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Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
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RESUMO

Invaséo celular por Trypanosoma cruzi e sua replicagao intracelular sédo essenciais
para a progressdo do ciclo de vida do parasita e o desenvolvimento da doenca de
Chagas. Neste estudo, exploramos a funcdo do inbidor de ciclo-oxigenase (COX),
aspirina, na patogénese do T. cruzi. A aspirina € um agente nao-seletivo que inibe
irreversivelmente ambas isozimas COX, COX-1 e COX-2 (embora fracamente
seletivo para COX-2). Nés demonstramos a inibicdo da infec¢cdo por T. cruzi em
mondcitos humanos utilizando aspirina. O tratamento de mondécitos com SQ 22536,
um inibidor de adenilato-ciclase, restaurou a capacidade de invaséo de T. cruzi. Este
restabelecimento foi associado com uma diminuicdo na produc¢édo de 6xido nitrico e
prostaglandina E2, e um aumento da interleucina-10 e interleucina-12 por células
pré-tratadas com aspirina. No seu conjunto, estes resultados suportam a idéia de
gue a via da ciclooxigenase desempenha um papel fundamental no processo de
invasdo do parasita, e sugerem que a atividade da aspirina depende da elevacédo de
AMPc em mondcitos humanos por T. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Aspirina. Invasao celular. SQ 22536. Citocinas.
Oxido nitrico.



DE FREITAS, Rafael Carvalho. Role of cAMP and prostanoids in the activation
and invasion of human monocytes infected by Trypanosoma cruzi. 2016. 85 p.
Dissertation (Master's Degree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2016.

ABSTRACT

Cell invasion by Trypanosoma cruzi and its intracellular replication are essential for
progression of the parasite life cycle and development of Chagas disease. In this
study, we explored the role of cyclooxygenase (COX) inhibitor, aspirin, in T. cruzi
pathogenesis. Aspirin is a non-selective agent that irreversibly inhibits both COX
isozymes, COX-1 and COX-2 (though weakly selective for COX-2). We demonstrate
the inhibition of T. cruzi infection in human monocytes using aspirin. The treatment of
monocytes with SQ 22536, an adenylate-cyclase inhibitor, restored the invasiveness
of T. cruzi. This reestablishment was associated with a decrease in nitric oxide and
prostaglandin E, production, and an increase of interleukin-10 and interleukin-12 by
cells pre-treated with aspirin. Altogether, these results support the idea that the
cyclooxygenase pathway plays a fundamental role in the process of parasite
invasion, and suggest that aspirin activity depends on cAMP elevation in T. cruzi-
infected human monocytes.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Aspirin. Cell invasion. SQ 22536. Cytokines. Nitric
oxid.
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1 INTRODUCAO
1.1 Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas.

As doencas tropicais negligenciadas afligem mais de 1 bilhdo de
pessoas, principalmente as de baixa renda que ocupam climas tropicais e
subtropicais. Dentre os variados agentes etioldgicos dessas patologias tem-se a
Doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana, a qual é causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi da Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae. DC constitui-se em uma antropozoonose tipica das regides
tropicais e subtropicais da América Latina, estendendo-se da Patagbnia até o
sudeste dos Estados Unidos da América (DIAS, 2006; RASSI et al., 2012; WHO,
2012).

O parasito foi descoberto por Carlos Chagas em 1907 em animais
silvestres e domésticos. Em 1909 Carlos Chagas descreveu o primeiro caso humano
da doenca causada por T. cruzi, a tripanossomiase americana ou doenca de Chagas
(CHAGAS, 1909).

T. cruzi constitui uma populacdo heterogénea apresentando
variabilidade genética e bioquimica que determina comportamentos diferentes para
as diversas cepas o0 que dificulta a classificagdo taxondmica e a utilizacdo de
farmacos (BRENER, GAZZINELLI, 1997). Os diferentes isolados e clones de T.
cruzi foram agrupados em duas linhagens filogenéticas principais, denominadas T.
cruzi | e T. cruzi ll, utilizando marcadores bioquimicos e moleculares (ANONIMOUS,
1999).

As cepas do grupo Il de T. cruzi (CL e Y) infectam células humanas
quatro vezes mais do que as cepas do grupo | (F, Tulahen, M226, Sylvio-X10
Dm28c, Dm30 e Guafitas), que estdo mais frequentemente associadas ao ciclo
silvestre de transmissdao (ANONIMOUS, 1999). A cepa Y tem preferéncia por
macrofagos esplénicos, figado e medula Ossea, enquanto outras infectam
principalmente células musculares (MELO, BRENER, 1978), resultando em

manifestagdes clinicas diferentes no curso da infec¢do por uma ou outra cepa.

Estima-se que cerca de 8 milhdes de pessoas estejam infectadas no

mundo, em predominancia na Ameérica Latina onde a DC é endémica, e que mais de
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25 milhdes estdo sob risco de contrair a doenca. No entanto, a incidéncia da doenca
aumentou em paises ndo endémicos na ultima década, como paises da América do
Norte, Europa e do Pacifico Ocidental, devido ao aumento das correntes imigratorias
da populacgéo latina para o resto do globo e, embora menos frequente decorrente de
infeccbes através de transfusdo sanguinea, transmissao vertical e doacdo de
orgaos. Em 2008, a DC causou 0bito de mais de 10 mil pessoas, sendo que neste
mesmo ano a soroprevaléncia da doenca em criancas de até 5 anos foi da ordem de
1/100.000 (MASSAD, 2008; CDC, 2013; WHO 2013).

O custo do tratamento ainda € muito alto, conferindo maiores despesas
no controle das comorbidades relativas a DC do que as medidas preventivas. Na
Colébmbia, o custo anual com os pacientes infectados é em torno de 267 milhdes de
dolares, ja as despesas com inseticidas para controle vetorial € de aproximadamente
5 milhdes de ddlares (WHO, 2013).

Os registros oficiais de Obitos no Brasil indicam que ocorram
aproximadamente seis mil mortes de pacientes portadores de DC cronicos
anualmente (CHAPADEIRO et al., 1999), embora o pais detenha o menor nimero
de casos do continente, sendo que a partir de 2006 o pais foi certificado como livre
da transmissdo da doenca pelo principal vetor, Triatoma infestans (RASSI JR,
RASSI, RESENDE, 2012).

O ciclo de vida do protozoario € complexo (Figura 1), caracterizado
como um ciclo heteroxénico, onde o homem é atualmente classificado como um
hospedeiro intermediario. T. cruzi detém trés formas evolutivas predominantes,
denominadas de tripomastigotas metaciclicos como a forma infectante de T. cruzi
encontrada nos dejetos do vetor e circulantes no sangue do organismo infectado no
inicio do processo de transmissdo; epimastigotas como forma de multiplicacdo do
parasito no vetor triatomineo; amastigotas como formas que se multiplicam dentro
das células do hospedeiro mamifero; e tripomastigotas sanguineos que sdo as
formas circulantes ativas do parasito (BURLEIGH, ANDREWS, 1995).
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Figural—-Esquema do ciclo de vida de T. cruzi. Diferenciacdo das formas
tripomastigotas metaciclicas em amastigotas no ser humano e
diferenciacdo da forma tripomastigota e epimastigotas no inseto barbeiro.
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Fonte: Rassi et al. (2012).

No inseto vetor os tripomastigotas diferenciam-se no estbmago em
formas arredondadas, denominadas esferomastigotas. No intestino posterior, ocorre
a nova diferenciacdo a epimastigotas e estes multiplicardo por divisdo binéria. Ja na
porcdo terminal do tubo digestivo do vetor ocorre a diferenciacdo na forma
infectante, tripomastigotas metaciclicos, que poderdo infectar outro mamifero no

préximo repasto sanguineo (PEREIRA NEVES et al., 2011).

Apods o repasto sanguineo, as formas tripomastigotas metaciclicos sao
eliminadas nas dejecdes do vetor e invadem o hospedeiro por lesdes de
2010;
COUTINHO, DIAS, 1999). Apoés a invasdo do parasito no tecido este se adere em

continuidade da pele ou diretamente em mucosas (GASCON et al,

variadas células do hospedeiro, principalmente fagécitos, como macréfagos. Ocorre
englobamento do parasito por fagocitose com consequente formacéo de um vacuolo
parasitéforo que ira se fundir com lisossomos recrutados no citosol com objetivo de

degradar o agente agressor. O pH no vacuolo diminui ativando proteinas formadas
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de poros nas membranas lisossébmicas, o que culmina no extravasamento de
enzimas liticas. No entanto, a forma tripomastigota ndo € sensivel a acdo deste
mecanismo de degradacdo (BURLEIGH, ANDREWS, 1995).

A medida que o processo de internalizacdo progride as formas
tripomastigotas no vacuolo parasitéforo sofrem diferenciacdo para as formas
amastigotas, que por divisdo binaria se multiplicam dentro da célula hospedeira. Em
macrofagos, ocorre a formacédo de ninhos de amastigotas que apds diferenciacao
em tripomastigotas provocam a ruptura do vacuolo e, consequentemente,
ocasionando lise celular com liberacdo das formas sanguineas circulantes
(tripomastigotas) no intersticio (COURA, BORGES-PEREIRA, 2012). Assim ocorre a
invasdo de novas células mediante a circulagdo das formas tripomastigotas no
sangue, infectando células neuronais, musculares e epiteliais, além das células
componentes do sistema imunoldgico. Desta forma, T. cruzi apresenta alta eficiéncia
em infectar varios tipos celulares (PEREIRA, SINGER, MEIRELLES, 2000), Durante
este processo alguns parasitos sdo destruidos por resposta imunolégica dirigida,
permanecem no hospedeiro invadindo novas populagdes celulares, ou podem ser
ingeridos por outro triatomineo hematofago néo infectado, completando o ciclo
biolégico do parasito (PEREIRA NEVES et al., 2011).

