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SUZUKAWA, Helena Tiemi. Trypanosoma cruzi: Efeito da Aspirina sobre a ativacao
e invasao de macréfagos derivados de THP-1, uma linhagem de mondcitos humanos.
2019. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) é uma doenca tropical negligenciada que acomete 8
milhdes pessoas no mundo, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Macroéfagos séo fagécitos que atuam como importantes agentes no controle da carga
parasitaria na fase aguda e no desenvolvimento da fase cronica. A atividade funcional
de macroéfagos durante a infec¢do chagésica tem sido correlacionada com a elevacgéo
da producédo de diversos mediadores inflamatorios, como os eicosanoides. Desta
forma é do nosso interesse compreender os efeitos do blogueio da cicloxigenase
(COX) sobre a ativacao e infeccdo de macrofagos humanos por T. cruzi. Macrofagos
derivados de células THP-1 (THP-1/M@) foram obtidos por meio da estimulagdo com
5 ng/mL de PMA durante 48h, seguido de 48h de repouso. A identidade fenotipica das
células foi confirmada por citometria de fluxo. A infec¢do por T. cruzi aumentou a
porcentagem de células duplo positivas para CD11b+ /CD206+ o que pode estar
relacionado com a inducgédo de células de carater pouco inflamatério. Além disso, THP-
1/M@ infectados com T. cruzi apresentaram diminuicdo na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) 24 e 48 horas pos infeccdo. A inibicdo farmacolédgica da
COX com aspirina (ASA) diminuiu a invasao e a liberacdo de formas tripomastigotas
de T. cruzi. O uso de BOC-2 como bloqueador de receptores para lipoxina em células
tratadas com ASA e infectadas reverteu o efeito observado. Neste sentido,
investigamos o papel da 15-epi-Lipoxina A4 (15-epiLXA4, uma lipoxina gerada pelo
uso da ASA) na invaséo, saida de T. cruzi e producdo de EROs. O tratamento com
100 nM de 15-epi-LXA4 aumentou a quantidade de células CD11b+ /CD206+ ,
sugerindo que o tratamento seja capaz de induzir um padrdo de resposta pouco
inflamatorio. Em adicao,houve diminuicdo de CD11b+ /HLA-DR+ em células tratadas
com 15-epi-LXA4 e infectadas, indicando que o tratamento aliado a infec¢ao é capaz
de modular negativamente a apresentacdo de antigenos. O tratamento com 15-epi-
LXA4 nédo teve efeito em diminuir a invasao e liberacdo de T. cruzi. Entretanto a
concentracdo de 3,12 nM de 15-epi-LXA4 aumentou a producdo de EROs em células
tratadas e infectadas 24 horas pos infeccdo. Nossos resultados sugerem pela primeira
vez que a enzima COX participa do processo de infeccdo por T. cruzi em macrofagos
humanos.

Palavras-chave: Aspirina. Macrofagos. 15-epi-Lipoxina A4. EROs. Doenca de
Chagas.
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and Invasion of THP-1 Derived Macrophages, a Human Monocyte Lineage. 2019. 69
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ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a neglected tropical disease that affects 8 million people
worldwide caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Macrophages are
phagocytes that act as important agents in controlling the parasite load in the acute
phase and in the development of CD’s chronic phase. The functional activity of
macrophages during chagasic infection is correlated with the production of various
inflammatory mediators, like eicosanoids. Therefore, our interest is to understand the
effects of cyclooxygenase enzyme (COX) inhibition on activation and infection of
human macrophages by T. cruzi. Macrophages derived from THP-1 cells (THP1/MQ)
were obtained by stimulation with 5 ng/mL of PMA during 48 hours, followed by 48
hours resting. The phenotypic identity of THP-1/M@ was confirmed by flow citometry.
The T. cruzi infection increased the percentage of CD14+ /CD206+ cells, that can be
related to the induction of cells with low inflammatory character. In addition, THP-1/M@
infected with T. cruzi showed a decrease in the production of reactive oxygen species
(ROS) 24 and 48 hours post infection. Pharmacological inhibition of COX with aspirin
(ASA) decreased invasion and release of trypomastigote forms of T. cruzi. Using BOC-
2 as a lipoxin receptor blocker in ASA treated and infected cells, reversed ASA
effect. Therefore we investigated the role of 15-epi-Lipoxin A4 (15-epi-LXA4, a lipoxin
produced by ASA treatment) in invasion, release of T. cruzi and production of EROs.
Treatment with 100 nM 15-epi-LXA4 increased CD11b+ /CD206+ cells, suggesting
that the treatment would be able to induce a poorly inflammatory response pattern.
Moreover, there was a decrease in CD11b+ /HLA-DR+ in cells treated with 15-epi-
LXA4 and infected, indicating that treatment allied to infection are able to negatively
modulate the presentation of antigens. Treatment with 15-epi-LXA4 had no effect on
decreasing the invasion and release of T. cruzi. However, the concentration of 3.12
nM of 15-epi-LXA4 increased ROS production in treated and infected cells 24 hours
post infection. Our results suggest for the first time that the COX enzyme participates
in the process of T. cruzi infection in human macrophages.

Key words: Macrophages. 15-epi-Lipoxin A4. Aspirin. Chagas Disease.



Figura 1l —
Figura 2 —

Figura 3 —
Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —
Figura 8 —

Figura 9 —
Figura 10 —

Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Transmissao e ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi.........
Principais caracteristicas da Doenca de Chagas na fase aguda

(<O ] 1o
Metabolismo do acido araquidOniCO...........ccevvvvvviviiiiii e,

Morfologia de células THP-1 antes e depois da estimulagdo com

Estratégia de gate e de controle de marcacdo para
imunofenotipagem de macréfagos derivados de células THP-1
(THP-1/MD)....ocveeeoeeeeeeeeee et
Controle da técnica, comparacdo da deteccdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em THPL/M@..........cccccvvvvvvrnvrnnnnnnnnns
Delineamento experimental ...............cceeiiieeeeiiieiiiiiii e,
Caracterizacao de macréfagos obtidos através do estimulo com
SNG/ML de PMA ..o
Marcacéo de moléculas de superficie em THP1/M@ .....................
Ensaio de viabilidade celular por MTT do tratamento com ASA
€M THPL/M@ ... nennnnnnes
Efeito do tratamento com ASA na Invasdo de THP1/M@..............
Efeito do tratamento de ASA na liberagdo de formas
tripomastigotas de Trypanosoma CrUZi............cceeevvevivuiiiieeeeeeeennnnns
Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) em THP-
1/M@ tratados COM ASA ..ot
Marcacdo de moléculas de superficie em THP-1/M@ tratados
com 15- epi-LipoXina Ad.......coommieiiie e
Ensaio de viabilidade celular por MTT de THP-1/M@ tratados
COM 15- ePi-LiPOXING Ad.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
Efeito do tratamento com 15-epi-Lipoxina A4 na invasao de
THPLIM@ ...t e e e e e e
Efeito do tratamento com 15-epi-Lipoxina A4 na liberagédo de
formas tripomastigotas de TrypanoSoOma Cruzi ...........ccccoeeeeeeeeeennn.
Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) em THP-
1/M@ tratados com 15-epi-LipoXina Ad .........cooeuviiiiiinineeeiieieiiiinn,



13-PGR

15-epi-LXA4

15-PGDH
5-LO
12-LO
15-LO
5-(R)HETE
AA
AINEs
AKT
AMPc
AP-1
ASA

ATL
BOC-2
CCL2
COX
COX-1
COX-2
cPLA2
DC
DMSO
DTU
ERNs
EROs
FRP2/ALX
GPI
HETE
HPETE
IFN-y
IL-1B
IL-10

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

13-Prostaglandina Redutase
15-epi-Lipoxina A4
15-Hidroxi-Prostaglandina Desidrogenase
5-Lipoxigenase

12- Lipoxigenase

15-Lipoxigenase

5-(R)-Acido hidroxieicosatetraendico
Acido Araquidénico
Anti-inflamatérios Nao Esteroidais
Serina/Treonina Quinase

AMP ciclico

Proteina Ativadora 1

Acido acetilsalicilico/Aspirina
Aspirin Triggered Lipoxin
Dicarbonato de di-terc-butila
Quimiocina de Familia CC Ligante 2
Cicloxigenase

Cicloxigenase 1

Cicloxigenase 2

Fosfolipase A2 Citoplasmatica
Doenca de Chagas

Dimetilsulfoxido

Discret Type of Units

Espécies Reativas do Nitrogénio
Espécies Reativas do Oxigénio
Receptor N-formil Peptideo 2/Lipoxina A4
Glicosilfosfatidil inositol

Acido Hidroxieicosatetraenoico
Acido Hidroxiperaxitetranol
Interferon y

Interleucina 13

Interleucina 10



IL-12
IL-4
IL-5
IP3
LDL
LDLr
LOX
LPS
LT
LTA4
LTB4
LTC4
LX
LXA4
LXB4
MAPK
MDSC
MHC-II
MTT
NF-kB
NK
NO
Nrf2
OPB
PAMPs
PBS
PG
PGD2
PGE2
PGF2a
PGG2
PGH2
PGI2
PI3K

Interleucina 12

Interleucina 4

Interleucina 5

Fosfatidilinositol 1,4,5-trifosfato
Lipoproteina de Baixa Densidade
Lipoproteina de Baixa Densidade da Célula Hospedeira
Lipoxigenase

Lipopolissacarideo

Leucotrienos

Leucotrieno A4

Leucotrieno B4

Leucotrieno C4

Lipoxina

Lipoxina A4

Lipoxina B4

Mitogen-Actived Protein Kinase
Myeloid-Derived Supressor Cell
Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe Il
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
Fator de Transcrigdo Nuclear Kappa B
Natural Killer

Oxido Nitrico

Nuclear Factor Like-2

Oligopeptidase B

Padrbes Moleculares Associado ao Patdégeno
Phospate Buffered Saline
Prostaglandina

Prostaglandina D2

Prostaglandina E2

Prostaglandina F2a

Prostaglandina G2

Prostaglandina H2

Prostaciclina

Fosfatidilinositol 3 Kinase



PLA2
PLC

PMA
PRRs
PTGS2
PTK

SBF
TGF-B
THP-1/M@
TLR
TNF-a

TX

Fosfolipase A2

Fosfolipase C

Phorbol 12-Myristate 13-acetate
Receptores de Reconhecimento Padréo
Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2
Proteina Tirosina Quinase

Soro Fetal Bovino

Fator Transformador do Crescimento [3
Macrofagos derivados de células de linhagem THP-1
Receptores Semelhantes a Toll

Fator de Necrose Tumoral a

Tromboxano



11
1.2
13
1.4
14.1
1.4.2

15

3.1
3.2

4.1
4.3

4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

5.1
5.2
5.4
5.5

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..o, 13
DOENGA DE CHAGAS .....uiiiii et ettt e e e e e e e e e e et e e et e e eaa e e eaneees 13
INTERAGAO ENTRE PARASITO E HOSPEDEIRO......uttviiieiiiiiiee e 17
RESPOSTA IMUNOLOGICA ANTI-PARASITARIA ....ccciiiiiiieiiiiieee e 20
EICOSANOIDES ...ttt ettt e e et e e et e e e e e e eaa e 23
Via das Cicloxigenases e Prostaglandinas ..........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiieennnn. 24

Via das Lipoxigenases e Lipoxinas: Importantes Mediadores Pro-

RESOIUGA0D. .. .t e e e a e e e eaaae 27
ASPIRINA E DOENGCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL ...cvuviviiiieeiiieeeiieeeiineeeaneens 29
JUSTIFICATIVA e e 32
OBUJIETIVOS ..t e e e e e e eaan 33
OBUIETIVOS GERAIS ..ouiiiiti ettt eeit e et e e e e e e e e e e e et e e eaa e e saa e e eanneeeaneeenns 33
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..uuuiiiiiiiiiieieiiiie e et e ettt e et e e e et e e s eaan e aeees 33
MATERIAIS E METODOS ....ooiiiiiiee et 34
CULTURA DE CELULAS THP-1 E DIFERENCIAGAO ....evvviieeiiieeeieeeiee e e 34

ANALISE DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE CELULAS
B L A |t I\ 7 ) I 36
TRATAMENTO DE MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE THP-1 (THP-1/M@) ....37

ENSAIO DE INVASAO CELULAR ....iiiiiiiieiiiiiee ettt e et e e et eeeenans 37
ENSAIO DE SAIDA DE TRYPANOSOMA CRUZI ...cecvviiiiieiiiieeeeeii e e eeei e e eeennns 38
DOSAGEM DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERQOS) .......ccevvvieeeiinnnns 38
ANALISE ESTATISTICA «.oeeeeiiei et eeaans 39
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...ccvuniiiiieeeti e eei e eeieeeei e e eei e e eeineeeeieeeen e 39
RESULTADOS E DISCUSSAO .....ooovieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 40
Confirmacéo Fenotipica das Células Obtidas e Fenotipagem ............... 40
Ensaio de Viabilidade Celular do Tratamento com Aspirina .................. 43
Ensaio de Saida de Trypanosoma CRUZI .........ccooevvvivviiiiiiiiieeeeeeeeenes 45

Ensaio de Producado de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) ......... 47



5.6

5.7

5.8

5.9
5.10

Fenotipagem de THP-1/M@ Tratadas com 15-EPI-LIPOXINA A4 e

Infectadas Por Trypanosoma CRUZI ............ccoiiiiiiiieiiiiecciic e, 48
Ensaio de Viabilidade Celular de THP-1/MJ Tratados com 15-EPI-

LIPOXINAAA .. ..o e et eaans 50
Ensaio de Invasao Celular de THP-1/M@ Tratados com 15-EPI-LXA4

................................................................................................................ 51
Ensaio de Saida de Trypanosoma CRUZI ............cccccuvvvvmininneiinininennnnnnnn. 53
Ensaio de Producado de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) ......... 54
CONGCLUSAOD oot e e, 57
REFERENCIAS ...t ee e e ee e, 58
AN E X O S .o 70

ANEXO L. 70



1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS:

A Doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana € uma
doenca zoonGtica que acomete seres humanos nos paises da América Latina (WHO,
2019). Esta doenca foi descoberta e descrita pelo médico infectologista Carlos
Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). Nesta época, a malaria era uma das doencas
gue mais acometiam brasileiros e uma das principais causas de mortes no pais. Um
ano antes da primeira publicacdo sobre uma nova tripanossomiase humana, Carlos
Chagas foi enviado para trabalhar em uma campanha anti-malaria na construcao de
uma ferrovia em Minas Gerais. Durante sua estada, observou a presenca de um
inseto hematofago de habito noturno, comumente encontrado em casas de sapé,
onde os moradores da regido relataram ser picados na face. Ao fazer a dissecc¢éo do
inseto, encontrou abundantes formas tripomastigotas em seu trato digestério, as
quais enviou para serem analisadas por seu mentor, 0 médico sanitarista Oswaldo
Cruz. Desde entdo, Carlos Chagas, em conjunto com sua equipe, descreveu a
doenca, a forma de contadgio e o agente etiolégico da Doenca de Chagas: o
protozoario Trypanosoma cruzi, que leva o nome de seu mentor em sua homenagem
(STEVERDING, 2014).

