg do acido nordihidroguairético (NDGA); (C) controle; (C +
NDGA) controle tratado com NDGA; (I) infectado; (I + NDGA) Infectado e tratado
com NDGA. A analise hematoldgica foi processada como descrito em materiais e
métodos. Os resultados representam a média = SD e sdo representativos de trés
experimentos independentes utilizando 5 animais por grupo. * Significativamente
diferente (p<0,05) quando comparado com o grupo néo infectado.



Tabela 2 — Células nucleadas da medula 6ssea de camundongos infectados com T

cruzi no 12° dia de infeccédo °

Grupos Células da Medula 6ssea Megacariocitos
(x10%/camundongo) (x10*/camundongo)

C57BL/6

C 59,87 + 4,17 49,00 + 12,50

C + NDGA 54,26 £5,43 46,00 + 8,95

| 25,58 + 3,02* 17,00 £ 5,70*

| + NDGA 31,63 £+ 3,03*# 16,75+ 1,12*
C57BL/6 INOS KO

C 55,93 + 8,55 70,00 + 9,35

C + NDGA 47,15 + 3,30 60,83 £ 6,29

| 5,48 + 0,55* 3,00+1,11*

| + NDGA 5,24 +0,81* 3,33 +1,14*
129 sv

C 39,50 + 7,00 33,30+ 5,70

C + NDGA 42,60 = 2,00 40,00 + 10,00

| 17,90 + 3,90* 5,00 £+ 0,50*

| + NDGA 17,50 + 4,60* 5,00 + 0,90*
129 5-LO™

C 47,90 + 7,00 35,00 + 7,00

| 17,70 +£1,90* 5,00 £ 0,70*

Os grupos de camundongos foram infectados (1) com 5x10° T. cruzi ou infectados
e tratados com 50 mg/kg do acido nordihidroguairético (NDGA);(C) controle; (C +
NDGA) controle tratado com NDGA,; (I) infectado; (I + NDGA) Infectado e tratado
com NDGA. A andlise hematoldgica foi processada como descrito em materiais e
métodos Os resultados representam a média + SD e sdo representativos de trés
experimentos independentes utilizando 5 animais por grupo. * Significativamente
diferente (p<0,05) quando comparado com o0 grupo nao infectado. #
Significativamente diferente (p<0,05) quando comparado com o grupo infectado.
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Figura 8 — Células da medula 06ssea de camundongos infectados com T cruzi.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 5.10° formas
tripomastigotas de T cruzi. 4 horas apos a infeccdo e diariamente, o
grupo Infectado + NDGA recebeu 50 mg/Kg de NDGA via
intraperitoneal, 0 mesmo tratamento recebido pelo grupo controle +
NDGA. A analise hematoldgica foi processada como descrito em
materiais e métodos Os resultados representam a media + SD de trés
experimentos independentes utilizando 5 animais por grupo. *
Significativamente diferente (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
ndo infectado. # Significativamente diferente (p<0,05) quando
comparado com o grupo infectado.

Nos animais C57BL/6 a diminuicdo na celularidade total da medula
Ossea foi parcialmente revertida pelo tratamento com NDGA (Figura 5), porém sem

modificar os parametros no sangue periférico.

4.4 O BLOQUEIO DA 5-LO ATENUA O ESTRESSE OXIDATIVO DE ERITROCITOS NA FASE
AGUDA DA INFECCAO COM T CRUZI DE MANEIRA DEPENDENTE DE NO

Para avaliar participacdo da 5-LO no estresse oxidativo que ocorre
durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi, determinamos o perfil de

oxidacdo da hemoglobina e avaliamos a lipoperoxidacdo em eritrocitos de
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camundongos tratados ou ndo com NDGA e camundongos nocautes
para 5-LO.

Agentes oxidantes podem provocar a transformacdo da
oxihemoglobina em metahemoglobina e hemicrémio. Particularmente o NO pode
atravessar a membrana do eritrocito e reagir com grupamentos SH (BASKURT et
al.,1998) principalmente com grupamentos hemoglobina-cisteina, gerando S-nitroso-
hemoglobina e nitrosil-hemoglobina (RASSAF et al., 2003). A nitrosil-hemoglobina
lentamente se converte em metehemoglobina (metHb), na presenca de oxigénio
(HAROLD & ROCK, 2003) Assim, a determinagdo da metahemoglobna pode ser util
como indicador de estresse oxidativo mediado pelo NO.

Nossos resultados mostram que a infec¢do por si s6 néo foi capaz
de provocar alteracbes no espectro de hemoglobina, o que sugere auséncia de
oxidacdo da hemoglobina (Figura 9) detectavel na metodologia utilizada. Do mesmo
modo o tratamento com NDGA n&o provocou alteragao.
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Figura 9 — Espectro de hemoglobina de eritrécitos de camundongos normais e

infectados com 5x10° formas tripomastigotas deT cruzi. Os grupos de

camundongos sdo: controle normal (normal); ndo infectado e tratado

com NDGA (normal+NDGA); infectado com 5x10°

formas

tripomastigotas det cruzi (12 dias pos-infeccdo) e infectado e tratado
com NDGA (Infectado+NDGA) 50 mg/Kg durante 12 dias. Os
eritrocitos de cada grupo foram hemolisados em H,O (O.D. 0,800-
0,900) e o perfil de oxidacao foi obtido por varredura espectral entre
700 e 450 nm. Os dados representam a media + SD e sao
representativos de trés experimentos independentes utilizando 5
animais por grupo. Nenhuma alteracdo espectral (oxidac&do) foi

observada.
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4.4.1 Avaliag&o do consumo de oxigénio e tempo de indugao (T""%)

O consumo de oxigénio pelos eritrocitos esta associado com a
susceptibilidade da membrana para sofrer peroxidacdo lipidica. Utilizando eletrodo
tipo Clark para medir o consumo de oxigénio induzido pelo terc-butilhidoperdxido (t-
BHP) em eritrocitos, constatamos um consumo de oxigénio significativamente maior
(p<0,05) pelos animais infectados com T cruzi quando comparados com 0S animais
normais (Figura 10).

Essa elevagdo no consumo de oxigénio foi abolida pelo tratamento
com NDGA nos animais C57BL/6, (50,8 + 2,7 vs 40,4 + 3,0 nMOL/mg de proteina)
mas ndo nos camundongos C57BL/6 INOS KO (49,0 + 2,8 vs 46,5 + 3,9 nMOL/mg
de proteina) (Figura 10a), indicando que a atenuacao no estresse oxidativo induzida
pelo NDGA é dependente de NO.

Nos animais da linhagem 129 a auséncia do gene para 5-LO reduziu
significativamente (p<0,05) o consumo de oxigénio (52,2 + 8,1 nMOL/mg de proteina
nos camundongos 129sv (WT) versus 40,0 +5,7 nMOL/mg de proteina nos
camundongos 126 5-LO-/-).

O tempo de indugéo, calculado a partir dos dados do oximetro, esta
diretamente relacionados com a capacidade antioxidante intraeritrocitaria. Durante a
infeccdo pelo T cruzi o tempo de inducdo foi significativamente menor nos
camundongos infectados quando comparado aos grupos normais.

Aqui novamente, o tratamento com o inibidor de 5-LO, NDGA
reverteu significativamente (p<0,05) o estresse oxidativo induzido pela infeccdo nos
camundongos C57BL/6 (T™ = 139,7 + 6,9s vs 171,3 + 8,3s), mas nhdo nos
camundongos C57BL/6 iINOS KO (T"¥=145,0 + 14,0s vs 160,6 + 20,7s) (Figura 10b)
corroborando com os dados de consumo de oxigénio de que o efeito do blogueio na
producdo de leucotrienos com NDGA na reversdo do estresse esta diretamente
relacionado com a diminui¢cdo na concentracédo de NO.