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

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 ceélulas de mamiferos (Yoshida, 2006). As populacbes que apresentam
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maior capacidade infectante ndo possuem as glicoproteinas de superficie gp90 e
gp35/50. Tripomastigotas dos isolados mais infectivos, como o clone CL Brener,
ligam-se a superficie da célula hospedeira através de gp82 e induzem a ativacéo de
PTK (proteina tirosina kinase). Essa sinalizagdo também envolve a ativacdo da
fosfolipase C (PLC), a geracdo de IP3 (fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato) e,
consequentemente, a mobilizacdo de Ca2+ dos seus estoques intracelulares,

provavelmente reticulo endoplasmatico (YOSHIDA et al., 2000).

A fase aguda da doenca de Chagas comeca em oito a dez dias apds
contato com T. cruzi ou até 40 dias ap0s transfusdo de sangue infectado, podendo
ser sintomatico ou ndo (RASSI JR, RASSI, REZENDE, 2012). Tal fase se caracteriza
por elevada parasitemia de tripomastigotas e baixos titulos de anticorpos IgG, com

possibilidade de presenca de anticorpos da classe IgM (DOS SANTOS et al., 2012).

As manifestacdes clinicas caracteristicas desta fase sdo o sinal de
Romafa ou chagoma de inoculacdo, quando o parasito penetra a mucosa ocular ou
pele lesionada, respectivamente (MACHADO et al.,, 2012). Além disso, ocorre
resposta inflamatoria inespecifica com comprometimento de linfonodos satélites,
formando complexos cutdneos com presenca macica de parasitos. No transcorrer do
processo de invasdo e lise celular o paciente pode apresentar febre, mialgia,
astenia, cefaleia, edemas localizados ou generalizados, quadro inflamatério em
diversos 6rgdos e leucocitose com predominio de linfocitose, que pode levar a
leucopenia (REY, 2008). A morbidade nesta fase é mais prevalente em criangas na
primeira infancia se ndo houver tratamento imediato, sendo 0s sinais mais
prevalentes a cardiopatia aguda, linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia
e meningoencefalite (VAZ, 2007, WESTPHALEN, BISUGO, DE ARAUJO, 2012). O
diagnostico laboratorial € realizado por identificacdo direta do parasito na corrente
sanguinea através de xenodiagnéstico ou hemocultura, em somatorio de sorologia
para anticorpos IgM e IgG (MACHADO et al., 2012).

Apenas 5% dos pacientes portadores de DC apresentam
sintomatologia aparente na fase aguda com estimativa de mortalidade de até 1:5000
(TEIXEIRA et al., 2006). Apds a fase aguda o paciente entra na fase indeterminada,
caracterizada por ser assintoméatica, porém sorologicamente positiva. Esta fase pode

perdurar por um tempo médio de até 10 anos, em gque mesmo com auséncia de
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sintomatologia significativa, tem representado aumento de lesdes miocardicas em

muitos pacientes chagasicos (PRATA et al., 2001).

Aproximadamente 20% dos pacientes portadores de DC desenvolvem
a forma crénica caracterizada pela sindrome dos “megas” e acometimento de
miocardio, tubo digestorio e sistema nervoso central e periférico. Tal sintomatologia
contribui para a alta taxa de morbidade e mortalidade frequente na DC (ARAUJO-
JORGE et al., 2000; DIAS et al., 1999; MAGUIRRE et al., 1987; WANDERLEY et al.,
1994).

A forma cronica cardiaca € representada por cardiomiopatia
acompanhada de processo inflamatério de evolucao potencialmente fatal, disttrbios
cronotropicos e tromboembolicos e insuficiéncia cardiaca congestiva decorrente de
cardiomegalia (ANDRADE et al., 2000). O prognéstico da cardiopatia chagasica na
fase crénica depende do grau de comprometimento do miocéardio, cardiomegalia e
da insuficiéncia consequente, podendo ocasionar morte por bloqueio do estimulo de
contragdo atrio-ventricular (BLITZMAN et al., 2014). Ao contrario da fase aguda onde
ocorre intensa miocardite com macico infiltrado inflamatorio focalizado, o processo
cronico é caracterizado por hipertrofia e fibrose (GODZEL et al., 2003; ROSSI et al.,
1995). Além disso, o grande infiltrado leucocitario € acompanhado de estresse
oxidativo intenso, que propicia extensivo remodelamento do miocardio, ou seja,
hipertrofia e aumento da deposicdo de componentes da matrix extracelular e
intensificagao da atividade de colagenases, dentre estas a matrix metalopeptidase 9
(MMP-9) (DHIMAN et al., 2011; ZACKS et al., 2005).

O comprometimento do trato digestorio faz-se através da hipertrofia do
esbfago e intestino grosso, decorrente de disfuncdo do sistema nervoso entérico,
além do grande infiltrado inflamatério nos tecidos (ANDRADE et al., 2000). A
resposta imunolégica produzida contra o patégeno pode propiciar lesao tecidual por
processo auto-imune ou reatividade a antigenos do parasito presente nos tecidos,
além da producéo de mediadores inflamatérios na tentativa de isolar e degradar o
agente agressor (GIRONES, FRESNO, 2003).

O tratamento medicamentoso para a doenca de Chagas é capaz de
curar de 70 a 100 % dos pacientes na fase aguda, com os medicamentos nifurtimox

(Lampit, Bayer) ou benzonidazol, porém na fase crénica o sucesso no tratamento é
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observado em um numero limitado de casos (ANDRADE et al., 1992 e VIOTTI et al.,
1994) ndo passando de 36,5% (CANCADO, 1997), Além da ineficiéncia dos
medicamentos na fase crbnica existe ainda o seu efeito toxico, salientando que
ainda h& muitas dificuldades a vencer, como o desenvolvimento de vacinas contra

T.cruzi utilizaveis para humanos.

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

Foi mostrado que o IFN-y co-estimula a sintese de 6xido nitrico (NO) na
fase aguda da infeccao por T. cruzi, contribuindo para o controle da parasitemia em
camundongos resistentes (COSTA et al, 2006). No entanto, interleucina 10 (IL-10) e
o fator de crescimento transformador beta (TGF-B) regulam negativamente a
atividade tripanocida (SILVA et al., 1992), o que pode ser explicado pela diminui¢do
da producédo de IFN-y e TNF-a, como um mecanismo enddgeno de regulacdo e
prevencdo de choque endotoxémico decorrente de altas concentragbes de TNF-a
(ABRAHAMSOHN, 1998).

Apés a fase aguda ocorre a ativagcdo da resposta imune adaptativa com
subsequente ativacdo de células T e producao de citocinas do padréo Thl, as quais
propiciam a modulacdo da funcdo de macrofagos, o que determina o controle da
parasitemia (DOS REIS, LOPES, 2000).

De uma forma geral as taxas de mortalidade, tempo de sobrevida e

parasitemia sdo avaliadas para se determinar a susceptibilidade ou resisténcia do
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animal. Camundongos susceptiveis hormalmente desenvolvem altas parasitemias e
geralmente morrem entre duas e trés semanas apOs o inicio da infeccdo, nao
sobrevivendo a fase aguda. Ao contrario, 0s camundongos resistentes apresentam
parasitemia menos intensa, que € controlada e os animais sobrevivem a infeccéo
(ANDRADE et al.,1985).

Estudos mostram que a resisténcia a infeccéo por T. cruzi é regulada
por um controle multifatorial (TRISCHMANN; BLOOM, 1982). Por isso a utilizacdo
de camundongos isogénicos (endocriados), nos quais nao haveria linhagens polares
resistentes ou susceptiveis, mas sim um gradiente continuo entre os fendtipos
(ARAUJO-JORGE, 2000), constitui os modelos experimentais mais utilizados nos

estudos da tripanossomiase americana.

1.2 Reconhecimento e invasao de fagécitos por Trypanosoma cruzi.

O reconhecimento de T. cruzi pelas células do hospedeiro é realizado
por uma complexa rede de interacdes entre glicofosfolipidios e peptidases de
membrana do parasita e moléculas afins presentes no hospedeiro. Tais moléculas
de superficie do protozoario sdo denominadas padrfes moleculares associados a
patdgenos ou PMAPs (do inglés pathogen- associated molecular pattern ou PAMPS)
e sdo devidamente reconhecidas por receptores de reconhecimento de padrdes ou
RRP’s (do inglés pattern recognition receptors (PRRs), deflagrando vias de
sinalizacao intracelular com consequente ativacdo de NFkB e MAPK (Gazzinelli,
Denkers, 2006). Os tipos de PRR’s mais proeminentes no reconhecimento de
PAMP’s de T. cruzi sao receptores do tipo Toll-like, dentre eles TLR4, TLR2, TLR6 e
TLR9. A ativagcédo dos receptores de membrana TLR4 e TLR2/TLR6 (ligagdo com
glicoinositolfosfolipidios-ceramidas e glicosilfosfaditilinositol-mucinas,
respectivamente) induz a fosforilacdo em cascata de quinases que culmina na
ativacdo de NFkB, que ativa regides promotoras especificas no DNA culminando na
transcricdo de RNA mensageiro de citocinas e quimiocinas essenciais na modulagéo
da resposta do hospedeiro. Dominios CpG de DNA proveniente do protozoario
ativam o receptor endossémico TLR9 propiciando a ativacdo da via das MAPK e
NFkB (ROPERT et al., 2002; JUNQUEIRA et al., 2010).