Passados 110 anos do primeiro relato da DC confirmada, estima-se
gue haja 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo, estando a maioria na
Ameérica Latina e aproximadamente 25 milhdes de pessoas em risco de adquirir a
doenca (WHO, 2019).

A DC é considerada uma doenca tropical negligenciada e
atualmente existem apenas dois medicamentos disponiveis para seu tratamento:
Benzonidazol (Roche) e Nifurtimox (Bayer) (WHO, 2019). O Benzonidazol (derivado
nitroimidazélico) € o medicamento de primeira linha de tratamento e mais eficaz que
o Nifurtimox (derivado de nitrofurano) (BERN et al., 2007).

Apesar de serem os dois Unicos medicamentos existentes para
tratamento da DC, asseguram cura de 60% a 85% dos casos quando o tratamento é
iniciado na fase aguda, e até 60% quando o tratamento é iniciado na fase crénica
(COURA; CASTRO, 2002; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Porém, ambos o0s
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medicamentos possuem efeitos colaterais, tais como nausea, insdnia, perda de
peso, dermatites e em casos mais raros, aplasia medular e graves distarbios no
sistema digestorio, que cessam ao descontinuar o tratamento (BERN, 2015).

O protozoario hemoflagelado T. cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (RASSI; RASSI; REZENDE, 2012), teve
desenvolvimento da transmissdo doméstica facilitada por acdes antropicas como a
agricultura e pecuaria (PATZ et al., 2000). O processo de urbanizacéo, construcdes
de estradas, linhas férreas, desmatamento e consequentemente perda de
biodiversidade, resulta em disturbios ecoldgicos, colocando o ser humano como um
novo alvo para o inseto vetor. (PATZ et al.,, 2000; CONFALONIERI; MARGONARYI;
QUINTAO, 2014).

Os insetos triatomineos, vetores da DC popularmente conhecidos
como “barbeiro”, sdo hemipteros, pertencentes a familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae, sendo 0s principais transmissores do parasito no Brasil as espécies
Triatoma sordida, Panstrogylus megistus e Triatoma infestans, este Ultimo
particularmente capaz de se adaptar facilmente a novas condi¢des e habitat (RASSI;
RASSI: REZENDE, 2012; CONFALONIERI; MARGONARI; QUINTAO, 2014;
STEVERDING, 2014).

O protozoario T. cruzi possui ciclo de vida heteroxénico, com
diversas formas evolutivas que ocorrem entre o inseto triatomineo hematofago e o
hospedeiro mamifero (CHAGAS, 1909; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010
RASSI; RASSI; REZENDE, 2012). O ciclo se inicia com a ingestao de formas
tripomastigotas sanguineas de um hospedeiro mamifero pelo inseto triatomineo.
Estas formas se diferenciam em formas epimastigotas, que se replicam por fissao
binaria no inicio do sistema digestério do inseto triatomineo. Por fim, as formas
epimastigotas migram para por¢cOes distais do sistema digestério e devido ao
estresse nutricional, diferenciam-se em formas tripomastigotas metaciclicas (RASSI;
RASSI; MARIN-NETO, 2010; BARRIAS; CARVALHO; SOUZA, 2013) (Figura 1).

Tripomastigotas metaciclicos sao as formas infectantes presentes no
hospedeiro invertebrado. Durante o repasto sanguineo do inseto triatomineo sao
liberadas fezes e urina contaminadas com estas formas, que ao entrar em contato
com a lesdo ocasionada pela probdscide do inseto, mucosas ou lesdes
preexistentes, sdo capazes de infectar as células do hospedeiro mamifero. Ao
penetrar no hospedeiro mamifero, as formas tripomastigotas metaciclicas podem
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infectar todo tipo de célula nucleada. Apds a invasdo celular, tripomastigotas
metaciclicos se diferenciam em amastigotas, que sdo as formas de replicacéao
intracelular do parasito no hospedeiro mamifero. Apos sofrerem diversas fissbes
binarias, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que rompem a célula
podendo infectar novas células ou cair na corrente sanguinea reiniciando o ciclo
(MONTEON et al., 1996; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018), conforme Figura 1.

Figura 1. Transmissao e ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi.
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FONTE: Adaptado de BERN, C. Chagas’ Disease. The New England Journal of Medicine, v. 373, n.
5, p. 456-466, 2015.

A DC pode se apresentar em duas fases: aguda e crbnica. A fase
aguda ocorre de 8 a 10 dias apds o contato com o parasito, sendo encontrados 0s
sinais de porta de entrada no hospedeiro mamifero, como presenca de leucadcitos,
edema, hiperplasia de linfonodos proximais, febre e dor (RASSI; RASSI; REZENDE,
2012; JUNQUEIRA et al., 2019); além disso, h& presencga de formas tripomastigotas
no sangue do hospedeiro, cuja carga parasitaria é controlada apoés intensa ativacéo
do sistema imunoldgico (Figura 2). A fase cronica é caracterizada pela auséncia de

parasitos na corrente sanguinea, onde o paciente pode permanecer assintomatico,
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ingressando na fase indeterminada ou desenvolver as megassindromes da DC como

0 megacolon, megaesbtfago ou a cardiomiopatia chagasica (Figura 2).

Figura 2. Principais caracteristicas da Doenca de Chagas na fase aguda e crénica.

Acute infection Chronic infection

Asymptomatic Cardiac and/or digestive
clinical form clinical forms

ue parasitism

Parasitaemia and ti

’ . Parasite-elicited
Intense immune Immunological control : ;
AEES : S inflammation
system activation of parasite replication

and pathogenesis
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Fonte: JUNQUEIRA, C. et al. The endless race between Trypanosoma cruzi and host immunity:
lessons for and beyond Chagas disease lessons for and beyond Chagas disease. Expert Reviews in
Molecular Medicine, v. 12, p. 1-23, 2019.

Por ser um parasito de replicacéo clonal, entre cepas de T. cruzi nao
ha alta variabilidade genética (TIBAYERENC; AYALA, 1991) Apesar disso,
diferentes isolados de cepas de T. cruzi podem apresentar variacées na viruléncia,
patogénese e gravidade da doenca, bem como na resposta a terapia. Além disso,
estes protozoarios podem apresentar distribuicdo geografica e especificidade entre
hospedeiros triatomineos e mamiferos distintos (ZINGALES et al., 2012). Assim,
diferentes cepas de T. cruzi sdo agrupadas em DTUs (do inglés discret type of units),
gue nada mais sdo que clados geralmente separados por marcadores genéticos
particulares entre grupos chamados de “tags” (TIBAYRENC; AYALA, 1998).
Atualmente sdo aceitos 6 DTUs: Tcl — TcVI (ZINGALES et al., 2009) e mais
recentemente foi descoberto e caracterizado pelo grupo de Marcili et al., (2019), um
novo grupo de tripanossomatideos que infecta morcegos da regido amazobnica e que
possui similaridade genética com as DTUs Tcl e Il, porém com caracteristicas
particulares que o exclui de ambos os grupos, compondo uma nova DTU: Tcbat.

Dentre as cepas relacionadas com a infeccdo em humanos podemos

destacar as cepas Colombiana e Sylvio X10C11, que pertencem ao DTU Tcl; a cepa
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Y, pertencente ao DTU Tcll; e a cepa Tulahuen, pertencente ao DTU TcVI. Entre as
cepas envolvidas com o ciclo silvestre do parasito pertencem ao DTU Tcl as cepas
Dm28c, G e YuYu; e ao DTU TcVI a cepa CL, assim como seu clone CL Brener
(ZINGALES et al., 2009).

Apesar do desenvolvimento de uma resposta imunoldgica robusta
durante a fase aguda da infec¢do por T. cruzi, 0 organismo ndo é capaz de fazer o
“clereance” de todos os parasitos, principalmente no tecido cardiaco, podendo ser
detectado por técnicas de biologia molecular (ZHANG; TARLETON, 1999;
TARLETON; ZHANG, 1999). Além disso, ha um consenso sobre a persisténcia do
parasito in vivo por décadas e isso esta relacionado, dentre outros fatores, com a
capacidade de T. cruzi infectar um grande numero de tipos celulares diferentes no
hospedeiro mamifero (BURLEIGH; ANDREWS, 1995).

Assim sendo, constata-se que a invasdo da célula do hospedeiro é
um evento critico no estabelecimento da infec¢do por T. cruzi (YOSHIDA, 2006).
Portanto, sera discutido com maiores detalhes a seguir o processo de adeséo,

reconhecimento e invasdo do parasito na célula hospedeira.

1.2 INTERACAO ENTRE PARASITO E HOSPEDEIRO:

Os primeiros passos da interacdo entre T. cruzi e a célula
hospedeira sdo divididos em 3 estagios: reconhecimento e adesdo entre a célula
hospedeira e parasito, sinalizacdo e invasdo (DE SOUZA; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010).

Como mencionado anteriormente, T. cruzi € capaz de infectar
células nucleadas do hospedeiro mamifero. Desta forma, durante a fase aguda da
DC, as formas tripomastigotas sdo promiscuas e podem infectar varios tecidos e
orgdos, como musculo esquelético, coracdo, bexiga, nervos periféricos, figado, baco,
glandulas adrenais, cérebro, tecido adiposo além de células do proprio sistema
imunologico (BUCKNER; WILSON; VOORHIS, 1999; YOSHIDA, 2006).

T. cruzi pode utilizar diferentes mecanismos de invaséo, sendo o
processo inicial a adesdo do parasito a superficie celular. Entretanto, o grau de
adeséao varia de acordo com a cepa do parasito, com a forma evolutiva e com a
célula-alvo (ARAUJO-JORGE; BARBOSA; MEIRELLES, 1992).
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A adesdo e invasdo do parasito na célula hospedeira envolvem
processos complexos mediados pela elevacdo de Ca®" intracelular e participacédo de
lisossomo, tanto na célula hospedeira, quanto no parasito (YOSHIDA, 2006;
MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012).

De fato, o aumento do Ca*" intracelular é crucial para o
estabelecimento da infeccéo, pois esta relacionado com eventos importantes como a
adeséao, invasao e formacdo do vacuolo parasitoforo. Neste sentido, o bloqueio de
vias relacionadas com a liberacdo e aumento do Ca®" citosélico, prejudica o
processo de invasdo (DOCAMPO, ROBERTO.; MORENO, SILVIA N.J.; VERCESI,
1993; TARDIEUX et al., 1992.; MARTINS et al., 2011).

Segundo Andrews (1995), a elevacdo dos niveis intracelulares de
Ca?*, na célula hospedeira, promove o recrutamento de lisossomos para o sitio de
entrada do parasito seguido por sua fusdo com a membrana e formacédo do vacuolo
parasitéforo. A proteina sinaptotagmina VII, membro da familia sinaptotagmina, esta
presente na superficie dos lisossomos de diferentes tipos celulares e possui um
dominio de ligacdo ao Ca®', regulando esse processo (CALER et al., 2001;
YOSHIDA, 2006). Os lisossomos sdo deslocados por uma proteina motora
associada aos microtubulos, a cinesina. Além disso, 0 processo de invasdo é
facilitado pela ruptura de microfilamentos de actina (TARDIEUX et al., 1992).

As formas infectantes do parasito apresentam diferentes conjuntos
de moléculas de superficie que interagem com os componentes celulares e teciduais
do hospedeiro, sendo destaque diferentes glicoproteinas, que estdo relacionadas
principalmente com a adeséo na célula hospedeira (FERGUSON, 1997; NAKAYASU
et al., 2009; SOUZA, 2002).