Também nos animais da linhagem 129, a auséncia do gene para 5-
LO alterou significativamente o T, (199 + 17s nos animais 129sv (WT) versus
218 + 14s nos animais 129 5-LO™).
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4.4.2 Avaliacdo do estresse oxidativo em eritrocitos por quimioluminescéncia

iniciada pelo terc-butil hidroperoxido

Altos picos de quimioluminescéncia estdao associados a dano
oxidativo prévio ao tecido. Analisando a cinética das curvas de
quimiluminescéncia consideramos que 0 estresse oxidativo prévio dos eritrocitos,
antes da adicado do t-BHP estd associado um tempo menor para atingir o pico de
guimiluminescéncia, 0 que consequentemente, desloca o pico de QL para a
esquerda (Figura 12).

No caso da lipoperoxidacdo nos eritrocitos durante a infeccao pelo T.
cruzi os picos sao pouco elevados e a quimiluminescéncia € de baixa emissdo. A
figura 12 mostra o perfil das curvas de QL em eritrécitos de camundongos C57BL/6

durante a infecgdo com T. cruzi, com ou sem o tratamento com NDGA.
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Estresse oxidativo em eritrocitos durante a infec¢do por T. cruzi. Os
graficos mostram o consumo de oxigénio (10a) e tempo de indugéo -
T""d(10b) induzido pelo t-BHP em eritrécitos de camundongos C57BL/6
e C57BL/6 iNOS KO normais e infectados com 5x10° formas
tripomastigotas de T cruzi (12° dia de infecc&do), ou infectados e
tratados diariamente com NDGA (50 mg/Kg) por via intrapoeritoneal 4
horas apés a infec¢do e diariamente durante 12 dias. O consumo de
oxigénio foi determinado em eletrodo de Clarck como descrito em
materiais e métodos. Os dados representam a media + SD e séo
representativos de trés experimentos independentes utilizando 5
animais por grupo. * Significativamente diferente (p < 0,05) quando
comparado com o grupo normal ou com o grupo infectado e tratado
com NDGA.
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Figura 11 — Estresse oxidativo em eritrocitos durante a infeccdo por T. cruzi. Os
graficos mostram o tempo de inducgéo - T"d(11a) e o consumo de
oxigénio (11b) induzido pelo t-BHP em eritrocitos de camundongos
129sv (WT) e 5-LO” normais e infectados com 5x10° formas
tripomastigotas de T cruzi (12° dia de infeccéo), ou normais e tratados
diariamente com NDGA (50 mg/Kg) por via intrapoeritoneal 4 horas
apos a infeccao e diariamente durante 12 dias. O consumo de oxigénio
foi determinado em eletrodo de Clarck e a partir dos dados do oximetro
foi calculado o tempo de inducdo como descrito em materiais e
métodos Os dados representam a media + SD e sdo representativos
de dois experimentos independentes utilizando 5 animais por grupo. *
Significativamente diferente (p < 0,05) quando comparado com 0 grupo
normal.

Quando analisamos as curvas de QL iniciada pelo t-BHP nos
camundongos infectados com T cruzi (Figura 12A), verificamos um tempo menor
para atingir o pico (Tabela 2), tanto nos camundongos C57BL/6, C57BL/6 INOS
KO, quanto nos camundongos 129sv (WT), quando comparado com oS animais nao
infectados.

Nos animais C67BL/6 o bloqueio na 5-LO com NDGA reverte
totalmente (p<0,001) o estresse induzido pela infec¢édo (Figura 13a), ao contrario do
gue acontece com o grupo C57BL/9 iINOS KO que ndo sofre nenhum efeito com o
tratamento com NDGA (Figura 13b). Nos animais 129sv (WT) o tratamento com
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NDGA reverte significativamente (p<0,05) o estresse (Figura 13c), demonstrado por

um tempo maior para atingir o pico de QL, comparado com o grupo infectado.
Também nos animais 129 geneticamente deficientes em 5-LO a

infeccdo induz um estresse oxidativo menor, com um tempo maior para atingir o

pico de QL, comparado com o grupo 129sv (WT) (selvagem) infectado.

—&— Eritr6citos normais
—@— Eritrécitos + AAPH (1 hora)
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Figura 12 — Quimiluminescéncia iniciada por tert-butil hidroperéxido (t-BHP) em
eritrécitos de camundongos. Os grupos de eritrocitos sao: grupo
controle normal (eritr6citos normais); eritrocitos submetidos ao
estresse oxidativo moderado pela incubagdo com AAPH 5 mM
durante 1 hora (eritrocitos + AAPH 1 hora) e eritrocitos submetidos
ao estresse oxidativo moderado pela incubagdo com AAPH 5 mM
durante 2 horas (eritrocitos + AAPH 2 horas) . As curvas
representam a média de 5 determinacdes para cada grupo.

AAPH: 2,2 Azobis (2-amidinopropano) hidroclorido
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Figura 12A — Quimiluminescéncia iniciada por terc-butil hidroperéxido (t-BHP) em
eritrocitos. Os grupos de camundongos sao: grupo controle normal
(normal); controle n&o infectado e tratado com NDGA — 50 mg/Kg
durante 12 dias (normal+NDGA); infectado com 5x10° formas
tripomastigotas de T. cruzi (12 dias pos infeccdo) e infectado e
tratado com NDGA (Infectado+NDGA) 50 mg/Kg durante 12 dias. A
leitura de quimiluminescéncia foi monitorada durante 20 minutos em
lumindmetro TD-20/20 (Turner Designs), com intervalo de deteccéo
de 300 a 620 nm Os dados representam a media + SD de trés
experimentos utilizando 5 animais por grupo e foram comparados
pelo teste de comparagao de Tukey—Kramer e ANOVA. *p < 0.05
comparados com o controle. # p< 0.05 comparados com 0 grupo
infectado.



71

—o— Normal —O— Normal
—&— Normal + NDGA 6 —=— Normal + NDGA
6 (13a) * —A— Infectado 13b —A— Infectado
/A——\ w O Infectado + NDGA ( ) —O— Infectado + NDGA
/A A\A o o
A/ o><‘ -~ o
2 / g/ s A “\ﬁzéf‘ 4

R i >
0
Unidade Relativa de Luz -URL

Unidade Relativa de Luz -URL

Hg/eyaéﬂ HH‘A/

T T T T T T T 1
01:00 0200 0300 0400 0500 0100 0200 0300 0400 0500 06:00 07-00
Tempo (Min.) Tempo (Min.)

(13c)

—4A—129sv INFECTADO
—A—129 ALOX-5 KO INFECTADO
—m— 129 sv NORMAL

—0—129 sv INFECTADO + NDGA

Unidade Relativa de Luz - URL

01:00 mm mw Mw %m mw
Time (Min.)

Figura 13 — Quimioluminescéncia iniciada por terc-butil hidroperoxido (t-BHP) em
eritrocitos. Os grupos de camundongos sao: grupo controle normal
(normal); controle nédo infectado e tratado com NDGA — 50 mg/Kg
durante 12 dias (normal+NDGA); infectado com 5.10° formas
tripomastigotas de T. cruzi (12 dias pos infeccéo) e infectado e tratado
com NDGA (Infectado+NDGA) 50 mg/Kg durante 12 dias. A leitura de
quimiluminescéncia foi monitorada durante 20 minutos em luminémetro
TD-20/20 (Turner Designs), com intervalo de deteccédo de 300 a 620
nm Os dados representam a media + SD e séo representativos de trés
experimentos independentes utilizando 5 animais por grupo.
*Significativamente diferente (p < 0.05) comparado com 0 grupo
controle. **Significativamente diferente (p< 0.05) comparado com o
grupo infectado. §Significativamente diferente comparado ao grupo
129sv (WT) infectado.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostra pela primeira vez que a 5-Lipoxigenase
(5-LO) exerce papel chave no controle da carga parasitaria € no estresse oxidativo
de eritrécitos durante a fase aguda da infecgdo experimental com T. cruzi (Cepa Y).