O processo de invasdo celular remete & complexa interagdo entre o
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hospedeiro e o parasito. De certo modo o processo de engolfamento do parasito
estd relacionado com o aumento intracelular de fons calcio (Ca*) por vias
lisossomo-dependentes ou lisossomo-independentes (BURLEIGH, ANDREWS,
1995). A mobilizacdo de Ca*" por recrutamento de lisossomos é propiciada pela
ativacdo de fosfolipase C (PLC) e proteinas tirosino quinases (PTK) com
consequente geracao de inositol trifosfato (YOSHIDA et al., 2000). A ativacéo de via
de sinalizacdo PI3K/Akt propicia o aumento de fosfatidilinosiltol trifosfato (PIP3) que
corrobora com a fusdo de endossomos e rearranjo do citoesqueleto para a formacéo
do vacuolo parasitoforo (TODOROV et al., 2000; WOOLSEY et al., 2003). A via
independente de lisossomos estaria envolvida com o aumento de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) que acionaria uma bomba de troca iénica Ca®*/H* em
acidocalcissomas no citoplasma com consequente mobilizacdo de Ca** do reticulo
endoplasmatico, mas o mecanismo ainda nao foi totalmente elucidado (YOSHIDA ,
2006).

Figura 2 — Vias de invasdo de Typanosoma cruzi na célula hospedeira. Mecanismo
dependente e independente do recrutamento de lisossomos.

@

@

Fonte: DE SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010.

Dentre as variadas glicoproteinas e peptidases que englobam o pacote
de reconhecimento e maquinaria de invaséo celular do protozodario, a trans-sialidase

(TS) contempla além destas funcdes ja listadas, a evasao da resposta imune através
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da inibicdo de ativacdo do sistema complemento de T. cruzi opsonizados. Além
disso, promove a anulacdo da hiper-reatividade de linfécitos B por seu epitopo
(SAPA) estar na regido carbono terminal da peptidase, néo influenciando a porgao
N-terminal da enzima onde se encontra o centro catalitico (LEGUIZAMON et al.,
1994; PITCOVSKY et al., 2002; BUSCHIAZZO et al., 2012).

A superfamilia gp85/TS compreende glicoproteinas ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo apenas uma parte dos genes codificadores
responsavel pela geracao de peptideos com atividade enzimatica, porém o processo
de invasédo celular ndo necessita da sua acédo catalitica (EPTING et al., 2010). A TS
realiza a transferéncia de acido sialico ligado a glicoconjugados nas células do
hospedeiro (a-2,3 sialilados) para GPIl-mucinas presentes na membrana de T. cruzi.
Ocorre a sialilacdo de residuos de galactose ligados a N-acetil-glucosamina e
residuos de serina/treonina na GPI, propiciando a protecdo do parasita contra a
resposta imune do hospedeiro e favorecimento da adeséo celular, ja que o acido
sialico ndo é produzido comumente por T. cruzi e constitui uma molécula natural do
hospedeiro (MENDONCA-PREVIATO, 2010; GIORGI; LEDERKREMER, 2011).

Além disso, o processo de sinalizagdo via TS é essencial para um
processo adequado de formagdo do vacuolo parasitéforo e impede o escape
antecipado do parasito para o citoplasma (LEY et al. 1990; HALL et al. 1992; LOPEZ
et al. 2002). O escape da resposta imune inata € associado a supressdo da
atividade protetiva Thl através da atividade inibitoria sobre a produgéo de citocinas
pro-inflamatorias. Siglecs E (lectinas semelhante a imunoglobulinas ligadas a acido
sialico) presentes em células dendriticas reconhecem GPI sialiladas na superficie do
parasita, inibindo a sintese de IL-12 por macrofagos por um processo de sinalizagcao
cruzada (PILLAI et al., 2012; JACOBS et al., 2010). A TS liberada para o meio ainda
pode induzir a apoptose de timdcitos e ativacao de linfocitos do padrdo Th2, além de
induzir a morte programada em linfocitos por processo de resialilacdo. O processo
de sialilacao e resialilagcdo de aceptores glicoproteicos em linfocitos pode promover a
proliferacdo de linfocitos T CD4+ mediante a interacdo da TS com CD43, com
producdo de citocinas do padrdao Th2. Os mecanismos de acédo da TS liberada no
meio ainda ndo estdo claros, porém pesquisas recentes mostram que um dominio
altamente conservado denominado FLY contido em peptideos de ligacdo a célula

pertencente as proteinas da familia das TS podem desempenhar variadas acdes
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gue culminam na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (DOS REIS, 2011).

Em associacdo com a trans-sialidase ancorada a GPI-mucinas na
superficie de T. cruzi ocorre uma fosfolipase especifica denominada fosfatidilinositol-
fosfolipase C (PI-PLC) que cliva a ancoragem da TS, liberando-a para o meio
(MORTARA et al., 2001). Esta forma livre da peptidase induz trombocitopenia e
eritropenia agravando a patologia e além de ser responsavel por algumas alteracdes
imunoldgicas descritas anteriormente, como ativacdo de linfocitos e apoptose de
timécitos (PITCOVSKY et al., 2001; BUSCAGLIA et al., 2006).

A proteina sinaptotagmina VII, membro da familia sinaptotagmina,
possui dominio de ligacdo aos fons célcio que possibilita a mobilizacdo de Ca*
durante o processo de internalizacdo do parasito (CALER et al., 2001; YOSHIDA,
2006). A oligopeptidase B (Opb), uma endopeptidase expressa nas formas
tripomastigotas de T. cruzi, tem a capacidade de ativar a cascata de sinalizacdo de
fons calcio dependente de PLC e IP; (BURLEIGH, ANDREWS, 1995; RODRIGUEZ
et al., 1996). Outras moléculas também participam do processo de invasdo celular,
COmMo a cruzipaina, uma cisteina proteinase expressa em todas as formas evolutivas
do parasito que também realiza a ativacdo da cascata para mobilizacdo de Ca?
(PAIVA et al., 1998).

Foi mostrado por Tribullati et al. (2005) que camundongos infectados
por T. cruzi, rapidamente desenvolvem trombocitopenia e anemia, parcialmente
relacionada a liberacdo de TS no sangue, a qual realiza a deplecéo de acido sidlico

plaquetério.

Outra via sinalizadora envolve o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) que é uma citocina que além de desempenhar funcdes relativas a
regulacdo da resposta imune, esta ativa na embriogénese e no processo de
remodelamento da matrix extracelular e angiogénese. Experimentos com células
epiteliais pulmonares deficientes para receptores para TGF-f demonstraram
resisténcia a infeccdo por T. cruzi (MING et al., 1996). Além disso, Waghabi e
colaboradores (2007) mostraram que o bloqueio farmacoldgico de TGF-B com SB-
431542 pode ser uma nova ferramenta terapéutica para o controle de infeccéo de

células miocardicas por T. cruzi.
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Estudos in vitro da interacdo parasito com o hospedeiro ndo pode ser
totalmente extrapolado para os alvos celulares da infeccdo humana. Isto é
importante no que concerne a infeccdo chagasica humana, sendo que ainda é
prevalente a discussdo de qual o mecanismo chave que ocorre no processo de
invasdo em células fagociticas e fagociticas nédo profissionais (BARBOSA, 1999).
Embora se tenha uma literatura vasta sobre o tema, ainda permite muita analise e

discussao.

1.3 Ativacao da adenilato ciclase e AMPc.

O AMPc é um segundo mensageiro comum na transduc¢éo de sinais via
interacao receptor-ligante com importante papel sobre a regulacéo da proliferacao e
diferenciacéo celulares, regulacdo hormonal, transducdo de sinais sensoriais, além
de estar relacionado ao mecanismo fisiopatologico de varias patologias (KASAI et
al., 2010). Sua sintese é controlada majoritariamente pela acdo de um tipo de
enzimas ligadas & membrana plasmatica de células eucariotas, a adenilato ciclase
(AC), utilizando adenosina trifosfato (ATP) como substrato (DIEL et a., 2008).

A AC esta ligada a uma classe de proteinas heptahelicoidais
transmembrana, denominadas proteinas G de cunho estimulatério (Gs) ou inibitério
(Gi). Pode ser ativada por varios mediadores, entre eles prostanoides (PGE; e PGly),
alguns hormonios, catecolaminas e peptideo intestinal vasoativo (VIP) (PAVAN et
al., 2009). A geracdo de AMPc pode ser regulada negativamente pela atividade de
fosfodiesterases (PDEs) que clivam o segundo mensageiro a 5’-adenosina
monofosfato (5’-AMP). A principal proteina ativadora da via é a proteina quinase A
(PKA) que realiza o aumento da taxa de produgcdo de AMPc via adenilato ciclase
além de ativar canais idnicos especificos (PIDOUX; TASKEN, 2010; GLOERICH;
BOS, 2010).

A AC foi purificada da membrana plasmatica de formas epimastigotas
de T. cruzi e descrita primeiramente ha algumas década por Zingales et al. (1979).
Dois genes e um pseudogene estdo associados a proteina, além disso foi
caracterizado que proteinas da estrutura flagelar de T. cruzi ativam a AC e que esta
aumenta a mobilizacdo de ions calcio de forma dose-dependente (D’ANGELO et al.,
2002; TAYLOR et al.,, 1999). Esses dados sugerem gue tanto o AMPc quanto o
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aumento intracelular de Ca®" estdo envolvidos no processo de diferenciacdo do
parasita (LAMMEL et al., 1996), podendo estar relacionado com o processo de
invasdo de formas tripomastigotas em células hospedeiras, embora este processo
ainda necessite de maiores investigacoes.