Membros da familia da glicoproteina Tc85 sdo amplamente
expressas na superficie de formas infectantes do parasito, e foram as primeiras a
serem sugeridas como envolvidas na adesao celular. Trabalhos pioneiros de Alves e
colaboradores (1986) e Giordano e colaboradores (1999) utilizando anticorpos
monoclonais que reconheciam a proteina de membrana Tc85 impediram a interacao
com as moléculas do hospedeiro, inibindo o reconhecimento e bloqueando a ligacao
de Tc85 com a laminina do hospedeiro.

Em adicdo, a analise de moléculas de superficie dos parasitos
possibilitou sua divisdo em dois grupos distintos quanto a capacidade de invasao, in

vitro, de células de mamiferos (YOSHIDA, 2006). Cepas que ndo possuem as
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glicoproteinas de superficie gp90 e gp35/50 apresentam maior capacidade
infectante. Isolados mais infectivos, como o clone CL Brener, ligam-se a superficie
da célula hospedeira através de gp82 e induzem a ativacdo de PTK (proteina
tirosina quinase). Essa sinalizacdo envolve a ativacdo de fosfolipase C (PLC),
liberacdo de IP3 (fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato) e consequentemente mobilizagao
de Ca®* no citosol (YOSHIDA, 2000).

Por outro lado, em isolados de menor capacidade infectante, como a
cepa G, a ligacdo a superficie celular ocorre principalmente através de gp35/50, que
promove uma cascata de sinalizacdo menos eficiente. Nesses isolados, a cascata de
sinalizacao é independente de PTK e PLC, e provavelmente dependente de AMPc
(AMP ciclico). O Ca*" necessario para invasdo parece ser liberado para o citosol a
partir de vactolos contendo um sistema de troca idnica Ca®*/H*, também chamados
acidocalciossomas (YOSHIDA, 2006).

Além disso, diversas moléculas expressas por formas
tripomastigotas, incluindo a trans-sialidase, oligopeptidase e cruzipaina participam
de maneira importante na invasdo de células do hospedeiro (BURLEIGH,;
ANDREWS, 1995.;PAIVA et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 1995).

A oligopeptidase B (OPB), € uma serina endopeptidase expressa
pelas formas tripomastigotas de T. cruzi, € capaz de ativar uma cascata de
sinalizacdo de Ca?" dependente de PLC e IP; (BURLEIGH; ANDREWS, 1995;
RODRIGUEZ et al., 1995). Em adicdo, a cruzipaina, uma cisteina proteinase
expressa em todas as formas do ciclo de vida de T. cruzi, também ativa cascatas de
sinalizacdo mobilizadoras de Ca**, aumentando assim a eficacia do processo de
invasdo celular. Entretanto sua a alta expressdo nao esta relacionada com o
aumento da viruléncia do parasito (PAIVA et al., 1998).

JA a transialidase transfere acidos sialicos (2,3)-ligados de
glicoproteinas e glicolipidios da superficie da célula-alvo para a superficie do
parasito (SCHENKMAN; MORTARA, 1992). Sendo o processo de sinalizacao
essencial para adesao e formacdo de vacuolos parasitoforos eficientes, a presenca
do acido siélico € fundamental para correta justaposicdo das membranas do vacuolo
nascente e dos tripomastigotas, promovendo a vedac¢ao do vacuolo e impedindo que
T. cruzi escape durante o processo de internalizagdo (LOPEZ et al., 2002).

Fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K) e Akt (serinal/treonina quinase)

também sao importantes reguladores do processo de invasao do T. cruzi em células
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ndo fagociticas (WILKOWSKY et al., 2001). As PI3K regulam o processo de trafico
de membranas, fusdo de endossomas e rearranjo do citoesqueleto, promovendo a
invasdo e a maturacao lisossomal (WOOLSEY et al., 2003). Além de participar no
processo de invasdo, a via sinalizacdo PI3K/Akt também estimula mecanismos pro-
sobrevivéncia nas células parasitadas (CHUENKOVA et al., 2001).

Outra via de sinalizagcédo importante para invasao de T. cruzi envolve
o fator de crescimento tumoral beta (TGF-B). Durante a infeccdo, o parasito tém
capacidade de modular a producdo de TGF-B, molécula relacionada com a
regulacdo da resposta inflamatoéria e supressdo de moléculas tripanocidas como o
oxido nitrico (NO).

O TGF-B é uma citocina que participa de inimeros eventos celulares
como a producdo de matriz extracelular, regulacdo da miogénese, resposta imune,
angiogénese e embriogénese (ROBERTS et al., 1985).

Experimentos com células epiteliais de pulmao deficientes nos
receptores para TGF-B, demonstraram que T. cruzi é incapaz de infectar essas
células (MING; EWEN; PEREIRA, 1995). Em adi¢do, estudos envolvendo
cardiomidcitos demonstraram que o tratamento com Aacido acetilsalicilico (ASA),
reduziu a liberagdo de TGF-f, resultando em uma diminuicdo na internalizacéo e
multiplicacdo de parasitos nestas células (MALVEZI et al., 2014a).

Além disso, também foi demonstrado que T. cruzi explora receptores para
lipoproteina de baixa densidade da célula hospedeira (LDLr) para a sua
internalizacdo e posterior fusdo do vacuolo parasitario com o compartimento
lisossdmico da célula hospedeira (NAGAJYOTHI et al., 2011).

Desta forma, o parasito pode acionar diferentes vias de adesédo e
sinalizacdo na célula hospedeira, facilitando sucesso da infeccédo e estabelecimento
da DC.

1.3RESPOSTA IMUNOLOGICA ANTI-PARASITARIA:

Na fase aguda da DC, uma resposta imunolégica robusta é
necesséria e determinante para conter a replicagcdo do parasito. Sendo assim,
diversos estudos sobre a infeccdo experimental por T. cruzi tém mostrado que ha
uma intensa reposta inflamatéria na fase aguda da DC. Esta resposta inflamatoria é

caracterizada pela intensa ativacao e infiltracdo de células fagociticas, que possuem
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habilidade de processar e apresentar antigenos, sintetizar citocinas pro-
inflamatorias, auxiliando no controle da multiplicacdo do parasito e sua eliminacéo na
fase aguda e cronica da doenca.

O reconhecimento dos patdgenos pelas células de defesa do
sistema imune inato se da através de receptores de reconhecimento padrao (PRRS),
que reconhecem padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs). Um
PAMP é uma molécula altamente conservada que é expressa por microrganismos e
nao é expressa pelas células hospedeiras (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).
As vias de transducao de sinal desencadeadas pelos PRRs culminam na expresséo
de genes e sintese de diversas moléculas tais como citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesdo celular e imunorreceptores, que orquestram a resposta
imunoldgica inata a diversas infec¢cdes e ao mesmo tempo, atuam como importante
ponte para a montagem da resposta imune adaptativa (AKIRA; UEMATSU;
TAKEUCHI, 2006).

Na célula hospedeira, o reconhecimento dos parasitos envolve
principalmente os receptores do tipo Toll (TLR) (HARRIS et al., 2006). Os TLRs tem
tido destaque em diversos estudos sobre a DC experimental, estando relacionados
com o primeiro disparo de reconhecimento de diversos patdgenos. Além disso,
desempenham papel crucial no recrutamento de fagécitos para o sitio inflamatdério,
reconhecimento, fagocitose e producéo de citocinas relacionadas com o controle dos
patdogenos reconhecidos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; MOGENSEN,
2009).

Dentre os eventos que ocorrem na fase aguda, estdo a grande
producdo de citocinas pro-inflamatodrias e ativacdo de componentes da imunidade
inata tais como células natural killer (NK) (HATCHER et al., 1981) e macréfagos
(ORTIZ-ORTIZ et al.,, 1976), a ativagcdo de NFkB (Fator nuclear kappa B),
fosforilacdo de MAPKs (Mitogen-activated protein kinase) e a indugdo da transcricéo
de genes que codificam moléculas pro-inflamatorias, caracteristicas da ativacéo
celular por T. cruzi (HALL et al., 2000; HUANG et al., 2003).

Desta forma, o sistema imune inato desempenha um importante
papel na fase aguda da DC. Células como NK, células dendriticas e macrofagos sao
elementos chave para o controle inicial da replicacdo do parasito e sua eliminagao
na fase aguda e cronica da doenca (HUANG et al., 1999; MACHADO et al., 2008,
2012). De maneira particular, os macrofagos ativados sédo capazes de processar e
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apresentar antigenos, produzir citocinas, e fornecer sinais de coestimulacao;
demonstrando seu papel crucial na iniciacdo da resposta imune (MELO, MACHADO
2001; SOUZA et al., 2004).

Logo nas primeiras horas de infecgdo os parasitos invadem o0s
macréfagos, induzindo uma resposta inata do organismo que desencadeia nas
células NK a producao de interferon gama (IFN-Y), ativando macréfagos que iniciam
a producéo de citocinas pré-inflamatorias e mediadores com atividade tripanocida
(CARDILLO et al., 2002). Esta producao inicial de IFN-Y é de extrema importancia,
pois esta relacionada com o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica eficiente
contra o T. cruzi (CARDILLO et al., 1996).

Moléculas presentes na superficie do parasito como mucinas e
proteinas GPI (glicofosfatidil inositol), que estdo ligadas com o ancoramento do
mesmo na célula hospedeira, estimulam a sintese de IL-12 e TNF-a em macrofagos
(COELHO et al., 2012). Proteinas GPI induzem recrutamento leucocitario via TLR2 e
dependente de CCL2 (CAMARGO et al., 1997).

Os macroéfagos produzem também grandes quantidade de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs), que sdo importantes no
“clearance” parasitario (CARDONI; ROTTENBERG; SEGURA, 1990).

Além da participacdo de TLR2, os TLR4 e TLR9 também
reconhecem proteinas de membrana e DNA do parasito respectivamente, atuando
na ativacao celular e levando a regulacdo da infeccdo (KAYAMA; TAKEDA, 2010).
Outros TLR também podem estar envolvidos no reconhecimento do parasito e de
seus componentes celulares, como TLR3 e 11 (YAROVINSKY et al.,, 2005;
KAYAMA; TAKEDA, 2010).

Muitos tipos de células e moléculas ja4 foram descritas por
apresentarem atividades regulatorias ou supressoras durante a infec¢éo por T. cruzi,
como o NO (ABRAHAMSOHN, 1998), a PGE, (PINGE-FILHO; TADOKORO;
ABRAHAMSOHN, 1999), TXA4 (ASHTON et al., 2007) a PGF,, (KUBATA et al.,
2002) e células mieloides supressoras (MDSCs do inglés myeloid-derived
suppressor cells) foram dadas como responsaveis pelo controle ou supressao da
resposta imunologica que ocorre durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi
(AROCENA et al., 2014; CUERVO et al., 2011).

Assim sendo, diversos tipos de células da imunidade inata e

adquirida atuam no controle da infec¢ao por T. cruzi. A reducéo e controle da carga
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parasitaria na fase aguda depende da acao de citocinas proé-inflamatérias sobre os
macrofagos, resultando em fagocitose e morte eficiente dos parasitos
(ABRAHAMSOHN, 1998).

1.4 EICOSANOIDES

Eicosanoides sdo mediadores lipidicos compostos por 20 carbonos,
resultantes do metabolismo do acido araquidénico (AA), compondo uma classe de
moléculas importantes no curso da resposta imunolégica (MEIRER; STEINHILBER,;
PROSCHAK, 2014).

Com o papel de regular a inflamacédo, estdo as prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (HARRIS et al., 2002), que
atuam coordenando a producédo de citocinas, producao e liberacdo de anticorpos,
proliferacdo e migracdo celular e apresentacdo de antigenos (GUALDE; HARIZI,
2008). A producdo de diferentes eicosandides esta relacionada com etapas
especificas da resposta imunoldgica, participando tanto de suas fases iniciais como
no combate ao agente agressor, até as fases de resolucdo e reparo da injuria
(ESSER-VON BIEREN, 2019), sendo o desbalanco de sua sintese e degradacéo,
uma das principais causas das inflamagdes cronicas (MEIRER; STEINHILBER;
PROSCHAK, 2014).

A biossintese dos eicosandides pelo metabolismo do AA depende da
disponibilidade de AA livre no citosol. Quando os tecidos séo expostos a diversos
estimulos, sejam eles fisiolégicos ou patoldgicos, como fatores de crescimento,
horménios ou citocinas, o AA presente na membrana plasmatica é excisado pela
acao da enzima fosfolipase A; (PLA2). Uma vez livre, 0 AA pode se tornar substrato
em 3 vias diferentes da producdo de eicosandides: P-450 epoxigenase,
cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX). A via das COX resulta em prostaglandina
G, (PGGy) e prostaglandina H, (PGH,), as quais sdo convertidas em diferentes
classes de prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs) por enzimas isomerases; a
via das LOX resulta na sintese de leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX); e a via da P-450
epoxigenase, gera epoxidos (Figura 3) (GUALDE; HARIZI, 2008).
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Figura 3. Metabolismo do acido araquiddnico
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Fonte: Adaptado de GUALDE, N.; HARIZI, H. Arachidonic-acid-derived eicosanoids : roles in biology
and immunopathology. Cell Press, v. 14, n. 10, p. 461-469, 2008.