A origem desta investigacdo repousa em resultados anteriores
obtidos em nosso laboratdrio, que demonstraram a participacéo do éxido nitrico (NO)
e do TNF-a no estresse oxidativo associado com a anemia que se desenvolve no
inicio da infeccdo com T. cruzi (MALVEZI et al, 2004).

A producdo de NO por macrofagos ativados com IFN-y é o principal
mecanismo efetor durante a infeccdo experimental com T. cruzi. (GAZZINELLI et al,
1992; BRENER & GAZZINELLI, 1997; MACHADO et al, 2000; VESPA , 1994). Em
adicdo, moléculas com propriedades quiomiotaticas, como o fator ativador de
plaguetas (PAF), quimiocinas e leucotrienos também participam da cascata de
eventos que levam a producdo de NO e morte do parasito (ALIBERTI et al, 1999;
TALVANI et at, 2002). Ao contrério, IL-10 e TGF-B parecem modular negativamente
a producdo de NO e morte do T. cruzi induzida por citocinas pro-inflamatérias
(SILVA et al, 1991; SILVA et al, 1992).

Os leucotrienos (LTs) sao produtos do metabolismo do &acido
araquidénico e sao descritos como capazes de induzir a ativacdo e o recrutamento
de leucécitos em varios modelos de inflamagcdo e doencas alérgicas
(SAMUELSSON, 1983; LEWIS, 1990) (FERMOR et al, 2001; LEVY et al, 2001). Os
Leucotrienos (LTB4) agem via receptores acoplados a proteina G e sédo produzidos
enzimaticamente por meio da 5-lipoxigenase (DIXON et al, 1990; DAHLEN et al,
1980).

Mais recentemente foi constatado que os LTs sdo essenciais para
qgue ocorra uma eficiente resposta contra infec¢des por fungos porque eles modulam
a producdo de NO e de citocinas (MEDEIROS et al., 2004). Os LTs ndo somente
modulam as respostas inflamatdrias, como também exercem diferentes papéis sobre
as atividades de células fagociticas, provocando o aumento da fagocitose, da
atividade microbicida, geracéo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, e de
uma gama de citocinas (PETERS-GOLDEN, et al.,2004). De fato, os efeitos de
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LTB,4 sobre macrofagos e associacdo com a morte de T. cruzi foi descrito em dois
estudos (WIRTH & KIERSZENBAUM, 1995 e TALVANI et al., 2002).

Assim sendo, ficou claro para nés que a modulacdo das respostas
inflamatoérias e infecciosas por LTs poderiam de alguma forma participar no
desenvolvimento do estresse oxidativo de eritrécitos associado com a anemia que
ocorre na fase aguda da infecgcdo com T. cruzi.

A fase aguda da infec¢do chagasica experimental desenvolvida em
camundongos apresenta caracteristicas similares a fase aguda humana. Nestes
animais o curso da infeccéo varia amplamente com a raca, idade, via de inoculagéo
e sexo do hospedeiro (GOBLE, 1951). Trischman e colaboradores (1978),
trabalhando com diferentes linhagens de camundongos isogénicos, verificaram a
existéncia de um padrdo varidvel de suscetibilidade e de resisténcia a infeccao
chagasica. Mais tarde, este padrdo de variacdo na susceptibilidade a doenca de
Chagas, foi confirmado em diferentes pesquisas realizadas tanto em humanos
guanto em animais de laboratorio e indicaram que essa variacdo pode ocorrer em
parte devido a fatores genéticos (revisado por WILLIAMS-BLANGERO et al., 2003).
O curso da infeccdo pode também apresentar variagdes relacionadas ao parasito
(cepa, inbculo, variagdo génica e viruléncia) (ANDRADE, 1985; CORSINI, 1980 e
MURFIN, 1989; MACEDO & PENA, 1998, RISSO et al., 2004).

Tendo em vista o numero de variaveis interferindo no
desenvolvimento da infec¢do, o conceito de resisténcia e suscetibilidade €&, portanto,
relativo, visto que dependendo destes fatores, a infecgcdo pode ser letal ou evoluir
para a cronicidade (BRENER, 1982).

Com isso em mente, n0s perguntamos se o bloqueio da 5-LO
poderia influenciar a resisténcia de camundongos C57BL/6 infectados com doses
ndo letais de formas tripomastigotas sanguicolas (5x10°%) de T. cruzi (Cepa Y). O
blogueio farmacoldgico da 5-LO com NDGA aumentou a carga parasitaria no sangue
e no coracdo dos camundongos C57BL/6 infectados, mas nao modificou a
porcentagem de sobrevivéncia e a anemia durante o periodo em que foi realizado o
experimento. As linhagens resistentes freqientemente controlam a parasitemia e
sobrevivem & infeccdo aguda. E possivel verificar que altas parasitemias n&o
necessariamente provocam morte do animal e esse parece ser o caso da linhagem
C57BL/6 utilizada. Em oposicdo, camundongos suscetiveis apresentam altas

parasitemias na fase inicial da infeccdo com T. cruzi, esses geralmente nao
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ultrapassam a fase aguda da infeccdo, morrendo no periodo entre duas a trés
semanas apos a inoculacao dos parasitos.

Para confirmar a participacdo da 5-LO no controle da parasitemia na
fase inicial da infeccdo, camundongos nocautes para a 5-LO e 0s seus respectivos
controles selvagens (129sv (WT)) foram infectados com a mesma quantidade de
formas tripomastigotas utilizadas nos experimentos realizados com o0s
camundongos C57BL/6. Os camundongos 129sv (WT) do mesmo modo que 0s
camundongos C57BL/6 apresentaram 100% de sobrevivéncia no periodo analisado,
portanto, comportaram-se como camundongos resistentes ao inéculo de T. cruzi
utilizado. Tanto os camundongos 129sv (WT) tratados com NDGA quanto os 129 5-
LO™ (nocautes para 5-LO) apresentaram aumento da carga parasitaria no sangue
(9° e 20° dia de infeccéo para os 129Sv e 20° dia de infeccéo para os camundongos
129 5-LO") e no coracdo (12° dia de infeccdo) em relacdo aos respectivos
controles. Todos os camundongos 129sv (WT) infectados e tratados com NDGA
morreram até o 23° dia pds-infeccdo enquanto que os camundongos 129 5-LO™
infectados morreram no 30° dia pos-infec¢éo, respectivamente. A analise do sangue
destes animais revelou que os valores hematolégicos ndo sofreram alteragbes
importantes. Estes dados sugerem que a 5-LO exerce papel chave no controle da
carga parasitaria durante a fase aguda da infeccdo com T. cruzi, e que o
desenvolvimento da anemia nesta fase independe da presenca da 5-LO. De fato, os
leucotrienos parecem nao atuar de maneira importante na recuperacdo da
hematopoiese de camundongos (KOZUBIK et al., 1993), embora eles sejam
essenciais para a formacdo de células mieldides formadoras de colbnias in vitro
(VORE et al.,1989).

LTB,4 e cysLTs induzem a produgcdo de NO em neutréfilos humanos
(SCHMIDT et al., 1989; LARFARS et al., 1999) e inibidores da 5-LO decrescem a
formacdo de NO em macréfagos ativados (GOLDMAN et al., 1993). Nossos dados
mostram que o bloqueio da 5-LO com NDGA reduziu a producdo de NO por
macrofagos ativados com LPS. Isso pode explicar o aumento da carga parasitaria
observado no sangue e no coragdo dos camundongos tratados com NDGA e
nocautes para 5-LO, jA que hd um nuamero grande de evidéncias experimentais

indicando que o NO produzido via éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) é essencial

para o controle da infeccdo com T. cruzi ((GAZZINELLI, 1992; VESPA, 1994).
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Diversas evidéncias experimentais indicam que os eritrécitos séo
susceptiveis a0 aumento de estresse oxidativo in vivo em diferentes parasitoses
(BISWAS et al., 1995).