Figura 3 — Estrutura da adenilato ciclase de T. cruzi a) e de mamiferos (b). Regido
cataliticas em vermelho com regides homologas em C1 e C2.
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Fonte: NAULA; SEEBECK, 2000.

A AC de tripanossomatideos apresenta-se como uma proteina
ancorada a membrana plasmatica com a por¢cao amino-terminal no meio extracelular
e a carboxi-terminal no citoplasma. Embora muitas diferencas na sequéncia global
da proteina, a ciclase de tripanosomatidos e mamiferos tem alto grau de
conservagdo em seu dominio catalitico (NAULA; SEEBECK, 2000).

A descricdo da via de transducgao de sinal dependente de AMPc em
tripanosomatidos revela a regulagdo negativa que o segundo mensageiro opera na
proliferacéo celular. Desta forma, o aumento de AMPc intracelular inibe a sintese de
proteinas, RNA e DNA. Em adicdo, desempenha papel importante na diferenciacéo
de formas de T. cruzi, com aumento significativo dos seus niveis durante a transi¢ao
de epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos (TM). Durante a diferenciacédo
para as formas amastigotas no hospedeiro, a ligacdo do parasito a fibronectina na
membrana € concomitante ao aumento intracelular de AMPc. Além disso, foi
observado AMPc na urina do triatomineo Rodnius prolixus. No entanto, o
entendimento sobre o mecanismo biolégico completo do sinal envolvendo AMPc e T.
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cruzi ainda ndo esté totalmente esclarecido (NAULA; SEEBECK, 2000).

O recrutamento e fusdo de lisossomos € uma via essencial para a
invasdo de T. cruzi na célula hospedeira. Essa mobilizacdo é dependente do
aumento do fluxo de célcio no reticulo endoplasmatico e proveniente de
acidocalciosomas. Tal mobilizacdo de ions célcio é prioritariamente mediada por
oligopeptidase B (opb). Caler et al. (2000) mostraram que a delecdo do gene OPB
prejudicou a internalizacdo do parasito e que o aumento de AMPc pode alterar
positivamente a invasdo como uma forma alternativa mediante a auséncia de OPB.
Além disso, a exocitose de lisossomos disparados por ions calcio esta relacionado
com o aumento do AMPc intracelular durante a interacdo parasito e célula
hospedeira (RODRIGUEZ et al., 1999).

Morris et al. (1992) descreveram a alteracdo do metabolismo do AMPc
em células endoteliais humanas infectadas por T. cruzi. A infeccdo resultou em
aumento de 60% na producao de AMPc enquanto que o controle ndo infectado teve
100% de ativacdo da via apds o tratamento com inibidores de fosfodiesterases. Ja
em 1984, Wirth e Kierzenbaum, utilizando analogos do AMPc induziram efeitos
inibitérios na relacdo parasito e célula hospedeira, sendo que em macréfagos de
camundongos Swiss ocorreu reducdo na porcentagem de tripomastigotas

internalizados.

O aumento de AMPc intracelular durante internalizacdo do parasita
parece estar relacionado com a interacdo de gp35/50 com a célula hospedeira, no
entanto esta glicoproteina de membrana é caracteristica de cepas pouco virulentas
de T. cruzi (FERREIRA et al., 2006; MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012), o que nao
pode ser suficiente para desclassificar a sinalizacdo via adenilato ciclase como um
mecanismo eventual do processo invasivo por mobilizacdo de ions calcio, além da

modulacdo da resposta pos infeccao.

Talvani et al. (2008) mostraram que macréfagos murinos estimulados
com GPI-mucinas de T. cruzi reduziram a liberacdo de NO e da quimiocina CCL2
mediante 0 aumento de AMPc intracelular, assim a modulag&o dos niveis de AMPc
poderia controlar significativamente a liberacdo de mediadores inflamatorios durante
a infeccdo por T. cruzi. Outros autores mostraram que a inibicdo da expresséo de

INOS ao nivel proteico por inibidor de GLP-1 (peptideo 1 semelhante ao glucagon)
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em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS é dependente da ativacdo da via
AMPc/PKA (CHANG et al., 2013).

Feng et al. (2000) mostraram que substancias que aumentam 0s niveis
de AMPc, tais como toxina colérica (CTx) e 8-Bromo-AMPc inibiram a expressao
génica de IL-12, IL-1a e IL-6, mostrando o efeito inibitério da via, mas que esse
efeito pode ter sido em parte contribuido pelo aumento da expressao de IL-10 e IL-
1Ra em macrofagos peritoneais estimulados com LPS. Desta forma, a inibicdo da
sintese de prostaglandinas poderia diminuir a atividade da AC, favorecendo a uma
menor concentracdo de AMPc intracelular.

Diversos trabalhos tém demonstrado que o aumento do AMPc
redireciona a producado de citocinas em macrofagos ativados por lipopolissacarideo
(LPS) (BENBERNOU et al., 1997; EIGLER et al., 1998; MEISEL et al., 1996; VAN
DER POUW KRAAN et al., 1995). Além disso, indutores de AMPc e seus derivados
nucleotidicos tem demonstrado a diminuicdo da producdo de IL-12 e TNF-a em
macréfagos murinos previamente estimulados (EIGLER et al., 1998; KAMBAYASHI
et al., 1995a, b; PANINA-BORDIGNON et al., 1997; VAN DER POUW KRAAN et al.,
1995). Outros achados revelam que o efeito inibitério sobre a producdo de TNF-a
estaria relacionado com o aumento da sintese de IL-10 mediante a sinalizacéo por
AMPc (SELDON et al., 1998; STRASSMANN et al., 1994), no entanto a modulacéo

sobre IL-12 ainda permanece obscura.

Feng et al. (2002) mostraram que substancias que aumentam 0s niveis
de AMPc em macrofagos murinos estimulados com LPS inibiram a expressédo de IL-
12p40 através da interferéncia na fosforilacdo de p38 MAPK, revelando que a
ligagéo do promotor de IL-12p40 a NFkB néo foi alterada significativamente.

A utilizac&o de inibidores de PDE, substancia que aumenta os niveis de
AMPc, controlam mais eficientemente as citocinas do padrédo Thl, como IL-2 e IFN-
Yy, do que as do padrdao Th2, principalmente IL-4 e IL-5. A elevacdo do AMPc em
PBMC decorrente do emprego destes inibidores suprimiu os niveis das citocinas do
padrdo Thl, sem qualquer efeito pronunciado no padrdao de resposta Th2
(YOSHIMURA et al., 1998).

Além disso, culturas de PBMC primados com antigeno de T. cruzi
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estimulam o aumento da sintese de IL-12 que propicia a producdo de citocinas do
padrdo Thi por linfécitos T, e INF-y por células NK e linfocitos CD4". Ocorre também
a modulagéo da resposta por IL-12, através da inducdo de IL-4 em linfécitos T, além
do aumento de IL-10, executando um a retroalimentagdo negativa para controlar
infeccdo por T. cruzi e amenizar a irrestrita ativacdo do perfil Thl (DE-BARROS-
MAZON et al., 1997). Em adicdo, o emprego de analogos de PGl,, ativadores da AC,
suprime a secrecédo de TNF-a em células THP-1 (WANG et al., 2011).

Muitos sdo os efeitos biolégicos desempenhados pela via AC/AMPc
sobre T. cruzi e as células do hospedeiro, revelando uma nova alternativa de
investigacdo de novas terapéuticas que podem auxiliar no controle da infeccdo e

reducao de comorbidades associadas a doenca de Chagas.

1.4 Metabolismo do Acido Araquiddnico.

O éacido araquiddnico (AA) é um &cido graxo poli-insaturado composto
de 20 atomos de carbono, o qual € substrato para a via enzimética das
ciclooxigenases (COXs), que propicia a sintese de prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs), e das lipoxigenase (LOs) desencadeantes da sintese de
leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs), acidos hidroxieicosatetraenéico (HETE) e acido
hidroperoxieicotetraenéico (HPETE), e a via do citocromo P-450 monoxigenase,
ativadora da sintese de epoxidos e acidos hidroxieicosatetraendico (NARABA et al.,
1998; TAKAHASHI et al., 2005).

As COXs apresentam duas atividades cataliticas: 1) de ciclooxigenase,
a qual oxida o AA a prostaglandina G, (PGG.) e 2) de peroxidase que reduz PGG; a
prostaglandina H, (PGH;) que é instavel e logo é alvo de isomerases e sintases
tecido especificas em prostandides, sendo estes as prostaglandinas (PGD,, PGE,,
PGF,q), prostaciclina (PGl,) e tromboxano A, (TXAz) (SERHAN et al., 2008).
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Figura 4 — Representacdo do metabolismo do &cido araquidbnico e a atividade das
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) através da iniciacdo promovida pelo
ligante bradicinina.

/ bradykinin Ca?

arachidonic acid
prostacyclin
synthase

PGl,

PGD, ™8,

Fonte: http://themedicalbiochemistrypage.org/es/eicosanoids-sp.php

Os prostanoides apresentam tanto atividade em processos fisioldgicos
guanto patolégicos. Prostaglandinas (PGD, e PGE;) e prostaciclinas sao
vasodilatadores, enquanto que TXA, desempenha propriedades vasoconstritoras,
além de induzir a agregacdo plaquetaria, processo inverso € induzido por PGl,.
PGE,, PGF24 e PGI; controlam a secrecao acida no estdbmago e induz a secrecéo de
muco para proteger a mucosa do 6rgéo, além da secrecéo de ions bicarbonato para
controle da acidez estomacal. PGFyq, € TXA, sdo broncoconstritores, PGF,, ainda
efetiva contracdo da musculatura uterina, e TXA; promove aumento da
permeabilidade vascular levando ao edema local. Além disso, PGE, e PGl;
estimulam o fluxo sanguineo e assim, a diurese (GRISWOLD et al., 1996; VANE et
al., 1990).