1.4.1 VIA DAS CICLOXIGENASES E PROSTAGLANDINAS

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

Ambas as enzimas produzem um intermediario lipidico que é a
PGG,, que é convertido a PGH, por uma enzima peroxidase, sendo substrato para a
geracado de diferentes classes de prostaglandina: PGl,, PGE;, PGD,, PGF2, (SMITH;
MURPHY, 2002). Particularmente a PGE, é relativamente estavel in vitro, porém
fisiologicamente possui um rapido “turnover” e € rapidamente eliminada dos tecidos
e circulacdo, o que esta relacionado com o controle das suas atividades
imunomoduladoras. Nos tecidos, a degradagdo da PGE;, € controlada pela enzima
15-hidroxi-prostaglandina-desidrogenase (15-PGDH), 13-prostaglandina redutase
(13-PGR) (TAl et al., 2002).

Apesar do uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) datarem
muitos anos, a descoberta das enzimas envolvidas em sua acdo anti-inflamatoria,
mecanismos e seus produtos sédo recentes (MARNETT et al., 1999). As PGs foram
descobertas em 1930 no sémen humano (VON EULER, 1936), mas somente em
1967 foi descrito um possivel mecanismo de biossintese (HAMBERG,;

SAMUELSSON, 1967), sendo confirmado em estudos posteriores.
24



Em 1971, utilizando homogenato de baco de cobaias, Vane (1971)
descreveu o efeito da aspirina na reducdo da producdo de prostaglandinas,
explicando seu efeito terapéutico anti-inflamatorio. Dois anos depois, este
mecanismo foi confirmado com o isolamento da enzima COX-1 (NUGTEREN;
HAZELHOF, 1973), e em 1994 foi observada a estrutura protéica da COX-1 (PICOT;
LOLL; GARAVITO, 1994). Neste intervalo, foi identificada a COX-2 (FU et al., 1990),
0 gene que a codifica e, logo depois, como atuam os AINEs, no bloqueio do
funcionamento de ambas as enzimas (MARNETT et al., 1999).

Desde a descoberta das duas isoformas de COX, muitos estudos
foram conduzidos para esclarecer o mecanismo e sua funcéo fisiolégica. Por conta
de sua presenca na maior parte dos tecidos e células do organismo mamifero, COX-
1 é considerada uma enzima constitutiva importante, auxiliando em diversos
processos fisioloégicos. Devido essas caracteristicas esta enzima recebeu a
denominacdo de proteina “house keeping”, pois sua estrutura € extremamente
conservada entre espécies de vertebrados e desempenha diversas funcées em
diferentes células e tecidos do organismo.

Por outro lado, a COX-2 é encontrada nos tecidos em baixas
concentracfes. No entanto, em tecidos especificos, como no cérebro, rins, sistema
reprodutivo e nas células do sistema imunolégico, sua expressdo é rapidamente
induzida por estimulos inflamatérios, como citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-a),
lipopolissacarideo (LPS), mitégenos (como ésteres de forbol), oncogenes, fatores de
crescimento, horménios e estresse celular, resultando na sintese de PGs
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2012). Na presenca destes estimulos, h&a inducdo da
expressdo de COX-2 e consequente aumento da concentracdo desta enzima nos
tecidos (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004).

Dentre as principais prostaglandinas produzidas, estdo as da série E
(PGE; e PGE;), desempenhando importantes funcdes regulatorias relacionadas com
0 controle da presséo arterial, integridade gastrointestinal e fertilidade (KUNKEL et
al., 1986; MEDEIROS et al., 2012; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2012).

Os macréfagos sédo capazes de produzir grandes quantidades de
PGE, em resposta a estimulos pro-inflamatérios como IL-1 e LPS. Além disso, a
propria PGE; produzida pela célula é capaz de atuar de forma autdcrina a estimular
a expressao da COX-2 (HINZ;, BRUNE; PAHL, 2000; SCHOTT et al., 1982;
IKEGAMI et al.,, 2001; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2012). Em adicdo, a PGE;
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também esté relacionada com a promocdo de eventos pro-inflamatérios, como a
vasodilatacao e recrutamento celular (PHIPPS; STEIN; ROPER, 1991; FUNK, 2001).

Entretanto, a PGE, possui um viés anti-inflamatério, direcionando
eventos de imunossupressao pela inducdo da secrecdo de IL-10, suprimindo a
producéo de diversas citocinas pro-inflamatorias e limitando a inflamacao (HILKENS
et al., 1996). Dentre esses eventos, estdo a inibicdo da proliferacdo de células T
murinas e de humanos (KUNKEL et al.,, 1986; STAFFORD; MARNETT, 2008),
inibicdo da atividade de células NK (HASLER et al., 1983) e producéo de IL-1 e TNF.

Da mesma forma, a PGE; inibe o desenvolvimento da resposta Thl
e secrecdo de citocinas Thl especificas (IFN-Y, IL-2) (BETZ; FOX, 1991),
interferindo nas interagdes in vivo entre mondcitos e células T, por inibicdo da
expressdo de moléculas do MHC de classe Il, gerando uma apresentacao antigénica
inadequada (STEPHAN et al., 1988).

A sinalizacdo autécrina mediada por PGE; nos macrofagos diminui a
producdo da TNF-a e aumenta a producdo de IL-10, levando a uma reducao na
resposta inflamatéria (STAFFORD; MARNETT, 2008; STRASSMANN et al., 1994) e
ativando alternativamente estas células, resultando em macréfagos de fenotipo M2
(MACKENZIE et al.,, 2013), com fagocitose e potencial microbicida limitados
(SEREZANI et al., 2007). A diminuicdo na fagocitose de microrganismos pela PGE;
pode estar relacionada com o blogueio de receptores scavenger e de receptores
TLR dependentes de TNF-a (HUBBARD et al., 2014), favorecendo o crescimento e
proliferacdo de microrganismos intracelulares.

A evidéncia original que a PGE; esta envolvida com o balango entre
as respostas Thl e Th2 veio de estudos in vitro que mostraram a habilidade da
PGE; de inibir a producéo de citocinas do padréo Thl como o IFN-y, IL-1, IL-12, mas
nao do padrdo Th2 como a IL-4 e a IL-5 em células T CD4 em humanos (BETZ;
FOX, 1991; SNIJDEWINT et al., 1993). Além disso, foi mostrado por Meja e
colaboradores (1997), que em células dendriticas derivadas de medula 0ssea, ha
diminuicdo na producdo de TNF-a e IL-12 mediada principalmente por receptores
EP2 e EP4.

Em geral as PGs funcionam como agentes imunossupressores,
entdo a capacidade de um antigeno induzir a liberacdo de PGE, pelos macréfagos
pode influenciar o desenvolvimento de uma resposta Th1l ou Th2 dominante e definir
o estado de imunidade do hospedeiro (protetora ou ndo). Existem evidéncias de que
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a PGE; estd aumentada em varias infeccfes parasitarias, tais como Criptosporidium
parvum (ARGENZIO; RHOADS, 1997), Toxoplasma gondii (YONG; CHI,
HENDERSON JR, 1994), Leishmania donovan (REINER; MALEMUD, 1985),
Leishmania major (CILLARI; LIEW; LELCHUK, 1986) e T. cruzi (CARDONI;
ANTUNEZ, 2004; CELENTANO et al, 1995; PINGE-FILHO; TADOKORO;
ABRAHAMSOHN, 1999). PGs juntamente com o NO e TNF-a participam de um
complexo circuito que controla a linfoproliferacdo e producdo de citocinas durante a
fase aguda da infeccdo com T. cruzi (PINGE-FILHO et al., 1999).

Sendo imunomoduladores potentes, contribuindo para a
imunossupressao observada durante a infecgcdo com T. cruzi (PINGE-FILHO et al.,
1999), o proprio parasito é capaz de modular a producédo de PGE, do hospedeiro ao
seu favor através da regulacdo da atividade da COX-2 e da conversdo de compostos
tripanocidas em prostandides, como o TXA, (revisado por KUBATA et al., 2007).
Resultado disso € o controle da propria proliferacdo, aumentando a permanéncia no
hospedeiro (ASHTON et al.,, 2007; MORAES; DINIZ; BAHIA, 2015). Em adi¢&o, o
efeito supressor de PGE,/TGF-p sobre a expressao de citocinas pré-inflamatorias
(FADOK et al., 1998) cria um ambiente favoravel para a proliferacdo de T. cruzi

dentro dos macrofagos.

1.4.2 VIA DAS LIPOXIGENASES E LIPOXINAS: IMPORTANTES MEDIADORES PRO-RESOLUGAO

Também exercendo papel importante na resposta imunolégica, as
enzimas LOX sdo mais numerosas e convertem AA em acido
hidroxiperoxitetraenoico (HPETE) e acido hidroxieicosatetraenoico (HETE). Em
seguida, HPETE sofrem processo de desidratacdo e sdo convertidos em leucotrieno
A4 (LTA4)), um metabdlito intermediario importante na biossintese dos demais
mediadores pro-inflamatorios. O LTA4 sofre transformacdo em um ou mais dos trés
destinos possiveis, dependendo do contexto celular: hidrélise pela LTA4 hidrolase,
formando LTB4; conjugacdo com glutationa, formando LTC4; ou metabolismo
transcelular para gerar outros mediadores lipidicos bioativos, como as lipoxinas
(GRONERT et al., 1999; LINDGREN; EDENIUS, 1993).

Diversos mediadores sao produzidos durante o processo da
inflamacéo, sejam eles produtos da via das COX ou das LOX. Entretanto, a prépria
resposta inflamatéria requer mecanismos de reparo para que o tecido recupere sua
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funcdo e homeostase. Neste sentido, sdo de grande importancia os mediadores
lipidicos pro-resolucdo como as lipoxinas (LX), que estdo envolvidas na regulacao da
resposta inflamatdria e no reparo tecidual.

Durante a geracdo de mediadores lipidicos pro-inflamatérios como
os leucotrienos, pela via da 5-LO, ha estimulo para a producdo de metabdlitos
originados das enzimas 12/15-LO, como as LXA4 e LXB4 (lipoxina B4). As LX sdo o
produto final da oxigenacdo do AA pela enzima 15-LO (15-Lipoxigenase), que
resulta em 15S-acido hidroxipentaendico (15S-H(p)ETE), que sofre acéo
subsequente da 5-LO e finalmente uma reacdo de hidrolise leva a formacédo da
molécula final: LXA4 e LXB4 (SERHAN, 2005).

De forma alternativa, o uso de ASA possui capacidade de acetilar a
COX-2, desviando sua fungédo de peroxidase do AA e conversdo do mesmo para
PGH,, dando origem ao 5(R)-acido hidroxieicosatetraendico (5-(R)HETE). Este
altimo, se tornando substrato para a enzima 5-LO, o 5-(R)HETE é convertido em 15-
epi-lipoxina A4 (15-epi-LXA4) (SERHAN, 2005).

Por ser resultado da acetilacdo da COX-2 pela aspirina, 15-epi-LXA4
e 15-epi-LXB4 sdo chamadas de lipoxinas desencadeadas pela aspirina (ATL, do
inglés aspirin triggered lipoxin), as quais compartiiham potente atividade anti-
inflamatoria com as LX em doencas como asma (BONNANS; CHANEZ; CHAVIS,
2004), artrite reumatoide (CONTE et al.,, 2010), doencas cardiovasculares e
metabolicas (BORGESON, 2016), doencas gastrointestinais (WIEDENMANN et al.,
2007), doenca periodontal (BALTA; LOOS; NICU, 2017), entre outras, onde a
resposta inflamatéria exacerbada participa de forma importante na patogénese
destas doencas. Além disso em mondcitos e macrofagos, LXA4 induz a sintese de
IL-10, polarizando a célula para um padréo de resposta alternativo ou pro-resolucao
(SOUZA et al., 2007; MADERNA et al., 2010).

Estudos conduzidos por Molina-Bérrios e colaboradores (2013) e
Moraes e colaboradores (2015), mostraram que ha aumento na expressao da COX-2
durante a infeccdo na fase aguda por T. cruzi, bem como a capacidade do parasito
modular a atividade da COX-2 nas primeiras horas de infec¢do na célula hospedeira.
Além disso, também foi relatado aumento de receptores de PGE; (EP2) no tecido
cardiaco (GUERRERO et al., 2015).

Como registrado anteriormente, diversos estudos demonstram a

importante participacdo dos prostanoides durante a infec¢cdo por T. cruzi. Com o
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objetivo de compreender a interferéncia destes mediadores lipidicos no curso da DC
na fase aguda, diversos ensaios utilizando bloqueadores de COX foram utilizados
como uma estratégia de controle do parasito. Dentro deste contexto, abordaremos o
tratamento da aspirina na DC experimental e a participagcdo da lipoxina como
mediador induzido pelo bloqueio da COX-2 pela aspirina.

1.5 AsPIRINA E DOENGCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL

O Acido Acetilsalicilico (ASA), comercialmente chamado de Aspirina,
compde os chamados AINEs e, atualmente € um dos farmacos mais utilizados no
mundo. Seus efeitos anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos o tornam um
medicamento amplamente utilizado para tratamento de doencas inflamatérias e na
prevencdo de doencas cardiovasculares (JACK, 1997; DESBOROUGH; KEELING,
2017).

Por conta do blogueio das enzimas COX e a consequente
diminuicdo na producdo e disponibilidade de PGE,, que como ja discutido
anteriormente, esta relacionada com eventos de imunossupresséo, diversos estudos
foram realizados com o objetivo de investigar a COX-1 e/ou COX-2 sobre o curso de
doencas infecciosas, tais com a DC.