O aumento do estresse oxidativo em eritrocitos esta associado com
a anemia que ocorre na fase aguda da infec¢cdo com T. cruzi (MALVEZI et al., 2004).
No nosso modelo de estudo, os eritrcitos ndo sdo diretamente parasitodos e o
estresse oxidativo sobre eles deve ter origem em sistemas geradores de radicais
livres ou e de precursores externos tais como o peréxido de hidrogénio.

Neste estudo nds avaliamos 0 estresse oxidativo que ocorre na fase
aguda da infeccdo com T. cruzi, por meio da determinacao do perfil de oxidacdo da
hemoglobina, consumo de O, e tempo de inducdo. Em adicdo empregamos a
técnica de quimiluminescéncia (QL) para avaliarmos a lipoperoxidagdo em eritrocitos
obtidos de camundongos pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

A quimiluminescéncia estimulada por tert-butil hidroperéxido permite
a analise da integridade dos mecanismos de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e
dos niveis de lipoperoxidos de membrana existentes nos eritrocitos de camundongos
infectados com T. cruzi (GONZALES-FLECHA et al., 1991, OLIVEIRA & CECCHINI,
2000; TAGLIARI et al., 2004).

Nossos dados ndo deixam davidas de que na fase inicial da infeccéo
com T. cruzi ocorre um aumento a lipoperoxidacao de eritrocitos. Mostramos que o
bloqueio da 5-LO atenua a lipoperoxidacao de eritrécitos no inicio da infeccdo com T
cruzi (12° dia pos-infeccdo) de maneira dependente de NO. Em outro modelo de
infeccdo parasitaria, Serezani e colaboradores (2006) demonstraram que 0S
leucotrienos séo essenciais para o controle da infeccdo com Leishmania em um
mecanismo também dependente de NO.

A producdo de NO, induzida pelos LT, € mediada pelo TNF-a
(TALVANI et al., 2002), que é um fator inibidor da eritropoiese (MALVEZI et al.,
2004). Em nossos experimentos constatamos que a inibicdo da produgédo de LT
diminuiu a producdo de NO, mas nao afetou a hipoplasia medular e ndo alterou o
desenvolvimento da anemia, confirmando os dados de Malvezi e colaboradores de
que a anemia durante a fase aguda da infec¢do por T cruzi € independente do NO.
Anjaneyulu e Chopra, 2004 demonstraram que o NDGA previne o estresse oxidativo
em rim de camundongos com nefropatia diabética induzida pela estreptozotocina,

porém sem demonstrar 0 mecanismo envolvido. Aqui, ndés demonstramos
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claramente que o estresse oxidativo em eritrocitos durante a fase aguda da infeccao
com T cruzi é completamente atenuado pelo bloqueio farmacoldgico, com NDGA,
em camundongos C57BL/6, mas ndo em camundongos C57BL/6 INOS KO, portanto,
a acdo do NDGA é dependente de NO.

Esses resultados foram confirmados pela utilizacdo de
camundongos geneticamente deficientes em 5-LO, que sofrem menos estresse que
o tipo selvagem. O tratamento com NDGA no tipo selvagem também atenua o
estresse de maneira semelhante a deplecéo do gene para 5-LO.

Tanto a infec¢gdo quanto a auséncia de 5-LO (devido ao bloqueio
farmacolégico com NDGA ou genético por meio dos camundongos nocautes) (129 5-
LO™) ndo provocaram alteracdes significativas no espectro da hemoglobina

(oxidacao).
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6 CONCLUSOES FINAIS

1 5-LO exerce papel chave no controle da carga parasitaria durante a
fase aguda da infecgdo com T. cruzi, e o desenvolvimento da

anemia nesta fase independe da presenca da 5-LO.

2 Nossos dados mostram que o bloqueio da 5-LO com NDGA reduziu
a producdo de NO por macrofagos ativados com LPS.

3 Na fase inicial da infeccdo com T. cruzi ocorre um aumento da
lipoperoxidacdo de eritrécitos. O bloqueio da 5-LO atenua a
lipoperoxidacao de eritrécitos no inicio da infeccdo com T cruzi (12°

dia pés-infeccdo) de maneira dependente de NO.
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Abstract
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In this study, the involvement of leukotrienes in the anemia associated with
oxidative stress in the acute phase of infection with Trypanosoma cruzi was evaluated in
C57BL/6, 129sv (WT, wild-type) mice and knockout mice to 5-lipoxygenase (5-LO™) and
inducible nitric oxide synthase (C57BL/6 iNOS™). Mice were infected with 5 x 10°
trypomastigotes forms of T. cruzi (Y strain). After four hours, selected mice were treated or
not with 200uL of the NDGA (nordihydroguaiaretic acid, 5-lipoxygenase inhibitor, 1.25
mg/animal/day). Tert-butyl hydroperoxide-initiated-chemiluminescence (CL) analysis carried
out in non-lysed erythrocytes from T. cruzi infected-mice (12" day) showed a dramatic
increase in CL indicating both reduced levels of antioxidants and increased erythrocyte
membrane lipid peroxide. Our findings support those of previous studies regarding the role of
nitric oxide on systemic oxidative stress in acute-phase of experimental T. cruzi infection. In
addition, we clearly demonstrate that, despite the fact that leukotriene B4 (LTB,) induces
nitric oxide synthesis in T. cruzi-infected murine macrophages and mediates resistance to
infection, 5-lipoxygenase pathway is essential in the control of load parasitic in the blood and
cardiac tissue. Moreover, 5-lipoxygenase pathways are involved in pre-hemolytic-oxidative

stress damage mediated mainly by nitric oxide.

Introduction
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Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi is an intracellular parasite that causes American
trypanosomiasis (Chagas’disease). T. cruzi trypomastigotes can infect many different
mammalian cell types in which they differentiate and multiply as amastigotes forms.
Macrophages can act both as host cells for the parasite and as effectors cells in the anti-
parasite immune responses -2,

The murine experimental infections usually show an acute stage with high parasitemia
and prominent inflammatory infiltrates in several tissues, including the heart and skeletal
muscles as well as the viscera of the digestive tract >. At the moment, the mechanisms that
induce this inflammatory reaction and its role in the resistance and/or the outcome of the
disease are not fully understood.

Several pro-inflammatory cytokines that tailor the protective immune response in the
acute phase can play a role in its onset. In the early infection, host resistance depends on the T
helper type 1 (Thl) protective response®, triggered by IL-12 and IL-18° that synergistically
activate T cells and natural killer cells to produce interferon gamma (IFN-y)°. In turn, IFN-y
and tumor necrosis factor alpha (TNF-o) stimulate phagocytic cells to destroy internalized
parasites, mainly through nitric oxide (NO) generation’, resulting in a raise of reactive
intermediates from oxygen (ROS)® and reactive nitrogen species (RNS)°. The production of
other inflammatory mediators, such as I1L-1'° and 1L-6, and eicosanoids are also enhanced™.
More recently, it was shown that type I IFNs (IFN-1) stimulate NO production and resistance
to T. cruzi infection'®. On the other hand, interleukin-10 (IL-10) and transforming growth
factor B appear to modulate negatively the production of NO and T. cruzi killing induced by
pro-inflammatory cytokines™**°.