Durante processo inflamatério em eminéncia de algum distdrbio
patolégico a geracdo de mediadores prostandides intensifica suas funcgfes
fisiolégicas contribuindo para o aumento do fluxo sanguineo local (rubor), aumento
da permeabilidade vascular e assim, edema tecidual, além de reducéo do limiar de

dor, com ativacao de fibras sensoriais periférica e presenca de febre (SAMAD et al.,
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2002).

As COX 1 e 2 estdo melhor caracterizadas, sendo que COX-1 é
constitutivamente sintetizada na maioria dos tecidos, incluindo feto, epitélio uterino e
células amnidticas. Est4 envolvida na agregacdo plaquetaria, hemostasia e
homeostasia do trato digestério e renal (TRAUTMAN et al., 1996). J4 a COX-2 é
constitutiva nos rins, cérebro, ovarios, prostata e Utero, sua expressao é aumentada
ou induzida em processo inflamatério condicionado a participacdo de mediadores
como TNF-q, IL-1, LPS e TPA. Por sua sintese ser intensificada pelo processo
inflamatério, COX-2 tem papel importante na geracédo de prostanoides (BLOBAUM et
al., 2007; CHOI et al., 2009; CROFFORD et al., 2000; VANE et al., 1998).

1.5 Via das Ciclooxigenases.

As COX 1 e 2 de mamiferos contém alto grau de homologia de suas
sequéncias de aminoacidos (cerca de 65%) na mesma espécie e até 90% de
identidade entre as isoformas individuais de diferentes espécies (GARAVITO et al.,
1999; SMITH et al., 1996; SPENCER et al.,, 1999). S&o proteinas integrais de
membrana contendo um grupamento heme em seu sitio catalitico. A COX-1 esta
localizada na superficie do reticulo endoplasmatico enquanto que a COX-2,
principalmente no envoltério nuclear (MORITA et al.,, 1995). Suas estruturas
tridimensionais foram determinadas por difracdo de raios-X, sendo que ambas se
apresentam como homodimeros, com cada mondémero compreendido por trés

unidades dobradas entre si:

1) um dominio N-terminal ligado ao fator de crescimento epidermal
(EGF);

2) um dominio ligado a membrana alfa hélice, o qual ancora a proteina

em uma pequena dobra da membrana,;

3) um grande dominio catalitico globular C-terminal com sitio ativo da
enzima, o0s quais acomodam o substrato ou um inibidor e uma peroxidase que detém
o grupamento heme. O sitio ativo da COX é similar em ambas isoformas (LUONG et
al., 1996; SMITH, SONG, 2002), consistindo de um longo e estreito canal hidrofobico

gue se estende desde a ancoragem da membrana até o sitio catalitico (KURUMBAIL
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et al., 1996; PICOT et al., 1994).

O sitio de ligacdo do acido araquidonico esta localizado no meio
superior do canal, entre Arg-120 e Tyr-385. A aspirina, inibidor preferencial de COX-
1, realiza a acetilagdo da Ser-530 no meio do canal (LOLL et al., 1995). Embora
vasta semelhanca estrutural, o sitio ativo da COX-2 é cerca de 20% maior que a
COX-1, além de discretas diferencas no tamanho e na forma do seu sitio ativo,
decorrente de variagcdes na sequéncia de dois aminoacidos (GARAVITO et al.,
2002).

1.6 Prostanoides e Doenca de Chagas

As prostaglandinas sdo imunomoduladores potentes e contribuem para
a imunossupressao observada durante a infeccao por T. cruzi (PINGE-FILHO et al.,
1999). A descoberta de que tripanossomatidos produzem PGs indica que estes
mediadores desempenham alguma funcdo na patogenia da doenca de Chagas
(KUBATA et al.,, 2007). Somando-se a afirmativa anterior, o efeito supressor de
PGE, /| TGF-B sobre a sintese de citocinas pré-inflamatorias poderia criar um
microambiente favoravel para a multiplicacdo do parasito no interior de macréfagos
(FADOK, et al.,1998).

Varios grupos de pesquisa tem sugerido que o papel das
prostaglandinas estd em regular a resposta imunolégica do hospedeiro contra o
parasito, permeando a transicdo da fase aguda para a cronicidade (KRISTENSSON
et al., 2010; PINGE-FILHO et al., 1999; STERIN-BORDA et al., 1996). No transcorrer
da fase aguda foi demonstrado que PGE,; modula a viruléncia de algumas cepas de
T. cruzi. A cepa ndo letal, K98-2, provocou aumento dos niveis de PGE; circulante, o
gue nao foi verificado em cepas letais, RA (CELENTANO et al., 1995). Além disso,
foi demonstrado que a inibicdo da COX aumentou a mortalidade de camundongos
infectados com a cepa K98-2 de T. cruzi, mas a administracdo de PGE, nao

melhorou a sobrevivéncia em camundongos infectados com a cepa RA.

Oliveira et al. (2010) verificaram que PGE, liberada de mondcitos
polariza a resposta imune para o padrdo Thl, controlando a parasitemia, e que

também pode ser liberada a partir de macréfagos ativados e linfocitos T CD8". A
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liberacdo de PGE; também é importante na supressédo de TNF-a e linfoproliferagao
no hospedeiro, tanto humano quanto no modelo animal (BORGES et al., 1998; DE-
BARROS-MAZON et al., 2004; PINGE-FILHO et al., 1999), e a inibicdo da sua
sintese, reduz o nimero de ninhos de parasitos, infiltrado leucocitario e fibrose

miocérdica, durante a evolucdo chagasica aguda (ABDALLA et al., 2008).

No transcorrer da fase aguda da infeccao por T. cruzi, ocorre aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias e mediadores lipidicos, o que € essencial
para a sobrevida do hospedeiro durante a fase aguda da infeccdo (BORGES et al.,
2009; TATAKIHARA et al., 2008). O plasma de animais infectados, a partir do
décimo dia pés-infeccdo, apresentaram aumento nos niveis de PGFyq, PGl,, PGE; e
TXA, quando comparados com animais controles (TANOWITZ et al., 1990; PINGE-
FILHO et al., 1999; CARDONE, ANTUNEZ, 2004).

O prostanoide TXA:; liberado de T. cruzi parece auxiliar na sobrevida do
hospedeiro durante a fase aguda e na transi¢céo para a fase cronica (ASHTON et al.,
2007). A trombocitopenia frequente na fase aguda inibe a acéo tripanocida direta
das plaquetas, produtoras de TXA;, e assim, elucida um mecanismo de escape do
parasito (MOMI et al., 2000; TANOWITZ et al., 1990).

TXA, também apresenta propriedades imunossupressivas, constatada
em camundongos nocautes para o receptor de TXA; que apresentaram aumento de
infiltrado inflamatoério e da carga parasitaria no miocardio (ASHTON et al., 2007). Em
contraste com outros prostandides, somente 0s niveis de TXA, estdo elevados na
fase crbnica (CARDONI, ANTUNES, 2004). Nesta fase, TXA, promove dano tecidual
especialmente no miocardio, podendo aumentar a progressdo da cardiomiopatia
chagéasica levando a faléncia do oOrgao. Isto foi constatado experimentalmente
guando camundongos na fase crbnica da infeccdo e tratados com aspirina,
apresentaram melhora da funcdo cardiaca. Desta forma, a secrecdo de tromboxanos
parece controlar a iniciacdo de uma resposta imune adaptativa pelo hospedeiro e
promove um melhor controle na proliferacdo de parasitos (ASHTON et al., 2007;
KABASHIMA et al., 2003).

Prostanoides podem contribuir para o remodelamento do tecido
cardiaco e alteracfes funcionais do coracdo apos infecgcdo por T. cruzi. Assim, a

inibicdo da COX do hospedeiro tem um potencial terapéutico evidente (MOLINA-
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BERRIOS et al.,, 2013), no entanto varios estudos utilizando diferentes anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) para determinar o papel de prostandides no
controle da carga parasitaria e resisténcia a infec¢do por T. cruzi sdo discrepantes
(CELENTANO et al., 1995; FREIRE-DE-LIMA, 2000; PINGE-FILHO et al., 1999;
TATAKIHARA et al., 2008).

1.7 Infeccéo por Trypanosoma cruzi e AINES.

A funcdo de prostaglandinas como mediadores da regulacdo
imunoldgica foi proposta por PHIPPS et al. (1991), a partir disto 0 comportamento
especifico de diferentes prostandides e ciclooxigenases na patogenia e fisiologia da
resposta imunoldgica passou a ser alvo de maior investigacdo (HARRIS et al.,
2002).

A inibicdo de COXs com AINES reduz a febre que € causada por
processo inflamatério infeccioso através da inibicdo da geracdo de PGE; via COX-1.
PGE, € um importante mediador na ativacdo do centro regulador da temperatura
localizado no hipotalamo, sendo que altos niveis desta prostaglandina em estados
inflamatorios e infecciosos estéo relacionados ao aumento da temperatura corporal,
sem excluir as agdes mediadas por citocinas como TNF-q, IL-6 e IL-1 (FERREIRA et
al., 1971; RODRIGUES, 1992).