Dentro deste contexto, varios trabalhos correlacionam o bloqueio da
COX com efeitos benéficos, tais como os demonstrados por Guerrero e
colaboradores (2015). Estes autores pbservaram que camundongos “knockout” para
0 gene ptgs2 (do inglés, prostaglandin-endoperoxide synthase 2, o qual codifica a
COX-2) apresentam reducao do infiltrado inflamatorio e de fibrose no tecido cardiaco
guando comparados com animais controle. Além disso, Guerrero e colaboradores
também mostraram que a expressao de COX-2 bem como de PGE; em
camundongos controles € aumentada durante a fase aguda da infec¢do por T. cruzi,
sugerindo que a COX-2 tem importante participacdo no desenvolvimento da
miocardite chagasica.

Malvezi e colaboradores (2014a), demonstraram que 0 blogueio da
COX -1 e COX-2 em linhagem de cardiomiécitos H9C2, prejudicou a entrada de T.
cruzi e induziu aumento na producdo de NO. Em adicéo, foi observado que o
blogueio de COX-1 pela ASA foi capaz de diminuir a invasdo em macrofagos

intraperitoneais, porém o tratamento simultdneo com celecoxibe (inibidor seletivo de
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COX-2), reverteu a diminuicdo da entrada de T. cruzi nestas células (MALVEZI et al.,
2014b), sugerindo que a atividade da COX-2 é necesséaria para se observar o efeito
benéfico do tratamento com a aspirina.

A ASA possui capacidade de acetilar a COX-1 de forma irreversivel,
impedindo sua atividade enzimatica e também a COX-2, porém de forma que a
enzima nao perca totalmente sua atividade de peroxidacdo, convertendo AA em 5-
RHETE que da origem a producédo de 15-epi-lipoxina A4. Utilizando blogqueadores de
FRP2/ALX (receptor N-formil peptideo 2, um dos receptores citoplasmaticos ao qual
as LX se ligam), em macréfagos murinos tratados com aspirina, Malvezi e
colaboradores (2014b) observaram reversdo da diminuicdo da entrada do parasito
nestas células, sugerindo que existe participacdo importante da 15-epi-lipoxina A4
no efeito observado pelo tratamento com ASA.

Estudos in vivo que utilizaram diferentes AINEs, como o acido
acetilsalicilico (ASA), para determinar o papel das PGs no controle da carga
parasitaria e resisténcia a infeccdo com T. cruzi tém-se moestrado discrepantes
(CELENTANO et al., 1995; FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; PINGE-FILHO et al.,1999;
TATAKIHARA et al., 2008). Enquanto o tratamento com ASA aumenta a parasitemia
e mortalidade em camundongos que apresentam perfil de resisténcia para T. cruzi
(MICHELIN; SILVA; CUNHA, 2005; TATAKIHARA et al., 2008; MUKHERJEE et al.,
2011), outros estudos mostram que em camundongos susceptiveis, o0 tratamento
com ASA foi benéfico (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; MOLINA-BERRIOS et al.,
2013).

Além disso, foi observado que o efeito do tratamento com ASA é
dose-dependente. Em estudos in vivo, o tratamento com altas doses de ASA nao
possuem efeitos benéficos, entretanto, quando administrada em baixas doses, é
capaz de diminuir infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco, diminuir a parasitemia e
aumentar a sobrevida de animais tratados e infectados com T. cruzi; possivel
resultado da producdo de 15-epi-lipoxina A4 induzida pelo tratamento da ASA.
(MOLINA-BERRIOS et al., 2013).

Em adicdo, Chiang e colaboradores (2004) demonstraram que o
tratamento com baixas doses de ASA diarias aumentaram a concentracdo de 15-epi-
lipoxina A4 no plasma de humanos quando comparados com O grupo controle e

tratamento com doses maiores ndo apresentou diferenca na producdo do mesmo
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mediador. Este dado mostra que a producdo de 15-epi-lipoxina A4 € inversamente
proporcional a concentracdo ministrada de ASA.

Diversos estudos observaram o efeito do bloqueio da COX-1 por
meio do tratamento com ASA in vivo e in vitro no modelo murino da infeccao por T.
cruzi. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do bloqueio farmacologico da

COX-1 com o uso da ASA em células humanas infectadas por T. cruzi.
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2 JUSTIFICATIVA

A atividade funcional de fagoécitos durante a infeccdo por
Trypanosoma cruzi tem sido correlacionada com a elevacdo da producdo de
diversos mediadores inflamatorios, como os eicosandides.

Desta forma € do nosso interesse compreender os efeitos do
blogueio farmacologico da cicloxigenase-1 (COX-1) através do tratamento com acido
acetilsalicilico (ASA) sobre a ativagdo e infeccdo de macrofagos humanos por

Trypanosoma cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do bloqueio COX-1 induzido pelo tratamento com &cido
acetilsalicilico (ASA) sobre a atividade funcional de macréfagos humanos infectados

por Trypanosoma cruzi (cepa Y).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Diferenciar células THP-1 (ATCC TIB-202 - mondcitos humanos) em

macrofagos utilizando “Phorbol 12-myristate 13-acetate” (PMA).

b. Caracterizar o fen6tipo dos macréfagos obtidos da diferenciacdo de células
THP-1 (THP-1/M@) por citometria de fluxo;

c. Investigar o efeito do tratamento de THP-1/M@ com aspirina (ASA), BOC-2 e
15-epi-lipoxina A4 sobre a viabilidade celular e a capacidade de invasédo do

protozoario Trypanosoma cruzi,

d. Avaliar a liberagdo de formas tripomastigotas em THP-1/M@ tratados com
ASA, BOC-2 e 15-epi-Lipoxina A4 e infectados por Trypanosoma cruzi;

e. Quantificar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em cultura
de THP-1/M@, tratados com Asa, BOC-2 e 15-epi-lipoxina A4.
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3 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA DE CELULAS THP-1 E DIFERENCIACAO

A linhagem de células de monécitos humanos THP-1 (ATCC TIB-
202) foi mantida em meio RPMI-1640 contendo 2% de penicilina-estreptomicina e
10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C, 5% CO, . A morfologia da célula é
apresentada na Figura 4. Células THP-1 se mantém em suspensao; apos ativacao
celular induzido por mitégenos ou agentes inflamatodrios, as células se tornam
aderentes.

A diferenciacdo em THP-1/M@ foi realizada segundo protocolo
adaptado por Lund e colaboradores (2016). Foram plaqueadas 1x10° células THP-1
em placas de cultivo celular de 6 pocos, e mantidas em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SBF e 2% de penicilina-estreptomicina com adicao de 5
ng/ml de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) por 48h. Apés o
tempo de incubacdo com PMA, os pocos foram lavados 2 vezes com PBS a 37° para
remocéao do estimulo, e entdo as células foram deixadass em repouso por mais 48h
em RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF sem adi¢cdo de PMA. Apds as 48h
de repouso, os THP-1/M@ foram desaderidos com Trypsina (Gibco, 0,25%) e
prontos para uso em experimento (Figura 4).

A confirmagéao fenotipica das células obtidas foi realizada utilizando-
se ensaio de citometria de fluxo (BD Accuri C6), com os marcadores celulares
CD11b, CD14, HLA-DR, CD206, CD86, CD80 e os controles isotipicos (BD

Bioscience) (Figura 5).

Figura 4. Células THP-1 em cultivo. Sem o estimulo de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) as
células mantém formato esférico em suspensdo. Apds o estimulo com PMA na concentracdo de
5ng/ml, as células THP-1 comecam o processo de adesdo. 24h pos estimulo com PMA, 48h pos
estimulo com PMA, THP-1/M@ 48h apds o periodo de repouso. Linha tracejada vermelha indica
remocdo do PMA com PBS. Imagens representativas sem escala.

24h 48h 48h

THP-1 THP-1 + PMA ' THP-1/M@
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Figura 5. Estratégia de gate e de controle de marcacdo para imunofenotipagem de macréfagos
derivados de células THP-1 (THP-1/M@). THP-1/M@ foram submetidos a marcacdo de moléculas
superficie, seguido da andlise por citometria de fluxo para determinacdo da populagdo, gate e
compensacgdo do equipamento. (A) Grafico de tamanho-altura (FSC-H) por tamanho-area (FSC-A)
para selecdo de células ndo-agrupadas no gate P1. (B) Grafico de granulosidade (SSC) por tamanho
(FSC) no gate P1 e selecé@o da populacdo de interesse (gate R1). (C) Marcacao de gate negativo em
células ndo marcadas (gate R2) em grafico granulosidade (SSC) por fluorescéncia nos canais FL1,
FL2 ou FL3. (D) Controles positivos para marcacgéo Unica (single color) de Alexa Fluor-FL-1, PE-FL-2
e PE-Cy5-FL-3. Realizou-se a leitura de 10 mil eventos em citdmetro de fluxo Accuri C6 e andlise
utilizando o Software C6 BD Accuri.
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4.2 OBTENGAO DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE CULTURA DE Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram mantidas in vivo
através de infeccdo realizada a cada 10 dias com inoculacdo de 2x10° formas
tripomastigotas sanguineas em PBS, por via intraperitoneal em camundongos Swiss.
Para a manutencdo in vitro da cepa Y foram utilizadas células LLC-MK2 (ATCC;
American Type Culture Collection, Rockville, MD) infectadas. Células LLC-MK2
foram cultivadas em meio RPMI-1640 completo, contendo 5% de SBF (soro fetal
bovino), mantidas a 37°C em estufa com pressao de 5% de COs,.

Para replicagdo in vitro e consequente liberagdo de formas
tripomastigotas, formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi foram obtidas a partir
da coleta de sangue de camundongos Swiss infectados e utilizadas para infectar
monocamadas de células LLC-MK2 em garrafa de cultivo de 25 cm?. Apds 4 horas
de interacdo as células foram lavadas com PBS a 37°C para remocao dos parasitos
ndo internalizados. Decorridos cerca de 10 dias apds a infeccdo das células, as
formas tripomastigotas presentes em grande quantidade no sobrenadante do cultivo
celular foram utilizadas para infeccdo de novas culturas de células LLC-MK2, em
garrafas de cultivo celular de 75 cm?. Para utilizacdo das formas tripomastigotas, o
meio de cultura de células LLC-MK2 foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos para
retirada dos restos celulares, seguida de nova centrifugacéo a 4000 rpm durante 10

minutos para recolhimento das formas tripomastigotas de cultura.

4.3 ANALISE DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE CELULAS THP-1 (THP-
1/M@)

Para mensurar a viabilidade celular dos macrofagos diferenciados
apos o tratamento com os farmacos (acido acetilsalicilico e 15-epi-lipoxina A4) em
todas as concentracdes utilizadas experimentalmente foram utilizadas a analise de
viabilidade celular pela redu¢cdo do MTT (Sigma-Aldrich); teste colorimétrico que
mensura a atividade de desidrogenases mitocondriais das células vivas. ApoOs o
tratamento, o meio de cultura foi removido e adicionado reagente de MTT (0,5
mg/mL) em cada poco e incubado a 37°C por 4 horas. Passado o periodo de
incubacdo, o sobrenadante foi retirado e entdo adicionado dimetilsulféxido (DMSO)
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(Sigma-Aldrich). As placas foram lidas em leitor de microplacas (Synergiy HT,

Biotek) no comprimento de onda de 570nm.

4.4 TRATAMENTO DE MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE THP-1 (THP-1/MQ)

Macrofagos diferenciados foram tratados com acido acetilsalicilico
(inibidor preferencial de COX-1, nas concentracdes de 0,312 mM, 0,625 mM, 1,25
mM), por 1 hora ou 15-epi-Lipoxina A4 (nas concentracdes 100 nM, 50 nM, 25 nM,
12,5 nM, 6,25 nM) por 1 hora. Tratamentos prévios com BOC-2 (bloqueador de
FRP1/2), foram feitos por 1 hora na concentragdo de 100 mM. Tratamentos com
PGE, purificada apés o bloqueio da COX-1 com aspirina ou tratamento com 15-epi-
lipoxina A4 foram feitos utilizando a concentragéo de 1 uM durante 30 minutos. Apés
o tempo de incubacdo com os farmacos, todos os pocos foram lavados com PBS a
37°C duas vezes, com objetivo de remover os tratamentos utilizados (acido
acetilsalicilico, 15-epi-Lipoxina A4, BOC-2 e PGE,). ApOs o tratamento, foi feita a
infeccdo com formas tripomastigotas de cultura de T. cruzi conforme ensaios a

seqguir.

4.5 ENsAIO DE INVASAO CELULAR

O ensaio de invaséo celular foi realizado como descrito por Yoshida
e colaboradores (1989). THP-1/M@ foram submetidos ao tratamento com aspirina e
15-epi-lipoxina A4 nas concentracbes ja discriminadas e infectados com 5:1
parasitos por célula, obedecendo o tempo de infeccdo de 18 horas a 37°C e 5%
CO,. Apos o tempo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS para remocao
dos parasitos néo internalizados, fixadas com metanol por 5 minutos e coradas com
Giemsa. As laminulas foram montadas em laminas de vidro e o indice de infeccao foi
determinado por contagem do nimero de parasitos intracelulares em um total de 200
células, seguindo a férmula: (namero de células infectadas/namero total de células) x
(numero total de amastigotas/nimero de células infectadas). A contagem foi
realizada em microscépio optico (Olympus CH30) em um aumento de 1000x
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4.6 ENSAIO DE SAIDA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Para avaliar a liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi, 1x10°
THP-1/M@ foram tratados com ASA e 15-epi-lipoxina A4 nas concentracdes
discriminadas e infectados com 1:10 parasito por célula durante 18 horas em estufa
de CO; a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo de incubacdo com o parasito, 0S po¢cos
foram lavados 3 vezes para retirada dos parasitos nao internalizados. Durante todos
os dias apoés a infeccdo, foi feita a troca do meio de cultura e reestabelecido os
tratamentos iniciais. Apos o 3° dia de infeccdo iniciou-se a contagem das formas
tripomastigotas liberadas pelas células todos os dias até o 7° dia pés infec¢do. Para
isso, 0 meio de cultura foi retirado, centrifugado durante 5 minutos a 4000 rpm e
ressuspendido em 30 pL. A contagem dos parasitos liberados no sobrenadante de
cultura foi realizada por contagem em camara de Neubauer no aumento de 400x em

microscopio optico (Olympus CH30).