T. cruzi infection in mice is associated with severe hematological changes, including
thrombocytopenia®®, neutropenia following by neutrophilia and eosinophilia'’, which may

contribute to mortality. Similar hematological alterations have also been described in
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experimental African trypanosomiasis® and are a common characteristic of human
immunodeficiency virus infection'® and malaria®®?!. Marcondes and collaborators® showed
that experimental acute T. cruzi infection is associated with anemia, thrombocytopenia,
leukopenia, and bone marrow hypoplasia and that these alterations can be prevented by
nifurtimox (an anti-trypanosomal drug) treatment. In addition, it was shown that IFN-
inducible p47GTPase (LRG-47) influence T. cruzi control by simultaneously regulating
macrophage-microbicidal activity and hemopoietic function®®. Nevertheless, the mechanisms
responsible for these hematological alterations during T. cruzi infection are not completely
understood.

Studies of T. cruzi infection and disease in animal models have shown that, in the
chagasic myocardium, sustained oxidative stress occurs in association with mitocondrial

dysfunction 22,

More recently, was demonstrated that chagasic patients showed general
increase of oxidative stress parallel to the progression of Chagas disease?’ and that antioxidant

therapy attenuates oxidative stress in chronic cardiopathy associated with Chagas' disease?®.

Our previous results revealed that nitric oxide (NO) does not play direct role in
development of anemia during T. cruzi infection, but contribute together with TNF-a to
oxidative pre-hemolytic damage of erythrocytes in infected mice®®. Tribulatti and
collaborators®® demonstrated that the trans-sialidase (TS) from T. cruzi deplete the sialic acid
from platelets, increasing its clearance and leading afterwards to a thrombocytopenia
observed during acute phase of infection.

Myeloid cells contain substantial amounts of esterified arachidonic acid (AA)* and
constitutively express all of the enzymes necessary to hydrolyze it and metabolize it via the 5-
lipoxygenase (5-LO) pathway™, they are capable of generation large quantities of products
termed leukotrienes (LTs) within seconds to minutes of encountering an activating stimulus,

and a growing body of evidence indicate that LTs are important participants in innate immune
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responses>. Following cellular activation, 5-LO is translocated to the nuclear membrane®,
where it receives AA donated by the integral nuclear-membrane protein known as 5-LO-
activating protein (FLAP) and sequentially generates 5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid (5-
HPETE) and then the unstable intermediate LTA4. LTA, is metabolized to either LTB4, by
LTA, hydrolase (LTA4H), or to cysteinyl leukotrienes — including LTC4, LTD4 and LTE; —
by LTC,4 synthase (LTC,S) 3,

Previous studies demonstrated that LTB4 induced the uptake and killing of T. cruzi by
murine macrophages®, NO synthesis in T. cruzi-infected murine macrophages and mediates
resistance to infection®. More recently, was demonstrated that LTs are essential to efficient
pulmonary antifungal host defense because they modulate not only NO as cytokine
production during infection®’. LTs, especially LTB4 enhance the bactericidal activity of
alveolar macrophages against Klebsiella pneumoniae®® through the activation of NADPH
oxidase and play role in the control of parasite burdens in mice infected with Stronglyloides
venezuelensis®, Leishmania amazonensis®®. However, the role of LTs in the heart
parasitism,oxidative stress associated with anemia in the early of T. cruzi infection has not
been investigated.

In the present study, we investigated the effects of inhibition or absence of LTs during
T. cruzi (Strain Y) infection in mice. Our results reveal for the first time that LTs play an
essential role in controlling parasite burdens, as well as in oxidative damage in erythrocytes

during acute phase of T. cruzi infection.

Material and Methods
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This study was reviewed and approved by the Internal Scientific Commission and
the Ethics in Animal Experimentation Committee of the Londrina State University, Londrina,

Brazil (Process n° 28568/05, CEEA 54/05).

Animals

Male Swiss mice weighing 20-30 g were obtained from the breeding colonies of the
animal facility of the Center for Biological Sciences at Londrina State University, Londrina,
Brazil. Male C57BL/6 and C57BL/6 INOS-/- (iINOS KO) mice were obtained from the
mouse breeding facilities of the Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, Brazil. Male mice lacking the 5-LO enzyme gene (5-
LO™) and weighing 20-25 g were obtained from The Jackson Laboratory, and age-matched
male wild type (WT, 129sv) mice (background, strain 129) were used as controls. Mice were
maintained under standard conditions in animal facility within the Department of Pathological
Sciences, Center for Biological Sciences, Londrina State University. Commercial rodent diet
(Nuvilab-CR1, Nuvital, Campo Mourdo, Brazil) and sterilized water were available ad
libitum. All procedures with the animals were in accordance with the guidelines of the

Brazilian Code for the Use of Laboratory Animals.

Lipoxygenase inhibitor
Nordihydroguaiaretic acid (NDGA), 4-Bis (3,4-dihydroxyphenyl)-2,3-dimethylbutane;
NDGA Sigma, St Louis, USA) was dissolved in absolute ethanol and diluted in PBS. NDGA

solution was prepared fresh every day and aliquots were stored at 4°C until used.

Parasites and Experimental Infection
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The Y strain of T. cruzi** was kindly supplied by Dr. Paulo Maria Ferreira de
Araujo (Institute of Biosciences, Campinas State University, Campinas, Sado Paulo, Brazil).
This strain was maintained by weekly intraperitoneally (i.p.) inoculation of Swiss mice with
2x10° blood trypomastigotes forms. Infective blood trypomastigotes were obtained from T.
cruzi-infected mice by drawing blood via cardiac puncture following anaesthetization. Motile
blood forms were counted and the desired number of parasites (5x10°) was injected

intraperitoneally (i.p.) in C57BL/6, 5-LO” and WT mice.

Determination of Parasitemia

Parasitemia was assessed by counting circulating parasites in 5uL of blood obtained
from a tail vein of infected mice. These data were expressed as the number of parasites per
milliliter of blood. Parasitemia and survival rates were determined daily, beginning at the 5"

day of infection®?.

Treatment of mice with NDGA

NDGA at dose levels of 1.25 mg/animal/day were injected ip in mice at a daily dose.
Groups of 6-10 mice were used. C57BL/6. 5-LO™ ands WT (129Sv) mice received the first
dose 4 h after infection and were treated until they died or until the end of experiment (40
days after infection); parasitemia and mortality were evaluated in the same period. Untreated
T. cruzi-infected mice were used as controls. In order to evaluate drug toxicity, normal mice
were inoculated only with NDGA until 30 days, using the same treatment schedule. The dose
of NDGA chosen for these experiments was based on previously published studies

demonstrating its efficacy .

Collection of blood and haematological analyses
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Erythrocytes and leukocytes from normal and infected mice under ether anesthesia,
were collected from cardiac puncture with heparinized needles and syringes and counted by
standard methods*. Hemoglobin concentration was determined by the Drabkin method.
Hematocrits were obtained by microcentrifugation of capillary tubes filled with heparinized
blood*. All blood analysis and cell counts were performed 12 days post-infection. Platelets
were counts from peripheral blood from normal and infected mice anaesthetized, in
polypropylene tubes containing 3.8% (wt/vol) sodium citrate (citrate/blood ratio, 1:9)%. All
the manipulations were carried out at room temperature. The number of platelets and blood

cells were determined by manual counting with a Neubauer hemocytometer.

Bone marrow cell harvest

Bone marrow cells were harvested by flushing the femoral shafts with ice-cold PBS,
as previously described®®. The total number of cells collected was determined by manual
hemacytometer count. For differential counts, cell suspensions from uninfected and day 12-
infected mice were deposited on glass slide, stained with May Grinwald-Giemsa, then

counted by light microscopy.

Histopathological study

On day 12 of infection, C57BL/6,Wt 129sv mice treated or not with NDGA and
5-LO™ mice were sacrificed. Hearts were removed, rinsed with saline (PBS), and fixed for
24h in 10% buffered formalin. Fixed hearts were embedded in paraffin, sectioned, stained

with hematoxylin/eosin (H&E), and examined by light microscopy. The number of parasite

nests was counted in 50 microscope fields (1x400) magnification) per tissue section. Three

sections were counted for data and determined as the mean result of the three sections.