A definicdo das variantes isotipicas de COXs e sua contribuicdo no
processo fisiologico de controle da homeostase e no processo inflamatério
elencaram novos alvos terapéuticos e viabilizaram novas tematicas a serem
investigadas. A descoberta da COX-3 (BOTTING; AYOUB, 2005) e da COX-4
(SIMMONS; BOTTING, 2004), e as possiveis diferenciagfes entre COX-1la e COX-
1b, entre COX-2a, COX-2b e COX-2c, e ainda COX-3 com seus subtipos alfa e beta,
contribuiram para os avanc¢os no estudo da relacéo estrutura atividade de AINEs ja

utilizados na clinica, assim propiciaram a producédo de moléculas mais seletivas.

Em estudos prévios nossa equipe avaliou efeitos de diferentes AINES
sobre o curso da infeccdo experimental por T. cruzi (Cepa Y)(PINGE-FILHO et al.,
1999, HIDEKO TATAKIHARA et al., 2008). Utilizando camundongos BALB/c e

C57BL/6 (modelos de susceptibilidade e resisténcia a infeccdo para a Cepa Y,



30

respectivamente), mostramos que o bloqueio farmacoldgico da producdo de PGs
com os inibidores ndo seletivos para COX-1/COX-2 e seletivos para COX-2,
provocaram o aumento da parasitemia dos camundongos C57BL/6 e mortalidade de
100% no décimo segundo dia de infeccao. Em relacdo aos camundongos BALBI/c, o
tratamento com celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2) aumentou a parasitemia
enquanto que o tratamento com indometacina ou aspirina (inibidores nao seletivos
para COX) provocou uma tendéncia de reduc&o nos niveis de parasitemia, mas ndo

foi capaz de aumentar a sobrevida dos mesmos.

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

As curvas de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 e BALB/c
mostraram que o tratamento com indometacina provocou a morte de 100% dos
camundongos C57BL/6 precocemente (12° dia de infeccdo) (MALVEZI et al., 2004,
HIDEKO TATAKIHARA et al., 2008), mas nao foi capaz de modificar a taxa de
mortalidade dos camundongos BALB/c (100%, no 28° dia de infec¢do). O bloqueio
preferencial da COX-2 com celecoxibe aumentou a carga parasitaria
significativamente e provocou a morte dos camundongos C57BL/6, mas nao alterou
0 curso da infeccdo em camundongos BALB/c tratados (HIDEKO TATAKIHARA et
al., 2008).

A terapéutica disponivel atualmente para a amenizagdo dos sinais
clinicos da doenca de Chagas ainda ndo permite a cura apresentando inUmeros
efeitos colaterais, Vérias cepas de T. cruzi ndo respondem aos farmacos utilizados
atualmente, necessitando desta forma de novos agentes tripanocidas
(CERECETTO, GONZALEZ, 2002), de inibidores de internalizagcdo das formas

tripomastigotas metaciclicas ou moduladores da resposta imune contra o parasito.
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1.8 Papel do 6xido nitrico na doenca de Chagas.

O oxido nitrico (NO) tem sido objeto da investigacéo cientifica desde a
descoberta de seus efeitos bioldgicos (FURCHGOT, ZAWADSKI, 1980). Um grande
namero de células constituintes do sistema imune sintetiza e responde ao NO, tais
como: células dendriticas, células NK, mastécitos, mondcitos, microglia, macréfagos,
eosindfilos e neutrdéfilos, além de outras células relacionadas aos processos imunes,
como células endoteliais e epiteliais, condrécitos e células de Schwan (BOGDAN,
2001; COLEMAN, 2001).

A sintese de NO é realizada através da acdo de um conjunto de
enzimas, denominadas de 6xido nitrico sintase (NOS), que desaminam a L-arginina
para liberar o NO, com producdo de L-citrulina, na presenca de NADPH
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrogénio), ions calcio e &nion
superéxido (O%) (BLOODSWORT et al., 2000; MULLIGAN, HEVEL, MARLETTA,
1991).

As isoformas de NOS diferem quanto a sua regulacdo, duracdo da
producdo de NO e sua distribuicéo tecidual e celular (MACMICKING et al., 1997,
STUEHR, NATHAN, 1989). Sdo agrupadas em sintase do Oxido nitrico induzivel
(INOS), sintase do 6xido nitrico neuronal (nNOS) e sintase do 6xido nitrico endotelial
(eNOS), sendo as duas ultimas classificadas como constitutivas (cNOS), decorrente
da sua baixa sintese do 6xido nitrico no sistema nervoso central (SNC) e endotélio
vascular, respectivamente (BLOODSWORT et al,, 2000; MONCADA et al., 1991;
PALMER et al., 1998).

A expressdo da INOS é regulada por citocinas e determinada
primariamente pela sintese do RNAmM (CARPENTER et al., 2001; MACMICKING et
al., 1997; RODRIGUEZ-PASCUAL et al., 2000). Ja as cNOS estdo nas células como
proteinas pré-formadas e sua atividade é modulada pela liberacdo de Ca** ligado &
calmodulina em resposta a neurotransmissores ou aminas vasoativas (STUEHR,
1999). Ja a iINOS catalisa a conversao de arginina em citrulina, liberando NO, que
pode combinar com O? gerando peroxinitrito (ONOO’) que é altamente reativo. O
peroxinitrito além de seu potencial no processo de lipoperoxidacdo € molécula chave

do processo microbicida de varias infecgdes microbianas (DE GROOTE, FANG,
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1984).

Muitos sdo os fatores de transcricAo operantes no aumento da
expressao de iNOS, tais como NFkB, AP-1, STAT1a, IRF-1 e NF-IL-6 (GANSTER et
al., 2001; MACMICKING et al., 1997). A expresséo de iINOS parece estar associada
a um mecanismo de retroalimentacdo de acordo com a quantidade de NO
sintetizado (CONELLY et al., 2001; UMANSKY et al., 1998). Além disso, iNOS pode
ter sua degradacdo aumentada por via proteassomal, assim como cNOS, por
mecanismo supressor dependente de TGF-3, comprovando sua modulagéo frente a
citocinas especificas (MACMICKING et al.,, 1997; FELLEY-BOSCO et al., 2000;
MUSIAL, EISSA, 2001; NOGUSHY et al., 2000).

Concentrac0Oes fisiopatolégicas de NO produzido durante a fase inicial
da infeccdo aguda por T. cruzi podem participar da morte dos parasitos nos
macrofagos através de mecanismos NO-dependentes (VESPA et al.,, 1994). E
assim, a modulacdo farmacoldgica da resposta imune contra T. cruzi através do
controle dos niveis de NO tem sido aceito como alvo terapéutico (MAYA et al.,
2007). Além disso, o emprego de indutores da INOS, de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, aumentaram a producdo de NO por cardiomidcitos e o controle do
crescimento parasitario, demonstrando que o NO exerce atividade tripanocida no
tecido cardiaco de camundongos infectados por T. cruzi (MACHADO et al., 2000).

Dados obtidos por nosso grupo de pesquisa mostraram que a anemia
gue se desenvolve em camundongos C57BL/6 infectados por T. cruzi (cepa Y) &
independente de NO, sendo a supressdo da medula 0ssea atribuida a acdo de
citocinas como TNF-a e IFN-y (MALVEZI et al., 2004). Além disso, foi demonstrado
que o uso de inibidores de prostaglandinas ou o bloqueio de TNF-a provocaram
aumento de reticulécitos no mesmo isotipo de camundongo e que esse aumento
ocorre no momento de maior supresséo (14° dia pos-infec¢do) e que o mesmo foi
revertido pelo bloqueio da producdo de NO com aminoguanidina, bloqueador de
INOS (MALVEZI et al., 2004; HIDEKO TATAKIHARA et al., 2008).

A principal atividade tripanocida exercida por macrofagos peritoneais
de camundongos BALB/c é exercida por aumento da producdo de Oxido nitrico nas
células tratadas com inibidores de COXs (MALVEZI et al., 2014). No entanto,

macréfagos de camundongos C57BL/6 tiveram aumento na producdo de NO apenas
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guando tratados com inibidor preferencial de COX-2, o que demonstra a importancia
do padrdo de resposta imunolégica Th-1 no controle da patologia (HIDEKO
TATAKIHARA et al., 2008).

Além disso, o composto ruténio doador de NO em doses especificas
conseguiu eliminar ninhos de amastigotas no tecido cardiaco de camundongos,
através da liberacdo seletiva de Oxido nitrico, garantindo a sobrevivéncia dos

animais infectados e provendo nova possibilidade terapéutica (SILVA et al., 2009).
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2 HIPOTESE DE INVESTIGACAO

O entendimento sobre o processo de invasao e ativacdo de fagdcitos
mononucleares por T. cruzi ja galgou inimeros passos no estabelecimento de
mecanismos de internalizacdo e modulacdo da resposta imune inata. Em modelos
murinos a atividade de prostaglandinas, leucotrienos e AMPc tem sido bem
caracterizada, embora véarias perguntas ainda necessitem de respostas. Macréfagos
murinos peritoneais estimulados com LPS in vitro e tratados com indutores de AMPc
inibiram a expressao de IL-12p40 de forma independente da inducédo da sintese de
IL-10 (FENG et al.,, 2002). Além disso, o emprego de inibidores de AMPc
aumentaram a atividade de IL-12, sem promover alteragdes significativas para TNF-
a, presumivelmente devido a sintese de novo da proteina, possivelmente devido
sintese de IL-10 (PROCOPIO et al., 1999). Mesmo no modelo murino, ja bem
caracterizado, a imunomodulacdo do hospedeiro infectado por T. cruzi e outros
estimulos microbianos através da via do AMPc e prostanéides necessita de maiores
investigacdes visando espaco para novas alternativas para o controle da infeccao

por T. cruzi.

2.1 Objetivo Geral

Desta forma, € do nosso interesse avaliar os efeitos combinados de
inibicAo da producdo de prostanoides e AMPc sobre a infeccdo de mondcitos

humanos pelo protozoério T. cruzi (Cepa Y).