4.7 DOSAGEM DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Para avaliar a geracdo de EROs em THP-1/M@ e submetidos aos
tratamentos com aspirina e 15-epi-lipoxina A4, foi utilizada a sonda permanente
2'7’diclorohidroflureceina (H.DCFDA) (Sigma Aldrich) na concentragao de 10 uM por
poco com volume final de 200 pL. Para o controle positivo, realizado para controle
de técnica, foi utilizado perdxido de hidrogénio (H.O,) por 30 minutos (Figura 6).

As EROs foram mensuradas pelo aumento da fluorescéncia causada
pela conversdo do fluoréforo nao fluorescente para o altamente fluorescente 2’7
diclorofluoreceina, com comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e emissao
530 nm. Apoés incubacdo de 30 minutos, foi realizada leitura em 488 nm em leitora

de microplacas Victor X3 (PerkinElmer).

Figura 6: Controle da técnica. Comparacéo da detecgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
THP-1/M@ sem tratamento (controle negativo, indicando nivel basal de EROs) e em THP1-/M@
submetidos a H,0, na concentragdo de 1/200 (controle positivo).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa estatistico “INSTAT” (GraphPad, San Diego, CA). Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. As diferencas entre 0s grupos controles e
experimentais foram analisadas pela analise de variancia ANOVA seguida do Teste
de Comparacdes Mdultiplas de Tukey-Kramer, considerando p<0,05 ou test t-Student

nao pareado.

4.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 7. Delineamento experimental. (A) Mondcitos THP-1 cultivados em meio RPMI-1640 10%
foram semeados em placas de cultivo celular na densidade 1 x 10° células por poco e estimulados
com PMA (5 ng/ml) por 2 dias. O PMA foi removido e as células foram mantidas por mais 2 dias em
meio de cultura RPMI-1640 10%. ApGs o repouso, no quinto dia, as células estavam diferenciadas em
macrofagos (THP-1/M@) e prontas para a fenotipagem em citometria de fluxo e para experimentos in
vitro. (B) THP-1/M@ foram tratados com &cido acetilsalicilico (ASA) ou 15-epi-lipoxina A4 (15-epi-
LXA4) por 1h, BOC-2 por 1h + ASA ou 15-epi-LXA4 por 1h ou Prostaglandina E, (PGE;) por 30 apds
o tratamento com ASA ou 15-epi-LXA4. Apés a lavagem com PBS as células foram infectadas com
tripomastigotas de T. cruzi Y por 18h. No dia seguinte, os tripomastigotas néo internalizados foram
removidos por lavagens dos pogcos com PBS. Nos ensaios de internalizagdo de parasitos as células
foram coradas com Giemsa; nos ensaios de quantificacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) dosagem de citocinas as células foram incubadas por tempo adicional; e nos
ensaios de liberacéo de tripomastigotas os parasitos presentes no sobrenadante foram monitorados

diariamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONFIRMACAO FENOTIPICA DAS CELULAS OBTIDAS E FENOTIPAGEM

Para caracterizar as células obtidas através do estimulo com PMA,
as ceélulas foram submetidas a marcacao utilizando os marcadores CD11b e CD14
(BD Bioscience) e aquisicao dos dados em citdmetro de fluxo (Accuri C6).

Ambos os marcadores CD11c e CD14 sao proteinas de membrana
presentes em macréfagos humanos. CD11b é uma proteina de membrana presente
em todas as células de origem mieldide e esta relacionada com a adesdo e migracao
celular (ARNAOUT, 1990). CD14 é uma proteina de membrana relacionada com o
reconhecimento de LPS (lipopolissararideo) e um importante marcador de
maturacao celular (KIELIAN; BLECHA, 1995).

Segundo Chen et al., (2012), o estimulo com PMA em células THP-
1, aumenta a quantidade de CD14 e CD11b. Este efeito também foi observado nas
nossas células pés-diferenciacao (Figura 8).

Figura 8. Caracterizacdo de THP-1/M@ (macrofagos) obtidos através do estimulo com 5ng/mL de
PMA. Células THP-1 foram submetidas ao estimulo com 5 ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate) durante 48 horas, seguidos de 48 horas de repouso em meio RPMI 10% fresco. ApGs o
periodo de diferenciacdo, as células foram desaderidas e submetidas a marcacdo com os marcadores
CD11b e CD14 (BD Bioscience). Os graficos representam a quantidade de células que apresentam
CD11b (A) ou CD14 (B), comparando células THP-1 (linha vermelha) e THP-1/M@ apd6s o estimulo

com PMA (linha preta). Mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) de células THP-1 e de THP-
1/M@ em células CD11b+ (C) e CD14+ (D).
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A partir da obtencdo da identidade fenotipica dos macréfagos
diferenciados de células THP-1 (THP-1/M@), foi realizada a caracterizagdo das

células utilizadas em nossos experimentos.
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Durante as fases iniciais da infeccdo por T. cruzi, o parasito induz
uma intensa resposta inflamatéria, estando envolvidas diversas citocinas pro-
inflamatorias no controle parasitario (BASSO, 2013). Esta fase inicial estimula
macréfagos a serem ativados de forma cldssica (padrdo M1). Estas células
apresentam importante atividade tripanocida, atuando no controle do parasito na
fase aguda da infeccdo (ZANLUQUI; WOWK; PINGE-FILHO, 2015).

Macrofagos polarizados para uma resposta M2 estdo relacionados
com fung¢des imunorregulatérias como aumento da atividade fagocitica,
remodelamento da matriz extracelular, angiogénese e cicatrizagdo (MARTINEZ et
al., 2008). Por outro lado, macrofagos que possuem perfil M1 exibem altos niveis de
MCH-1I e moléculas coestimulatérias tais como CD80 e CD40 (BOEHM et al., 1997),
por outro lado, macréfagos ativados alternativamente (perfil M2) possuem uma
menor expressao de CD14, MHC-II e presenca de receptores de manose, tais como
CD163 e CD206 (MANTOVANI et al., 2002).

Desta forma, avaliamos de forma qualitativa e quantitativa os
marcadores de ativacao celular CD14, CD40, CD86, HLA-DR, CD16 e CD206 em
THP-1/M@ positivas para CD11b, tratadas com ASA e submetidas ou ndo a
infeccéo.

Analizando a porcentagem de células duplo positivas para os
marcadores CD11b*/CD14" (Figura 9A), CD11b*/CD40" (Figura 9B), CD11b*/HLA-
DR" (Figura 9D), ndo foi observado aumento na presenca e na expressio
(quantificado pelo MIF, mediana da intensidade de fluorescéncia) destes marcadores
na superficie de células tratadas com 0,625 mM de aspirina e/ou infectadas por T.
cruzi quando comparado com 0s respectivos controles.

Entretanto, foi observado aumento na porcentagem de células
positivas para o marcador CD206 em células infectadas (Figura 9C) quando
comparadas com células ndo infectadas. Este aumento ndo foi observado em
células tratadas com ASA e/ou infectadas. Apesar da infeccdo por si sO ter
aumentado o numero de células duplo positivas para CD11b+/CD206+, este
aumento ndo foi acompanhado da elevagdo da expressdo (MIF) de CD206 nas
células infectadas.

Apesar de ser uma proteina de membrana relacionada com a
identidade fenotipica de macréfagos M2, CD206 pode estar presente em macrofagos

infectados por T. cruzi, desta forma, relacionado com o controle da resposta
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inflamatoria na fase aguda e desenvolvimento da fase crénica (ZANLUQUI; WOWK;
PINGE-FILHO, 2015).

Figura 9: Marcagdo de moléculas de superficie em THP-1/M@. THP-1/M@ obtidos a partir da
diferenciagdo de células THP-1 foram tratados in vitro com &cido acetilsalicilico 0,625 mM (ASA 0,625
mM) por 1h. Em seguida as células foram infectadas com tripomastigotas de T. cruzi Y por 18h.
Grupos ndo infectados foram mantidos em meio de cultura RPMI-1640. Apés a remocdo dos
parasitos ndo internalizados os macréfagos foram desaderidos da placa de cultivo celular e
submetidos a marcacao de moléculas superficie e analise por citometria de fluxo. Foram analisadas
moléculas de superficie de ativagcdo celular em THP-1/M@ CD11b+, confirmando a identificagdo
fenotipica dessas células como macrofagos. Gréaficos de porcentagem (%) indicam células positivas
para a molécula analisada e graficos de Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) indicam a
guantidade que a molécula analisada encontra-se expressa na superficie de THP-1/Md@. (A) THP-
1/M@ CD11b+/CD14+; (B) THP-1/M@ CD11b+/CD40+; (C) THP-1/M@ CD11b+/CD206+; (D) THP-
1/M@ CD11b+/HLA-DR; (E) THP-1/M@ CD11b+/CD86+; (F) THP-1/M@ CD11b+/CD16+. Realizou-se
a leitura de 3 mil eventos em citdmetro de fluxo Accuri C6 e analise no Software C6 BD Accuri.
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5.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DO TRATAMENTO COM ASPIRINA

A avaliacdo da citotoxicidade em relacdo a concentragéo do farmaco
utilizado,foi realizado através da reducdo do MTT em cultura celular. Para todas as
concentracfes utilizadas de ASA, ndo houve diferenca estatistica na viabilidade

celular das células tratadas quando comparado ao grupo controle (Figura 10).

Figura 10. Ensaio de viabilidade celular por MTT (Sigma Aldrich) de células THP-1/M@. Tratamentos
com aspirina (ASA); BOC-2 na concentracdo de 100 pM; meio de cultura (controle positivo,
representando 100% de viabilidade celular) e H,O, como controle negativo. Tratamentos foram
realizados por 1 hora em estufa de CO, 5% a 37° C. A viabilidade das células foi determinada pela
medida da atividade metabdlica utilizando-se 0 método de reducdo do MTT.
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5.3 ENsalo DE INVASAO CELULAR DE THP-1/M@ TRATADOS COM ASPIRINA

O tratamento de THP-1/M@ com ASA, inibidor preferencial de COX-
1 reduziu o indice de internalizagéo de T. cruzi em cerca de 50% nas concentragcdes
de 1,25 mM e 0,625 mM, e cerca de 30% na concentragéo de 0,312 mM (Figura 11).
A reducdo no indice de internalizacdo de T. cruzi in vitro também foi verificada
Carvalho de Freitas e colaboradores (2017) e Malvezi e colaboradores (2014b), em
monoctos humanos in vitro e macrofagos murinos, respectivamente, apdés o
tratamento com ASA.

Ja foi observado por Moraes e colaboradores (2015), que em células
H9c2 (cardimidcitos de rato) o parasito foi capaz de modular a expressédo de COX-2,
controlando a producgdo de PGE; nas primeiras 48 horas pos-infec¢do. Este controle
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pode estar relacionado com o estabelecimento de condi¢bes que contribuam para a
sobrevivéncia e replicacao de T. cruzi, que sdo importantes no estabelecimento da
infecdo nas primeiras horas entre parasito-célula (MORAES; DINIZ; BAHIA, 2015).
Além disso, outros estudos mostraram que a atividade da COX-2 e a sintese de
PGE, tém destaque no desenvolvimento da doenca em modelo murino e em células
humanas (GUERRERO et al., 2015; LONIEN et al., 2017).

Figura 11. Efeito do tratamento com Aspirina (ASA) em THP-1/Md@. Células foram tratadas
previamente com Asa por 1 hora e infectados com 5:1 Trypanosoma cruzi por célula durante 18
horas. O nimero de células infectadas foi mensurado através de contagem em microscoépio éptico na
objetiva de 100x. Resultados expressos sdo a porcentagem de células infectadas em 200 células
contadas; seguindo a férmula (numero de células infectadas/numero total de células) x (namero total
de amastigotas/nimero de células infectadas). **** (p<0,0001), *** (p<0,001), * (p<0,05).
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Em adicéo, diversos mediadores lipidicos sdo produzidos durante a
fase aguda da infeccdo por T. cruzi e o proprio parasito se utiliza de prostanoides
tais como TXA4, PGF2a, PGE2, a fim de modular o micro ambiente a seu favor
(ASHTON et al., 2007; KUBATA et al, 2002; PINGE-FILHO; TADOKORO;
ABRAHAMSOHN, 1999).