Macrophages cultures and quantification of nitrite (NO,)
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Peritoneal cells (PCs) were prepared from normal and infected (day 12 pi) mice treated
or not with NDGA. Four days after i.p. injection of 1.5 mL of 5%(wt/vol) sodium
thioglycollate (LABSYNTH, Diadema, BR) medium to mice, cells were harvested from the
peritoneal cavity by injecting cold PBS, centrifuged at 500 x g for 10 min at 4°C, resuspended
in RPMI1640 medium supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS,
CRILON), 50 mg/mL gentamicin, 100 u/ML penicillin, 100ug/ml streptomycin and 2 mM
glutamine. The PCs suspension was dispensed into 96-well tissue culture plates (10° cells/ml)
for 4 h at 37°C to allow the cells to adhere to the plastic surface, followed by washing with
warm PBS to remove nonadherent cells. For each experiment, PCs from three mice were
pooled. Macrophage monolayers (2x10° cells/200 uL) from Wt 129sv and 5-LO™ mice were
incubated at 37°C in 5% CO in the presence or absence of NDGA in the final concentration
of 10uM*" with or and without LPS from Escherichia coli 055:B5 (Sigma, St Louis, USA,
lug/mL).

Nitrite (NO,) accumulation in 24h supernatants of cultured cells was used as an
indicator of NO production and was determined by the Griess reaction with sodium nitrite as a
standard, as previously describe (detection limit: 1:56 pM)*. Fifty microliters of supernatant
were incubated for 10 min, in the dark, at room temperature, with an equal volume of Griess
reagent (1% sulfanilamide, 0.1% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride, 2.5%
phosphoric acid). The absorbance was determined at 540 nm.
ind

Determination of oxygen uptake and induction time (T ™) in erythrocytes

Heparinized blood samples from uninfected and infected 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 twice with a 10

mM sodium phosphate buffered saline (0.9% NaCl, pH 7.4), and then resuspended in the
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same buffer (1:99, v/v). t-butyl hydroperoxide 2 mM (t-BHT) induced oxygen uptake and
induction time were measured with a Clark-type oxygen electrode at 37°C*. The induction
time is directly related to the intracellular protective antioxidant capacity, while oxygen
uptake is an indirect measure of the susceptibility of erythrocytes membranes to lipid

peroxidation elicited by t-BHT *°.

Tert-butyl hydroperoxide-induced chemiluminescence (CL)

Mouse heparinized blood erythrocytes from different experimental groups were
sedimented by centrifugation (800g, 10 min) at 25°C, and then washed twice with saline.
Erythrocytes 1% suspension was prepared with 150 mM NaCl, 10 mM sodium phosphate at
the moment of its use. The chemiluminescence reaction (CL) was initiated by the addition of
20 pL tert-butyl hydroperoxide at final concentration of 0,6mM in 1 mL>". CL was measured
in @ Luminometer TD20/20 (Turner Biosystems, Sunnyvale CA, USA). The results were
expressed in cpm/mg protein. The entire curve was used as an indicator of lipid peroxidation.
The initial rate (Vo) was obtained in the ascending part of the CL curve®®. Protein
concentration was determination by the method of Lowry and collaborators® modified by

Miller™.

Statistical analysis

Arithmetic means and standard deviations of means were calculated. The impact of
infection and treatments were determined by two-way analysis of variance (ANOVA). When
significant main effects were noted, differences between individual groups were tested using
Bonferroni multiple comparisons method. Survival curves were compared using the Mantel-
Haenszel log rank test. All statistical analysis was made using GraphPad Prism version 4.0

(GraphPad Software, San Diego, CA).
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Results

Leukotrienes (LTS) modulate the in vivo T. cruzi infection

To verify the importance of LTs in the control of T. cruzi infection in vivo, we used
pharmacological and genetic approaches. Initially, C57BL/6 and WT sv/129 were i.p infected
with strain Y blood forms, C57BL/6 and WT sv/129 developed higher parasite counts
(Figures 1A and 1B), but both mouse strains survived the infection (Figure 2). Moreover,
while both mouse strains controlled parasitemia levels, the treatment them with NDGA
dramatically increased the number of blood parasites in relation to mice untreated (Figures 1A
and 1B). The analysis of the survival rate of T. cruzi infected C57BL/6 and WT 129sv mice
treated with NDGA shows that mortality was observed from 20" day of infection in 129sv
mice and this reached 100% on the 23" day (Figure 2). Surprising, all C57BL/6 untreated-
infected-mice and C57BL/6 NDGA-treated-infected mice survived until the end of
experiments (40th day after infection) (Figure 2). 129 5-LO™ infected with T. cruzi Y strain,
were more susceptible than C57BL/6 and WT 129sv, reaching higher parasitemia and
mortality (Figures 1B and 2). Parasitic load in the blood peaked 9 days post-infection was
significantly higher in 129 5-LO™ compared to C57BL/6 and WT 129sv mice and declined
progressively thereafter. There were large and statistically significant differences (P < 0.001)
in survival between all two strains of mice studied (Figure 2).

In addition, we analyzed the effect of 5-LO inhibition on parasitism in heart tissue
taken from C57BL/6, WT 129sv and 129 5-LO™ mice treated or not with NDGA at 12 days
after infection with T. cruzi.

On day 12 p.i, the heart tissue from C57BL/6 mice treated with the NDGA had five-

fold more parasites nests than those of untreated mice (Figure 3, P < 0.05). In the same period
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of infection, WT 129sv mice had ten-fold more parasites those C57BL/6 (Figure 3, P < 0.05)
and the treatment these mice with NDGA increased twice more parasites nests in the heart
than those untreated (Figure 3, P < 0.05). Heart from 129 5-LO” infected-mice had more

parasites nests than mice infected with T. cruzi, treated or not with NDGA (Figure 3).

Leukotrienes (LTS) do not participate in the development of the anemia,
thrombocytopenia and leukopenia in T.cruzi-infected mice

To address the question of the role of LTs in the progress of anemia during T. cruzi
infection, we conducted blood cells counts and measured several haematological values in
C57BL/6, WT 129sv and 5-LO™ mice. We used uninfected mice, T. cruzi-infected mice
treated or not with NDGA at 12 days post-infection. Based on significant decreases in
hemoglobin, hematocrit, erythrocyte numbers, platelets and leukocytes counts, all mice strains
studied suffered from anemia on 12" day post-infection (Table ). The severity of the anemia
was greatest for C57BL/6 mice. Interestingly, the inhibition or absence of endogenous LTs
production did not impact on the extent of anemia, thrombocytopenia and leukopenia that
developed 12 days post-infection in the two mice strains (Table ). T. cruzi infection in mice
was associated with a significant decrease in total number of bone marrow cells (Table I). In
addition, 5-LO absence or the pharmacological inhibition of 5-LO with NDGA had no effect

on bone marrow hypoplasia in T. cruzi- infected mice (Table I).

LTs induces nitric oxide production in macrophages from T.cruzi-infected mice

Next, we evaluated whether the 5-LO absence or in vivo treatment of infected mice
with NDGA could be alter the production of NO by activated macrophages from T. cruzi-

infected mice. We observed that macrophages from C57BL/6 and WT 129 sv mice treated
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with NDGA (10pM) and 5-LO™ mice (all on 12" day of infection) significantly inhibited the

production of NO induced by LPS-stimulated macrophages (Figure 4).

Erythrocyte Oxidative Stress

Oxygen uptake by erythrocytes is directly associated with the susceptibility of the
erythrocyte membrane to undergo lipid peroxidation elicited by tert-butyl hydroperoxide (t-
BHP) and is proportional to previous oxidative stress experienced by the erythrocyte in vivo.
The oxygen uptake by erythrocytes from all groups of mice significantly increased 12 days
following infection (Figure 5). The treatment with NDGA used significantly diminished
erythrocyte oxygen uptake in C57BL/6 infected-mice (Figure 5A, P < 0.05). In according, the
5-LO™ infected-mice (Figure 5B), also had but not in C57BL/6 iNOS™ T. cruzi infected-mice
(Figure 5C, P > 0.05).