2.2 Objetivos Especificos

1. Compreender os efeitos da inibicdo de AMPc e de ciclooxigenases (COX 1 e
2) sobre a produgéo de NO, IL-10 e IL-12 por mondcitos humanos infectados

por T. cruzi (Cepa Y).

2. Testar a hipétese de que o c-AMP é um modulador da ativacao e invasao de
fagdcitos mononucleares humanos por T. cruzi e esta sujeito as acdes de

mediadores lipidicos e do éxido nitrico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Etica e biosseguranca

Os protocolos para a manutencédo da cepa Y de T. cruzi e a obtencao
de sangue periférico dos voluntarios foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UEL — processo n° 5492.2012.22) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP/UEL — processo n° 5491/2012) da

Universidade Estadual de Londrina.

3.2 Obtencdo de mondcitos humanos

Os mondcitos humanos foram obtidos a partir da cultura in vitro de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de doadores voluntarios
saudaveis. O sangue coletado (aproximadamente 100mL) foi diluido Y2 em salina
estéril ou tampéo fosfato (PBS). Cada 37 mL de sangue foi lentamente adicionado
sobre 12 mL de Meio de Separacdo de Linfécitos (densidade 1,077 g/mL Lonza,
Walkersville, MD USA), em tubos conicos estéries de 50mL. Apos centrifugacgéo (750
g por 20 minutos, a temperatura ambiente) o anel de leucdcitos formado na interfase
do tampdo com o Ficoll foi recuperado e submetido a trés lavagens por
centrifugagdo com PBS suplementado com EDTA e BSA (900 g por 10 minutos a
4°C). Na segunda lavagem ao “pellet” foi adicionado 5mL de solucdo de cloreto de
amonio a 5% (NH4Cl) e mantido no gelo por 5 minutos. Os “pellets” obtidos foram
ressuspendidos em 5 mL de meio RPMI suplementado com L-glutamina 1%,
penicilina-estreptomicina 1%, HEPES 20 mM, soro bovino fetal (SBF 10%, Gibco,
BRL) seguido da contagem de células em camara de Neubauer As células obtidas
foram semeadas (1x10°%/ml/poco) em meio RPMI com 10% de SBF nas placas de
cultura. A selecdo de mondcitos humanos foi realizada mediante aderéncia por 24
horas em estufa de CO, a 5% e 37°C, sendo as células ndo aderentes retiradas

através da lavagem com PBS morno antes da execucédo dos tratamentos e infeccao.

3.3 Viabilidade celular e analise fenotipica
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A viabilidade dos mondcitos humanos frente a diferentes tratamentos
com ASA durante periodo de 24 horas foi realizada através da reducdo do MTT
(Sigma-Aldrich®). 8x10° PBMCs foram semeadas em placa de 24 pocos, com
incubacdo de 24 horas para adesao na placa. Em seguida tratados com &cido
acetilsalicilico (ASA) nas concentracdes de 10 a 0,1mM e incubados por 24 horas
em estufa de CO, a 5% e 37°C. Lavados 2x com PBS morno seguido da adi¢cdo de
2,5mg/mL de solucdo de MTT e incubados por 2 horas. Ao término da incubacéo
com o MTT, o meio foi substituido por 300uL de DMSO, agitado por 30 minutos, e

transferido para placa de 96 pocos para leitura em leitor de microplaca a 510nm.

O enriguecimento de mondcitos humanos foi realizado com a
fenotipagem utilizando anticorpos especificos anti-CD14 por citometria de fluxo
(ACCURI ®).

3.4Tratamento de mondcitos humanos com acido acetil salicilico (ASA) e
inibidor de adenilado ciclase (SQ 22536)

Os mondcitos humanos aderidos em microplaca foram tratados com
acido acetilsalicilico (ASA) 1,25, 0,625 e 0,312mM e incubados por 1 hora em estufa
de CO, a 5% e 37°C. Entdo as células foram lavadas 2x com PBS morno e tratadas
com inibidor de adenilato ciclase (SQ 22,536 20uM) por 30 minutos. Novamente as
células foram lavadas 2x com PBS morno e infectadas com 1 x 10° de formas
tripomastigotas de cultura de T. cruzi (cepa Y) por 24 horas. Os mondcitos forma
lavados 2x com PBS morno ao término do periodo de infeccdo e incubados com
meio RPMI suplementado para mondcitos por 24 horas em estufa de CO,. O
sobrenadante de cultura foi armazenado a -80°C até a realizacdo das dosagens de

oxido nitrico e citocinas.
3.5 Obtencéao de formas tripomastigotas de cultura (TMC) do T. cruzi (cepa)

Foi utilizado Trypanosoma cruzi (cepa Y) gentilmente cedido pelo Dr.
Paulo Araltjo do Departamento de Imunologia da Universidade Estadual de
Campinas. A cepa Y mantida em camundongos Swiss foi transferida do sangue
coletado dos mesmos para garrafas de cultura de 25 cm? contendo uma
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monocamada de células LLC-MK; (monkey kidney fibroblast cell line) mantidas em
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, St Louis, USA) suplementado com L-glutamina,
L-arginina, piruvato de sodio, penicilina/estreptomicina, gentamicina, tylosin,

vitaminas, aminoacidos ndo essenciais e 5% de SBF.

As culturas mantidas 2 horas a 37°C em 5% de CO, seguido da
lavagem com PBS morno por quatro vezes para retirada do sangue e a seguir
adicionou-se 5 mL de meio RPMI suplementado. As culturas infectadas foram

mantidas a 37°C em 5% de CO, com troca do meio de cultura a cada 48 horas.

Para utilizagdo das formas TMC o meio de cultura de células LLC-MK;
foi transferido para tubos conicos de 15 mL e centrifugados a 450 g por 10 minutos
para retirada dos restos celulares. A seguir o sobrenadante foi transferido para outro
tubo estéril de 15 mL e centrifugado 30 minutos a 2.000 g e temperatura ambiente.
O sedimento foi ressuspendido com 2 mL de meio RPMI suplementado seguido de
contagem das formas vidveis em camara de Neubauer. Os parasitos obtidos foram
utilizados em diferentes ensaios bioldgicos.

3.6 Ensaio de internalizacdo de TMC

indice de internalizacdo. 1x10° PBMC obtidos de separacdo por
gradiente de densidade através do Meio de Separacdo de Linfocitos (densidade
1,077 g/mL Lonza, Walkersville, MD USA) foram semeados em placa de cultura de
24 pocos contendo laminulas redondas. As culturas em triplicatas foram mantidas
por 24 h a 37°C em CO, para adesao das células. Em seguida as culturas foram
lavadas exaustivamente com PBS morno para remoc¢ao das células ndo aderentes.
Logo em seguida, as culturas foram tratadas com ASA e mantidas por 1 hora a 37°C
em atmosfera rica em CO,. A seguir, as culturas eram lavadas por 3 vezes com PBS
morno e incubadas na presenca de 1x10° formas tripomastigotas de cultura celular
de T. cruzi (cepa Y, razéo 5:1). 24 horas depois, as culturas de mondcitos humanos
foram submetidas ao processo de lavagem com PBS morno (3x). Os experimentos
com inibidor de adenilato ciclase (SQ) seguiu tratamento por 30 minutos apés 0s
com ASA. Depois das lavagens, as laminulas eram cuidadosamente removidas,
colocadas para secar. Apés a secagem, as laminulas foram coradas pelo método de

Bouin/Giemsa, montadas com Permount (Fisher Scientific) e analisadas por
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microscopia Optica (microcopio Olympus, aumento final de 1000x). O indice de
internalizacao foi calculado com base na contagem de 200 células/laminula segundo
a formula: (nUmero de células infectadas/namero total de céulas)x(nimero total de T.

cruzi/nimero de células infectadas.

3.7 Dosagem de IL-10 e IL-12p70

Os niveis de IL-10 e IL12p70 no sobrenadante de cultura de mondcitos
humanos submetidos a diferentes tratamentos foram quantificados por ELISA,
utilizando o kit Elisa-Ready-SET-Go! (Bioscience, San Diego, CA) de acordo com
protocolo fornecido pelo fabricante. As absorbancias foram lidas em leitor de
microplaca (Synergiy HT, Biotek) no comprimento de onda de 450nm.

3.8 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A concentracdo de nitrito, indicador indireto da producdo de NO, nos
sobrenadantes de cultura de mondcitos humanos foi determinada pelo método de
Griess (STUERHR, NATHAN, 1989). O reagente de Griess (0,1% N-1 Natftil-
etilenediamina e 1% de sulfanilamida em 5% de H3PO,) foi adicionado as amostras
na proporcao de 1:1 (v/v) em placa de 96 pogos. Apos 5 minutos a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida em leitor de microplaca (Synergiy HT, Biotek) a
550nm e os resultados expressos em micromolar de acordo com uma curva padréo
de NaNO; (100-OuM) montada a cada leitura.