Neste contexto, a acetilacdo de COX-1 pela aspirina inibe
irreversivelmente sua acdo sob o acido araquidénico, impedindo a formacdo de
mediadores lipidicos tais como a PGE, (SHIMOKAWA; SMITH, 1992).
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Adicionalmente, a acetilagcdo de COX-2 pela aspirina altera seu sitio de peroxidacéo
e promove a producdo de 15(R)-HETE, que esta relacionado com a producdo de
lipoxinas induzidas pelo uso da aspirina (ATL, do inglés “aspirin triggered lipoxins”)
(SERHAN, 1997; SERHAN, 2005).

Desta forma, produtos da enzima COX parecem ter influéncia na
invasdo de T. cruzi, pois o bloqueio de COX com ASA esta relacionado com a
diminuicao da invaséao celular.

Nossos resultados mostram que o bloqueio do receptor FPR1 e 2
(receptores de lipoxina) com o uso de BOC-2, restaurou os niveis de invaséo
parasitaria para préximo do controle, indicando que possa haver participacédo de ATL
no fendmeno observado.

Sendo assim, a possivel diminuicdo da producdo de prostandides
como a PGE,, somada a producdo de ATL em THP-1/M@ tratados com ASA, pode
estar relacionado com o evento de diminuicdo na invasado celular observado em

NOSSOS experimentos.

5.4 ENsAIO DE SAIDA DE Trypanosoma cruzi

O ensaio de saida de T. cruzi, visa avaliar o potencial microbicida
das células submetidas aos tratamentos a posterior infeccdo. Apds o 3° dia de
infeccdo foi observado o inicio da liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi no
sobrenadante das culturas, tendo inicio as contagens (dado ndo mostrado).

Os resultados obtidos mostram que o tratamento diario de ASA foi
eficaz na diminuic&o da liberacdo de formas tripomastigotas. O tratamento com ASA
nas concentragbes 1,25 mM no 5° dia, 6° dia, 7° dia poOs infecgdo diminuiu
significativamente a liberagdo de formas tripomastigotas comparado ao controle
(p<0,0001); aspirina 0,625 mM e 0,132 mM no 5° dia pds infeccdo também foram
capazes de diminuir a liberagcdo de formas tripomastigotas (p<0,001); por fim, o
tratamento com 0,156 mM de aspirina no 5° dia poés infec¢ao (p<0,0001), 6° dia pds
infeccdo (p<0,001) e 7° dia pds infecgdo (p<0,0001) também mostrou potencial em
diminuir a liberac&o de T. cruzi (Figura 12).

Nossos resultados vdo de encontro com dados mostrados por
(LOPEZ-MUNOZ et al., 2010) e (MALVEZI et al., 2014b), nos quais o tratamento

45



com ASA foi eficaz em diminuir o nUmero de parasitos liberados em macrofagos
murinos tratados e infectados com T. cruzi.

Muitos estudos sugerem o envolvimento das prostaglandinas nas
fases iniciais da infeccdo por T. cruzi como responsaveis por desencadear eventos
de imunossupresséo e controle dos parasitos, garantindo ingresso da fase aguda
para a crbnica (STERIN-BORDA et al.,, 1996; PINGE-FILHO; TADOKORO;
ABRAHAMSOHN, 1999).

Figura 12. Efeito do tratamento com aspirina (ASA) na liberagdo de formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi de THP-1/M@ infectados. Representacdo em grafico de barras por dia de
contagem dos parasitos liberados de THP-1/M@ submetidos ao tratamento prévio com ASA nas
concentragdes de 0,156 mM, 0,312 mM, 0,625 mM e 1,25 mM. Grupo controle foi mantido apenas
com meio RPMI-1640.. A contagem dos parasitos foi realizada diariamente até o 7° dia pds infecgéo.
**** (p<0,0001), *** (p<0,001), ** (p=0,01), * (p<0,05).
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Além disso, a PGE, secretada por macréfagos pode atuar de
maneira autocrina, reduzindo a producédo de citocinas pro-inflamatérias tais como o
TNF-a e aumento de IL-10 (SHINOMIYA et al., 2000). Altas concentracdes de TNF-a
sao produzidas na fase aguda da DC em fagoécitos como os macrofagos deflagrados
principalmente por estimulos gerados por INF-,.(COSTA et al., 2006).

Estando o aumento de TNF-a relacionado com a ativagdo da
producdo de mediadores tripanocidas em células fagociticas como os macréfagos,
seu “turn-over” desencadeado pela PGE;, pode estar relacionado com a diminuicéo
do potencial microbicida destas células. Em concordancia com os resultados obtidos
sobre o efeito da ASA na invasédo de THP1-/M@ por T. cruzi, a possivel diminuigdo
da producdo de PGE, via bloqueio de COX-1 com aspirina em nosso modelo
experimental, pode ser uma das formas de atuacdo da diminuicdo da invasao e

liberacdo de T. cruzi.
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5.5 ENsAIO DE PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

O controle da infec¢cdo é dependente da ativacdo dos macréfagos
levando a morte do parasito. Portanto, a producdo de moléculas microbicidas, tais
como as EROs sdo importantes para o controle dos parasitos intracelulares
(ABRAHAMSOHN, 1998; BASSO, 2013).

A producéo de EROs total foi mensurada através do uso da sonda
H.DCFDA (Sigma Aldrich). O tratamento com ASA nédo alterou os niveis de EROs
produzidos quando comparados com o grupo controle. Entretanto, a infeccdo por si

s6 diminuiu a producdo de EROs comparando os grupos infectado e néo infectado

(Figura 13).

Figura 13. Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) de células tratadas com Aspirina (ASA)
0,625 mM e PGE, 1 yM ou PGE, 1uM e infectadas com 5:1 formas tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi durante 18 horas. Dosagem feita com 24 horas pos infeccdo (A) e 48 horas poés infeccdo (B).
**** (p<0,0001), *** (p<0,001).
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Durante a infec¢do por T. cruzi, os macrofagos produzem grandes
quantidades de EROs em um processo chamado “burst’ respiratorio. Varios
trabalhos tém demonstrado que a producdo de EROs em macréfagos possui um viés
contraditorio: a0 mesmo tempo em que o0 estresse oxidativo é necessario para o

controle parasitario (ALVAREZ et al., 2011), o parasito também se utiliza da
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maquinaria oxidativa para persisténcia e replicacdo intracelular (ANDREWS, 2012;
FINZI et al., 2003).

Em adicdo, o parasito possui mecanismos de evadir e neutralizar
potenciais espécies microbicidas através de enzimas antioxidantes como as
peroxirredoxinas (peroxidases) (PIACENZA et al., 2008; KRAUTH-SIEGEL; COMINI,
2008). Enzimas tais como a triparedoxina peroxidase (TcCPX) e a triparedoxina
mitocondrial (TcMPX) possuem capacidade de neutralizar moléculas tais como
peroxinitrito, EROs e hidroperéxidos de cadeia curta. (PIACENZA et al., 2008).

A menor producdo de EROs em células infectadas pode estar
relacionada com a atividade de mecanismos detoxificadores de EROs produzidos

pelas células fagociticas.

5.6 FENOTIPAGEM DE THP-1/M@ TRATADAS COM 15-EPI-LIPOXINA A4 E INFECTADAS POR
TRYPANOSOMA CRUZI

Dados os efeitos observados em ceélulas tratadas com diferentes
concentragbes de ASA nos ensaios de invasao celular e liberagdo de formas
tripomastigotas de T. cruzi e, reversdo do padréo de diminuigdo da invaséo celular
em células submetidas ao blogueio dos receptores FRP1 e 2 por meio de BOC-2,
resolvemos investigar o papel da 15-epi-Lipoxina A4 (15-epi-LXA4) nos eventos
observados.

THP-1/M@ foram obtidos da mesma forma e submetidos ao
tratamento com diferentes concentracfes de 15-epi-LXA4 e/ou infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi.

Com o objetivo de caracterizar fenotipicamente THP-1/Md@ tratados e
infectados, avaliamos os marcadores de ativagao celular CD14, CD40, CD86, HLA-
DR, CD16 e CD206 em THP-1/M@ positivas para CD11b.

Analisando a porcentagem de ceélulas duplo positivas para os
marcadores CD11b*/CD14" (Figura 14A), CD11b*/CD40" (Figura 14B),
CD11b*/CD86" (Figura 14D) e CD11b*/CD16" (Figura 14F), ndo houve alteracéo
entre tratamento com 15-epi-LXA4 nas concentracées de 100 nM e 3,12 nM, de
grupos infectados ou ndo quando comparados com o controle.

Apesar de células duplo positivas para CD11b*/CD86" (Figura 14D)
ndo apresentarem diferenca na porcentagem de células que possuem a dupla
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marcagéao, o tratamento com 3,12 nM de 15-epi-LXA4 aumentou a expressao (MIF)

guando comparado com as células tratadas e infectadas.

Figura 14: Marcagao de moléculas de superficie em THP-1/M@. THP-1/M@ foram tratados in vitro
com 15-epi-Lipoxina A4 (15-epi-LXA4) por 1lh. Em seguida as células foram infectadas com
tripomastigotas de T. cruzi Y por 18h. Grupos nao infectados foram mantidos em meio de cultura
RPMI-1640. Apds a remoc¢do dos parasitos ndo internalizados, THP-1/M@ foram desaderidos da
placa de cultivo celular e submetidos a marcacao de moléculas superficie e analise por citometria de
fluxo. Foram analisadas moléculas de superficie de ativacdo celular em THP-1/M@ CD11b+,
confirmando a identificacdo fenotipica dessas células como macréfagos. Graficos de porcentagem
(%) indicam células positivas para a molécula analisada e graficos de Mediana de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) indicam a quantidade que a molécula analisada encontra-se expressa nha
superficie do macréfago. (A) THP-1/M@ CD11b+/CD14+; (B) THP-1/M@ CD11b+/CD40+; (C) THP-
1/M@ CD11b+/CD206+; (D) THP-1/M@ CD11b+/HLA-DR; (E) THP-1/M@ CD11b+/CD86+; (F) THP-
1/M@ CD11b+/CD16+. Realizou-se a leitura de 3 mil eventos em citbmetro de fluxo Accuri C6 e
analise no Software C6 BD Accuri.
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Avaliando dupla positividade para CD11b*/CD206", assim como
THP-1/M@ apenas a infectado sem tratamento algum, apresentou aumento da
porcentagem de células duplo positivas, o tratamento com 15-epi-LXA4 nas
concentragfes 100 nM e 3,12 nM por si s6 também induziram o aumento de células
CD206" quando comparado com o controle sem tratamento (Figura 14C).

Em uma relacéo inversa, a infec¢éo de células tratadas com 100 nM
de 15-epi-LXA4 diminuiu o nimero de células positivas para CD11b*/CD206"
quando comparado com a célula apenas tratada. Apesar de haver alteragdes quanto
a porcentagem de células duplo positivas para ambos os marcadores, a expressao
(MF1) de CD206" ndo apresentou diferenca entre grupos (Figura 14C).

Com relacdo ao HLA-DR (Figura 13E), ambos os tratamentos com
15-epi-LXA4 apls serem submetidos a infeccdo, apresentaram reducdo na
porcentagem de células duplo positivas para CD11b+/HLA-DR quando comparado
com o controle apenas infectado. Observando o MIF, ndo houve alteracbes na
expressdo de HLA-DR.

Ja foi mostrado que a infeccdo com diferentes cepas de T. cruzi
possuem a capacidade de diminuir a apresentacdo de antigenos em células
apresentadoras de antigeno, por meio da reducdo da expressdo de HLA-DR e
moléculas coestimulatérias como CD40 (SOTO et al.,, 2003; OVERTVELT et al.,

1999) em um mecanismo de evasao do sistema imunolégico.

5.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DE THP-1/M@ TRATADOS COM 15-EPI-LIPOXINAA4

A avaliacdo da citotoxicidade de 15-epi-LXA4 em THP-1/M@ foi
realizado através do método de MTT. Para testar a diferenga entre concentragdes,
foi utilizadas diluicdes partindo da concentracdo maxima de 100 nM. Para todas as
concentracbes utilizadas de 15-epi-LXA4, ndo houve diferenca estatistica na
viabilidade celular das células tratadas quando comparado ao grupo controle (Figura
15).

50



Figura 15. Ensaio de viabilidade celular de THP-1/M@ tratados com 15-epi-Lipoxina A4 (15-epi-LXA4)
e BOC-2. Tratamentos com 15-epi-LXA4; BOC-2 na concentragdo de 100 uM; meio de cultura
(controle positivo, representando 100% de viabilidade celular) e H,O, como controle negativo.
Tratamentos foram realizados por 1 hora em estufa de CO, 5% a 37° C. A viabilidade das células foi
determinada pela medida da atividade metabdlica utilizando-se o método de redugdo do MTT.
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5.8 ENsAIO DE INVASAO CELULAR DE THP-1/M@ TRATADOS COM 15-EPI-LXA4

Como j& demonstrado em nossos ensaios, o tratamento de THP-
1/M@ com ASA teve capacidade de diminuir a entrada de T. cruzi em células
infectadas. Com a reversdo deste efeito pelo bloqueio de receptores de lipoxina
(FRP1 e 2) gerado pelo tratamento com BOC-2, decidimos investigar o papel de uma
das lipoxinas deflagradas pelo uso da aspirina (ATL) no processo de invaséo por T.
cruzi. Para 0 uso em nossos experimentos foi utilizada a ATL 15-epi-Lipoxina A4
(15-epi-LXA4).