Induction time (T™) is directly related to the intracellular protective antioxidant
capacity of the erythrocyte. T. cruzi infection in the C57BL/6, WT 129sv mice but not in 5-
LO™ mice resulted in a significant reduction in T" (Figure 6A, Figure 6B and Figure 6C, P <
0.05). Treatment of C57BL/6 (Figure 6A, P < 0.05) but not of C57BL/6 iNOS™ (Figure 6C,
P > 0.05) mice with NDGA completely abrogated the infection-associated decline in T
Prior to infection, T™ was significantly longer in erythrocytes isolated from 5-LO” mice
(Figure 6B) compared to C57BL/6 mice (Figure 6A, P < 0.05).

Tert-butyl hydroperoxide initiated CL was used to analyze the levels of lipoperoxides
in erythrocytes from infected mice treated or not with NDGA or from mice lacking the 5-LO
enzyme gene. This test is based on the assumption that an increase in CL is related to the
oxidative stress previously suffered by the erythrocyte during T. cruzi infection, inducing the
consumption of antioxidant defenses and the formation of lipoperoxides resulting in an

increase in photon emission ref.
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The Figure 7 shown the time course of tert butyl hidroperoxide-initiated CL of mice
from T. cruzi infection. The CL time course curves of erythrocytes from the C57BL/6 (Figure
7A), C57BL/6 iINOS™ (Figure 7B) and WT 129sv (Figure 7C) infected-mice (on day 12 after
infection), showed a significant photon emission increase and shift of its maximum to the left.
It means an increased lipid peroxides and reduced antioxidant defenses in the erythrocytes
membrane from T. cruzi infected-mice (day 12 of infection). The NDGA treatment of
C57BL/6 and WT129sv mice (Figures 7A and 7B) or the absence of 5-LO in 5-LO™" infected-
mice (Figure 7C) was able to quench significantly the photon emission. 5-LO-mediated
inhibition of tert butyl hidroperoxide iniated CL in erythrocytes from T. cruzi infection was
not observe in infected-mice lacking the inducible nitric oxide synthase enzyme gene
(C57BL/6 iNOS™), Figure 7B. These results indicate that leukotrienes play a role in pre-

hemolytic damage during experimental T. cruzi infection in a nitric oxide dependent manner.

Discussion

In the present study, we demonstrated that 5-Lipoxigenase (5-LO) plays an important
role during T. cruzi infection. Our results show for the first time that leukotrienes participates
in the control of the parasitic burden in the blood and cardiac tissue and in the erythrocytes
oxidative stress leading to pre-hemolytic injury during the acute phase of T. cruzi infection.

Impairment of leukotrienes synthesis, by either pharmacologic or genetic means,
clearly resulted in increased numbers of trypomastigote forms in the blood and amastigote
forms in the heart from infected-mice. This may be attributable to altered resistance to
parasite in the absence of leukotrienes, as demonstrated in this study. In fact, LTB,4 induces
nitric oxide synthesis in T. cruzi-infected mice and mediates resistance to infection®. All

strains (C57BL/6, WT 129 sv and 5-LO™) of mice infected with T. cruzi had anemia on 12"
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day of infection. NDGA treatment had not effect on anemia, thrombocytopenia and
leukopenia in the acute phase of T. cruzi infection. In according, mice lacking the 5-LO
enzyme (5-LO™) also developed anemia. Our results suggest that the leukotrienes do not
participate directly on anemia during the early of T. cruzi infection. In fact, was demonstrated
that leukotrienes appear do not act in the recovery of the hematopoiese in mice> although
they are pointed as essentials for the formation of myeloid cells *°.

The production of NO by activated macrophages is thought to be the major effector
mechanism during experimental T. cruzi infection”**"*8, In the present study, we evaluated
the effect of pharmacologic inhibition or absence of 5-LO on NO production by macrophages
from infected-mice (Day 12 after infection) stimulated in vitro with LPS. The activation of
macrophages with LPS induced increase in NO production by peritoneal macrophages from
WT 129sv infected-mice. The NDGA treatment partially blocked the effects of leukotrienes
on NO production, as expected. In the same way, the peritoneal macrophages from 5-LO™
mice also produced less NO in relation to control mice. These results corroborate previous
findings, which demonstrated the ability of LTB, to induce the production of NO by T. cruzi-
infected peritoneal macrophages*. However, differently to our results and those of Talvani
and collaborators®, others have found that leukotrienes do not regulate NO production in
RAW 264.7 macrophages®’. The authors observed that exogenous LTB4 had not effect on
either NO or PGE; production and that NDGA inhibited production of NO only at doses were
cytotoxic to the RAW cells. Of note, our studies were carried out with macrophages derived
from the peritoneal cavities of thyoglycolate-treated mice and the concentration of NDGA
used (10uM) had not effect on viability of peritoneal macrophages stayed around 90% after
NDGA-treatment (data not shown). Future studies should address why macrophage

populations, stimulated or not, derived from other sources respond in a unlike manner.
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In previous studies we demonstrated the participation of NO and TNF-a in the
systemic oxidative stress associated with the anemia that occurs during the early of the
infection with T. cruzi®. Therefore, data in literature have demonstrated that in the
experimental model of T. cruzi infection the increased oxidative stress and antioxidant
insufficiency are associated with myocardial (cellular and mitochondrial) oxidative damage
and mitochondrial functional decline and might be of pathological significance in Chagas
disease?*?®. In this article, we verified the relevance of leukotrienes to systemic oxidative
stress in experimental T. cruzi infection.

The erythrocyte is a good model for investigation of cell damage mechanisms of
induced by oxidizing agents. Oxidative damage to cell components and cellular metabolism
results in impaired rheological properties of circulating red blood cells and is involved in the
development of some pathologies. In this study we assessed oxidative stress in erythrocytes
by measuring oxygen uptake, induction time (T") and by tert-butyl hydroperoxide-initiated
chemiluminescence (CL). In according with previous studies®, we found that an acute
infection of mice with T. cruzi was generally associated with increased erythrocyte oxidative
stress. Further, we found confirmation of lipid peroxidation in erythrocytes (i.e., increased
oxygen uptake and decreased time induction) from T. cruzi-infected C57BL/6 and WT 129sv
mice. NDGA treated-infected-mice or 5-LO”" mice had reduced erythrocyte oxygen uptake
and increased of T" in the acute phase of T. cruzi infection (day 12 p.i) when compared to
untreated infected mice. These results suggest that leukotrienes play a role in lipid
peroxidation of erythrocyte membranes. In order to assure the erythrocytes lipid peroxidation
involvement in T. cruzi infection, a more sensitive technique was employed, whose principle
is photon emission (CL). The CL time course curves of erythrocytes from infected-mice (day
12 after T. cruzi infection), showed a significant increase when compared to control
(uninfected mice). C57BL/6, WT 129sv infected and treated with NDGA or 5-LO™ infected-

mice had decrease in the CL time course curves of erythrocytes, therefore CL confirmed that
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leukotrienes increased lipid peroxidation levels in erythrocyte during the early of murine T.
cruzi infection.

However, blocking in endogenous NO production with aminoguanidine in C57BL/6
decrease the oxygen uptake and increase Tind. However, in the absence of enzyme iNOS in
C57BL/6 iNOs™ mice significantly increase oxygen uptake and decrease the Tind by
erythrocytes® just as it had done in 5-LO™ mice. Interesting, the pharmacological blockade of
5-LO with NDGA attenuate the lipid peroxidation in erythrocytes from C57BL/6 T. cruzi-
infected-mice but not in C57BL/6 iNOS™ infected-mice, showing that the action of NDGA is
dependent of endogens NO. Despite the fact that NDGA treatment could be increased
macrophage PGE; release, merits further investigation.