Os efeitos da ASA na invasao por T. cruzi tém sido associados em
parte com a producéo de lipoxina deflagrada pelo uso da ATL (MOLINA-BERRIOS et
al.,, 2013). Molina-Berrios e colaboradores (2013), apresentaram que em
camundongos tratados com baixas doses de aspirina possuem ATL detectavel em
concentracdes significativas no plasma sanguineo e que ambos os fatores (inibicao
de PGE; e producao de ATL), poderiam estar relacionados com a diminuicdo da

mortalidade e de infiltrado inflamatdrio no tecido cardiaco de animais infectados.
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Em resposta a estimulos infecciosos ou inflamatorios, um dos
mediadores liberados para regular a resposta imunolégica sdo as lipoxinas, que
representam moléculas pro-resolucédo, abundantemente secretada por neutrofilos e
macréfagos (FIERRO; SERHAN, 2001).

Entretanto, o tratamento com diferentes doses de ATL (100 nM, 50
nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM e 3,12 nM) nao apresentaram diferencas estatisticas
avaliando a invasao celular quando comparados ao grupo controle (Figura 16).

Estudos anteriores mostraram que as lipoxinas estimulam a
fagocitose em macrofagos in vivo e in vitro através de mecanismos envolvendo
proteina quinase C (PKC) e fosfoinositol 3 quinase (PI-3 quinase) (GODSON et al.,
2000). Além disso, induzem a polarizacdo celular e a formacédo de filamentos de
actina, auxiliando no processo de fagocitose (MADERNA et al., 2002).

Em células fagociticas profissionais como os macréfagos, a invaséo
de formas tripomastigotas de T. cruzi € dependente da ativagcédo de proteina tirosina
quinase, seguida do recrutamento de PI-3 quinase e de filamentos de actina
(VIEIRA; DE CARVALHO; DE SOUZA, 1994), desta forma o tratamento com 15-epi-

LXA4 poderia estar aumentando a invasao parasitaria em THP-1/M@.

Figura 16. Efeito do tratamento com 15-epi-LXA4 em THP-1/M@. Células foram tratadas previamente
com ASA por 1 hora e infectados com 5:1 Trypanosoma cruzi por célula durante 18 horas. O nimero
de células infectadas foi mensurado através de contagem em microscépio 6ptico na objetiva de 100x.
Resultados expressos sdo a porcentagem de células infectadas em 200 células contadas; seguindo a
formula (nimero de células infectadas/nimero total de células) x (nGmero total de
amastigotas/numero de células infectadas)
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Em adicdo, foi observado que o tratamento com LXA4 induz
mobilizacdo de Ca*" intracelular (ROMANO; MADDOX; SERHAN, 1996). O aumento
do Ca®' intracelular é crucial para o estabelecimento da infeccdo, pois esta
relacionado com eventos importantes como a adesao, invasdo e formacédo do
vacuolo parasitéforo. O blogueio de vias relacionadas com a liberacdo e aumento do
Ca®" citosélico, prejudica o processo de invasdo e estd relacionada com a
diminuicdo da entrada de T. cruzi na célula hospedeira (DOCAMPO, ROBERTO;
MORENO, SILVIA N.J.; VERCESI, 1993.; TARDIEUX et al., 1992.; MARTINS et al.,
2011).

5.9 ENsAIO DE SAIDA DE Trypanosoma cruzi

Com o intuito de avaliar o potencial microbicida de THP-1/M@
submetidos aos tratamentos a posterior infeccdo foi realizado o ensaio de saida de
T. cruzi. Apos o 3° dia de infeccdo foi observado o inicio da liberacdo de formas
tripomastigotas de T. cruzi no sobrenadante das culturas, tendo inicio as contagens
(dado ndo mostrado) todos os dias, até o 7° dia poés infeccéo.

Como ja demonstrado em estudos anteriores, o tratamento com a
aspirina possui capacidade de diminuir a liberacdo de formas tripomastigotas
(LOPEZ-MURNOZ et al., 2010; MALVEZI et al., 2014b).

Por outro lado, o tratamento apenas com 15-epi-LXA4 nao foi capaz
de diminuir a liberagdo das formas tripomastigotas de T. cruzi (Figura 17).
Potencializando a saida de T. cruzi no 5° dia em THP-1/M@ tratados com 100 nM e
50 nM de 15-epi-LXA4 e no 6° dia pos infeccdo em THP-1/MO tratados com 50 nM e
25 nM.

Este efeito pode estar relacionado com a indugdo de uma resposta
pro-resolutiva pelo tratamento com 15-epi-Lipoxina A4 (ROMANO et al., 2015). O
estimulo com lipoxina gera sinalizacdo e ativacdo de proteina SOCS (do inglés
“supressor of cytokine sinaling”), reduzindo a produgdo de citocinas pro-
infllamatérias como IFN-y (MACHADO et al., 2006).
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Figura 17. Efeito do tratamento com 15-epi-LXA4 na liberacdo de formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi em THP-1/M@ infectados. Representacdo em gréafico de barras por dia de
contagem dos parasitos liberados de THP-1/M@ submetidos ao tratamento prévio com 15-epi-LXA4
nas concentracdes de 12,5 mM, 25 mM, 50 mM e 100 mM. Grupo controle foi mantido apenas com
meio RPMI-1640. A contagem dos parasitos foi realizada diariamente até o 7° dia pés infeccao.

A contagem dos parasitos foi realizada diariamente até o 7° dia pos infecgdo. **** (p<0,0001), **
(p=0,01), * (p<0,05).
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Em adicao, lipoxinas inibem a formacdo de ERNs (espécies reativas
do nitrogénio) como ONOO" e diminuicao do NFxB (fator nuclear xB) e de proteina
ativadora-1 (AP-1) no ndcleo, reduzindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias
importantes para deflagrar uma resposta pré-inflamatéria eficiente (JOZSEF et al.,
2002) direcionando a resposta celular para um padréo resolutivo.

A resposta celular de padrdao Thl resulta em morte eficiente de
formas amastigotas intracelulares, em contrapartida, citocinas do padrédo Th2 como
TGF-B e IL-10 inibem a acéo tripanocida de macrofagos ativados (ABRAHAMSOHN,
1998).

Sendo assim, o aumento da liberagdo de formas tripomastigotas em
THP-1/MO tratadas pode estar relacionado com seus efeitos anti-inflamatorios,

polarizando a célula para um padréao de resposta resolutivo.

5.10 ENsalo DE PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Com o objetivo de verificar a produgdo de moléculas microbicidas
em THP-1/M@ tratados com 15-epi-LXA4 foi realizado a dosagem de espécies

reativas de oxigénio.
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Assim como o tratamento com ASA, o tratamento com 15-epi-LXA4
nao alterou os niveis de EROs produzidos quando comparados com 0O grupo
controle.

Avaliando a producgéo de EROs 24 horas p0s infeccéo, o tratamento
com 15-epi-LXA4 na concentragdo de 3,12 nM induziu aumento na produgao de
EROs em células infectadas (Figura 18A), entretanto, avaliando o mesmo grupo 48
horas pods infeccdo, apenas o tratamento apresentou aumento na producdo de
EROs, ficando os grupos infectados em niveis similares ao controle independente da
dosagem de 15-epi-LXA4 ministrada (Figura 18B).

Assim como discutido anteriormente, os mecanismos antioxidantes
gue o parasito possui, somado ao tratamento com lipoxinas, resulta na inibicdo da
producdo de ERNs e de uma resposta inflamatéria intensa, ja quea secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-8 e TNF-a se tornam reduzidas (ARIEL et al.,
2003; JOZSEF et al., 2002).

A transcricdo de genes que induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias também pode ser regulada pela 15-epi-LXA4. Foi demonstrado que o
gene EGR1 (do inglés “early growth response gene 1), esta relacionado com a
producado de IL-2 e TNF-a e ¢ inibido pela lipoxina através da ativacdo do repressor
NABL1 (do inglés “NGFI binding protein 1”) em neutréfilos humanos (QIU et al., 2001).

Somado a estes efeitos, jA foi demonstrado que LXs exercem
importante papel regulando processos inflamatorios através da ativacao de Nrf2 (do
inglés “nuclear factor like-2”), que esta relacionado com a expressao e regulagao de
genes responsaveis pela producdo de enzimas antioxidantes (WU et al.,, 2015;
ZONGDUO et al., 2016)

Além disso, as LX séo potentes anti-inflamatérios, e podem causar
efeitos biologicos em concentracdes muito baixas, além de possuirem capacidade
de promover a infiltragdo de células fagociticas para o sitio inflamatério de maneira
nao flogistica, induzindo a restauragéo tecidual e retorno da homeostase sem
producdo de EROs (JOZSEF et al., 2002).

Em conjunto com o resultado de saida de T. cruzi, a reduzida
producdo de EROs observada em nossos ensaios pode estar relacionada com o
aumento da liberagdo de formas tripomastiotas de T. cruzi em THP-1/MO tratados
com 15-epi-LXA4.
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Figura 18. Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) de THP-1/M@ tratados com15-epi-
LXA4. THP-1/M@ foram submetidos ao tratamento com 15-epi-LXA4 nas concentracdes de 3,12 mM,
25 mM, 50 mM, 100 mM, 15-epi-LXA4 na concentragdo 100 mM mais PGE, a 1 yM ou PGE, a 1uM e
infectadas com 5:1 formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi durante 18 horas. Dosagem feita
com 24 horas p6s infecgéo (A) e 48 horas pés infecgéo (B). **** (p<0,0001), *** (p<0,001).
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6 CONCLUSAO

O blogueio farmacolégico da COX-1 pelo uso da aspirina (ASA) em
nosso modelo experimental, diminuiu a invasdo e a liberagcdo de formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Com o intuito de avaliar o potencial das
lipoxinas induzidas pelo tratamento com a ASA (ATL) como indutora deste
fendbmeno, macrofagos diferenciados de células THP-1 (THP-1/M@) foram tratados
com 15-epi-lipoxina A4 (15-epi-LXA4). Entretanto, o tratamento isolado com 15-epi-
LXA4 nao induziu o mesmo resultado do tratamento com ASA.

Nossos resultados indicam que o blogueio da COX-1 através do
uso da ASA, concomitante com a producdo de 15-epi-LXA4, possam atuar em
conjunto, regulando a diminuicdo da invasao e proliferacao parasitaria em THP-1/MJ
e tratados com ASA.
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ANEXO 1:
Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais - Manutencéo do

Trypanosoma cruzi

0 Univensidade |
Estadual de Londrina

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 18/2017 Londrina, 17 de Fevereiro de 2017,

Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulaco “Manutencgio do Trypanosoma cruzi (Cepas Y, G e

CL), agente causador da Doenga de Chagas" proftocoio CEUA n' 24841.2016.41, sob a

responsabildade de Phileno Pinge Filho, que envolve a produgio, manutenclo efou utilizagdo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilc Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesqusa

clent/fica (ou ensinc), encontra-se de acorde com 0s preceitos da Lei n* 11.794, de 8 de oulubro de

2008, do Decreto n® 6899, de 15 de julho de 2008, e com as normas editadas pek> Conselho

Nacional de Controle da Experimentago Animal (CONCEA), fei aprovado pels Comissao de Etica no

' Uso ¢e Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUAMUEL), em reunido realzada em
07022017

O objetivo do prejeto & a manutenglo co Trypancsoms cuzi, agente causador da Doenca

de Chagas Trypanosoma cruzi Cepa Y, G e CL ser3o mantidas no laboratdrio por meio da realizag8o

’ de repiques semanais reaiizados pela incculaglo Intrapertoneal de sangue rico em tripomastigotas

sanguineas dilvido em PBS 001M em camundongos Swiss. Cinco camundongos Swiss serdo

inoculados @ cada 10 dias pela vie intraperitoneal com 2x105 formas tripomastigotas sanguineas. A

infecgdo serd confirmada por meio da observagdo direta em microscépio dptico de 50 campas em 5

ul de sangue heparinizado colhido da vela da cauda do camundongo no aumento de 400x, a partir do

séimo dia apde a infecgdo, A oblengldo dos parasitas sera realzada por me de sangra por punglo

cardiaca, conlorme & demanda oo laboratério. Apds @ sangria, os animais sob efedo dos anesiésicos \

serdo sacrificados por deslocamento cervical. GI 1

Vigéndia de Projeto 07/01/2017 a 07/01/2019_

| Espéciefinhagem Camundongo heterogénico / Swiss .
N° ce animass 360

| Peso/idade 20 g/7 semanas

Sexo . Fémeas N

| Origam X " Blotério Central / UEL

Amostras a serem coletadas  Sangue

Cumpra orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragies no protocolo expermental
aprovade, deve-sa submeter ¢ novo protocolo & apreciagso da CEUAUEL anteriormente @ execucdo
das modficagdes

Coloco-me & dsposiglo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessdria Sem
mas para 0 momento, subscrovo, cordiaiments,

Profa Dra G ntamburio Alves Fernandes
ya da CEUAUEL
|
I'I
Himo, Sr,
Prof. Dr. Phileno Pinge Filho
Coordenador do Proyelo
do Cldncsas P gcas | Centro de Cid Bloldgicas
Com copia para Coordenagso do Hiolério Central / UEL: Chefe do Depa de Cidncas P g icas &

Dirdor(a) do Cantro de Ciincias Bicltgicas

et Unrrmrsb b 0ok v O Goin Cof 1790 405, bom 580 Wi (0] A1TT 000 PANCK . Fan SAMAM - ot Pomal S00E - CFF BB bt Wi aede
e, - PARASA . Wman
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