We do not know for certain how T. cruzi infection causes oxidative stress in
erythrocytes, but we believe that phagocyte-derived nitric oxide, superoxide, peroxynitrite
and eicosanoids as leukotrienes are central to this process.

In summary, our results show that leukotrienes play role in the in vivo control of T.
cruzi in resistant mouse strains and its effect is mediated by increase of nitric oxide
generation. In addition, we demonstrated for the first time that leukotrienes cooperate to the
increase of pre-hemolytic damage in erythrocyte from T. cruzi-infected-mice in a nitric oxide-

dependent way.



Tablel.

Hematological values and bone marrow cells counts of T. cruzi infected mice on day 12 post infection®

Groups Haemoglobin Hematocrit Platelets Leucocytes Bone Marrow Megacariocytes
(g/dl) (%) (x10*/mL) (x10*/mL) Cells (x10*/mL)
(x10%/mL)
C57BL/6
N 142+0,5 452+1.1 914 + 107 6.2+ 0.6 59.9+4.2 49.0 £12.5
N + NDGA 13.9+0.2 440+1.4 1024 + 99 5.0+0.7 543+5.4 46.0£8.9
I 9.3 +1.2* 29.2 £1.9* 224 +90* 2.2+0.5% 25.6+3.0 17.0 £5.7*
| + NDGA 9.8 +£0.9* 31.2+1.5* 258 + 61* 2.1 +£0.4* 31.6 £ 3.0*# 16.7+1.1*
C57BL/6 iNOS KO
N 149+1.2 43.8+2.6 1022 + 111 5.7+0.9 55.9+8.5 70.0+9.3
N + NDGA 148+1.4 447+ 25 950 +134 54+1.2 47.2+3.3 60.8 +6.3
I 11.5+0.7* 34.6 £1.5* 80 +10* 1.8+ 0.4* 5.5+ 0.5* 3.0+1.1*
| + NDGA 122 +1.1* 33.3+t2.1* 87+ 7* 1.4 +0.2* 5.2 +0.8* 3.3+1.1%
129 sv
N 15.9 £0.32 46.7 + 0.6 520 + 82 70+1.2 395+7.0 33.3+ 5.7
N + NDGA 15.6 £ 0.26 46.3+1.2 647 + 81 75+05 42.6+2.0 40.0 £10.0
I 12.3 +1.22* 36.7 £2.1* 122 + 8* 2.8 +0.5* 17.9 +3.9* 5.0+ 0.5*
| + NDGA 11.0 £ 1.06* 35.0 £1.0* 125+ 7% 2.3+0.2* 175+ 4.6* 5.0+ 0.9*
129 Alox-5 KO
N 15.7 £0.10 47.0+25 425 + 7% 6.7+1.9 479+7.0 35.0+7.0
I 12.8 £ 0.10* 36.0 £2.0* 112 + 8* 3.0+0.7* 17.7 £1.9* 5.0+0.7*

Day 12 after T. cruzi infection.? Groups of mice were infected (1) with 5x10% T. cruzi or infected and treated with 50 mg/kg of NDGA. Normal mice (N).
Values represent the mean + SD and are representative of three independent experiments, using 5 to 12 mice per group * Significantly different (p<0.05) when
compared with non-infected group. *Significantly different (p<0.05), when compared with infected non-treated group.
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Figure Legends

Figure 1. Course of T. cruzi infection. Groups of C57BL/6 mice (1A), WT 129 sv and 129
5-LO™ (1B) mice were infected with 5 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four
hours after the infection, selective mice received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p
route. Untreated T. cruzi-infected mice were used as controls. Parasitemia was quantified as
trypomastigotes per milliliter of blood. Results were expressed as the mean + standard
deviation from 5-10 animals per group, and are representative of three independent
experiments. Results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni's test.
*P <0.05, significantly different in parasitemia (C57BL/6 vs C57BL/6 + NDGA (1A), WT

129sv + NDGA and 129  5-LO" vs WT 129sv (1B).

Figure 2. Survival rate. Groups of C57BL/6 mice, WT 129 sv and 129 5-LO”" mice were
infected with 5 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four hours after the infection,
selective mice received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p route. Untreated T. cruzi-
infected mice were used as controls. Results are expressed as the mean * standard deviation
from 5-10 animals per group, and are representative of three independent experiments.
Results were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and Dunn’s non-parametric test.
*P < 0.05 curve significantly different from WT 129sv + NDGA and 129 5-LO™ vs WT

129sv.



Figure 3. Quantification of amastigotes nests from heart of C57BL/6, WT 129sv and 129 5-
LO™ mice on day 12- post infection. Groups of C57BL/6 mice, WT 129 sv and 129 5-LO™
mice were infected with 5 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four hours after the
infection, selective mice received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p route. Untreated T.
cruzi-infected mice were used as controls. The number of amastigotes nests was counted in an
area of 10 mm? per section. Three sections were counted for each animal and the result is
expressed as the mean + standard deviation of this three sections. Results were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni's test. Means not sharing a letter differ with P

<0.05.

Figure 4. NO, accumulation in cultures of activated macrophages from T. cruzi infected-
mice (day 12 after infection). Macrophage monolayers (2x10° cells/ 200 pL) from Wt 129sv
and 5-LO” mice were incubated at 37°C in 5% CO, in the presence or absence of NDGA
(10uM) with or without LPS (1ug/mL). After 24 h the accumulated NO," was determined in
the supernatant by the Griess reaction (see Material and Methods). Results are expressed as
the mean * standard deviation from 10 animals per group, and are representative of three

independent experiments Means not sharing a letter differ with P < 0.05.
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Figure 5. Erythrocyte oxidative stress on day 12 after T. cruzi infection. Here we measured
oxygen uptake induced by tert-butyl hydroperoxide in erythrocyte from C57BL/6 (5A), WT
129sv, 129 5-LO" (5B) and C57BL/6 iNOS KO (5C) mice. Animals were infected with 5 x
10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four hours after the infection, selective mice
received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p route. Untreated T. cruzi-infected mice were
used as controls. Results are expressed as the mean * standard deviation from 5-10 animals
per group, and are representative of three independent experiments. Controls received saline
injections only. Values represent the mean + standard deviation and are representative of five
independent experiments, using 5 mice per group. Differences in oxygen uptake were
analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s test. Means

not sharing a letter differ, *P<0.05.

Figure 6. Erythrocyte antioxidant capacity on day 12 after T. cruzi infection. Here we
measured induction time induced by tert-butyl hydroperoxide in erythrocyte from C57BL/6
(6A), WT 129sv, 129 5-LO™ (6B) and C57BL/6 iNOS KO (6C) mice. Animals were infected
with 5 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four hours after the infection, selective
mice received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p route. Untreated T. cruzi-infected mice
were used as controls. Results are expressed as the mean + standard deviation from 5-10
animals per group, and are representative of three independent experiments. Controls received
saline injections only. Values represent the mean + standard deviation and are representative
of five independent experiments, using 5 mice per group. Differences in oxygen uptake were
analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s test. Means

not sharing a letter differ, *P<0.05.
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Figure 7. Time course curve of tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence (CL) in
erytrocytes from C57BL/6 (7A), C57BL/6 iINOS KO (7B), WT 129sv and 129 5-LO™ (7C).
Animals were infected with 5 x 10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). Four hours after the
infection, selective mice received NDGA (1.25 mg/animal/day) by the i.p route. Normal mice
and untreated T. cruzi-infected mice were used as controls. Data from the curves were
compared by Turkey-Kramer multiple comparison procedure and Student’s t-test. *P < 0.05
compared to controls. # P < 0.05 compared to infected NDGA-treated mice (7A), # p < 0.05

compared to WT129sv infected mice (7C).
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