3.9 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa GraphPad (San Diego, CA). Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo. Andlise de variancia ANOVA seguida do teste de comparacbes

multiplas de Bonfferoni, considerando p < 0,05.
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Abstract
Cell invasion by Trypanosoma cruzi and its intracellular replication are
essential for progression of the parasite life cycle and development of Chagas
disease. In this study, we explored the role of cyclooxygenase (COX) inhibitor,
aspirin, in T. cruzi pathogenesis. Aspirin is a non-selective agent that irreversibly
inhibits both COX isozymes, COX-1 and COX-2 (though weakly selective for COX-2).
We demonstrate the inhibition of T. cruzi infection in human monocytes using aspirin.
The treatment of monocytes with SQ 22536, an adenylate-cyclase inhibitor, restored
the invasiveness of T. cruzi. This reestablishment was associated with a decrease in
nitric oxide and prostaglandin E, production, and an increase of interleukin-10 and
interleukin-12 by cells pre-treated with aspirin. Altogether, these results support the
idea that the cyclooxygenase pathway plays a fundamental role in the process of
parasite invasion, and suggest that aspirin activity depends on cAMP elevation in T.

cruzi-infected human monocytes.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Aspirin; Cell invasion; SQ 22536; Cytokines; Nitric

oxide
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1. Introduction

Trypanosoma cruzi is an intracellular parasite that causes Chagas disease,
characterized by an inflammatory progressive reaction. In humans, the disease
exhibits an acute phase followed by a chronic, lifelong phase. Approximately 30% to
40% patients progress to the symptomatic form and develop heart disease [1]. An

estimated 14,000 people worldwide die from the disease each year [2].

During the acute phase, a robust immune response is mounted by the host,
which leads to the control of parasitemia. Although the exact mechanism of parasite
control has not yet been clarified in humans [3], it is believed that it relies greatly on
the function of innate immune cells such as natural killer (NK) cells, neutrophils, and
macrophages [4]. T. cruzi parasites induce monocytes and macrophages to produce
endogenous mediators including cytokines, nitric oxide (NO), and prostaglandin (PG)

E, (PGE,) [5-7].

PGE; is produced by conversion of arachidonic acid (AA) to PGH,, catalyzed
by either PG endoperoxide H synthase-1 or -2, commonly known as cyclooxygenase-
1 (COX-1) and -2 (COX-2), respectively [8, 9]. The relevance of these enzymes is not
well understood in parasitic disease, although the role of eicosanoids in the

pathogenesis of Chagas disease has emerged [10-13].

Aspirin (weakly more selective for COX-1 than COX-2), celecoxib (COX-2-
specific inhibitor), and indomethacin (nonselective inhibitor of COX-1 and COX-2)
have been found to increase mortality and parasitemia (parasite load in peripheral
blood and cardiac tissue), regardless of the mouse model or T. cruzi strain used [14,
15]. Moreover, evidence suggests that administration of nonsteroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs) may enhance mortality in mice infected with non-lethal
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T. cruzi strain [16]. Effective parasite control probably requires the participation of
both, innate and adaptive immune cells that secrete pro-inflammatory cytokines (e.g.,
interleukin [IL]-12 or interferon [IFN]-y). Additionally, parasite control also requires
naive T cells for the generation of parasite-specific CD4+ and CD8+ effector T cells,
which produce Thl cytokines such as IFN-y and, in lesser quantities, Th2 cytokines
such as IL-4 and IL-10 [7, 17]. This process involves microbicidal effects derived from
toxic free radicals (peroxynitrite and superoxide) generated after NO production, as
well as regulation/enhancement of the inflammatory response induced during T. cruzi
infection, a dual role of the immune system that is usually observed with generation

of NO [18].

Inhibition of COX-1 and COX-2 reciprocally regulates NO release from M1 and
M2 macrophages, which may correlate with resistance to infection [15]. More
recently, we showed that aspirin (ASA) inhibits the entry of T. cruzi into murine
macrophages [11] and cardiac cells [12]. Additionally, the protective effect of ASA is
probably mediated by the synthesis of 15-epi-Lipoxin A4 [11, 19].

Adenosine-3',5'-cyclic monophosphate (CAMP) is a quintessential member of
the family of second messenger molecules and is a multipronged controller of
macrophage function and a down-regulator of host antimicrobial defense functions
[20, 21].

The immunomodulatory effects of PGE; are largely derived from the ability to
increase intracellular cAMP levels via stimulatory guanine nucleotide binding protein-
coupled prostaglandin E; receptor (EP, and EP,4) [22]. In phagocytes, the effects of
PGE; are usually anti-inflammatory since PGE; has been demonstrated to inhibit the
production of pro-inflammatory molecules and increase the secretion of anti-

inflammatory cytokines, such as IL-10 [23]. However, PGE, also exhibits
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immunostimulatory properties due to binding to EP3, which results in decreased
CAMP levels [24].

Given the increasing interest in the role of eicosanoids in T. cruzi infection, we
decided to investigate the combined effect of aspirin and SQ 22536, an adenylate-

cyclase inhibitor (Fig.1), on the entry of T. cruzi in human monocytes.

2. Material and Methods

2.1 Reagents

Dimethyl sulfoxide (DMSO), aspirin (ASA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenytetrazolium bromide (MTT), and an adenylate-cyclase inhibitor, 9-(tetrahydro-
2-furanyl)-9H-purin-6-amine (SQ 22536) were purchased from Sigma-Aldrich, Co.
Penicillin, streptomycin sulfate, gentamicin, RPMI 1640 medium, and fetal bovine

serum (FBS) were purchased from Gibco Co
2.2 Parasites

Trypomastigotes of the T. cruzi Y strain were obtained from the supernatant of
T. cruzi-infected Rhesus Monkey Kidney Epithelial Cells (LLC-MK2) culture cells
(ATCC CCL-7; American Type Culture Collection, Rockville, MD) grown in RPMI
1640 medium containing 10% inactivated fetal bovine serum (FBS), 40 pg mi*
gentamicin, 100 units penicillin ml™, 100 ug ml™* streptomycin. Subconfluent cultures
of LLC-MK2 were infected with 5 x 10° trypomastigotes. Free parasites were
removed after 24 h and cultures were maintained in 10% FBS-RPMI 1640. Five days
following infection, free trypomastigote forms could be found in the cell supernatants.
2.3 Monocyte isolation

Primary human monocytes were isolated from peripheral blood of healthy

adult volunteers who were seronegative for Chagas disease. Ethical clearance for
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the blood collection was obtained from the Ethical Committee in Research Involving
Human Subjects of State University of Londrina (Process number: 5491/2012,
CONEP number: 5231). Monocytes were isolated using lymphocyte separation
medium (density 1.077 g/ml, Lonza, Walkersville, MD USA) gradient centrifugation at
750 xg for 20 min. Human monocytes were selected from mononuclear cells via
adherence. The purity of the monocyte preparations used in this study was > 75%
(Fig. 2) as assessed by morphology on Giemsa-stained preparations and by flow
cytometry using monocyte-specific monoclonal antibody anti-CD14 (Alexa Fluor 488,
Becton Dickinson, Biosciences, CA, USA.

2.4. Treatments and infection

Cells (1 x 10%ml) were incubated in RPMI 1640 (Gibco, BRL) medium
supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco, BRL), 2 mM L-
glutamine and antibiotics (penicillin [100 U/ml] and streptomycin [100 pg/ ml])

incubator overnight at 37°C and 5% CO..

The non-adherent cells were then discarded and the remaining adherent cells
were washed extensively with warm phosphate-buffered saline (PBS) before the
interaction assays. In addition, 2.0 x 10° monocytes were cultured on 48-well dishes.
One set of plates was used to quantify CAMP, PGE;, IL-10, IL-12 and the other set

for NO detection.

Before T. cruzi infection, monocytes were incubated for 1 h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere in the presence of different concentrations ASA (0.1, 0.312, 0.625,
1.0, 1.25 and 10 mM) as previously described [11]. After incubation, the medium
containing ASA was removed and cells were allowed to interact with trypomastigote

forms added in a ratio of 5 parasites per cell. The interaction was allowed to proceed
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for 24 h, at 37°C under 5% CO, atmosphere. Other treatments included incubation of
ASA (1.25 mM) for 1 h prior to addition of SQ 22536 (20 to 100 uM) for 30 min at

37°C [25].

2.5 Invasion assay and determination of internalization index.

After treatment, the monocytes were washed three times, fixed with Bouin’s
fixative, stained with Giemsa (Merck), and observed with a light microscope at 1000x
magnification. The quantification of intracellular amastigotes was carried out using

light microscopy; a total 200 cells were randomly counted.

The internalization index was calculated by multiplying the percentage of
infected cells by the mean number of parasites per infected cell [26]. All
internalization indices were normalized. Experiments were performed in triplicate and
four independent experiments were completed. All experiments included untreated,

infected monocytes as controls.

2.6 Viability of cells

The viability of the cells obtained from the cultures before and after incubation
experiments was determined using MTT (Sigma-Aldrich) assay, showing the
mitochondrial activity of living cells. Cells were incubated with MTT (final
concentration 0.5 mg/ml, 0.1%) at 37°C for 4 h. The supernatant was aspirated and
DMSO was added. Insoluble crystals were dissolved by mixing and the plates were
read using a BioRad multiplate reader (Hercules, CA), at a test wavelength of
570 nm and a reference wavelength of 630 nm. The cell viability percentage was
calculated using the formula: % cell viability = (mean absorbency in test wells)/mean

absorbency in control wells) x 100.
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2.7 Enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) for cAMP, PGE, IL-10 and IL-12

Monocytes that were either uninfected or infected with T. cruzi in 96-well
plates and were untreated, treated with ASA, or treated with ASA and SQ 22536,
were incubated at 37°C for 24 h. cAMP concentration in the supernatant was
assessed by competitive ELISA (Cayman, Chemical, USA), according to the
manufacturer protocol. The assay permits cAMP measurement within the standard
curve range of 0.09 to 200 pmol/ml and sensitivity (80% bound/maximum bound
[B/BQ]) of approximately 0.6 pmol/ml. PGE; levels were determined by Competitive
Enzyme Immunoassay (EIA) according to the manufacturer protocol (Cayman,
Chemical, USA). The level of sensitivity of PGE, assay was 10 pg/ml.

Levels of human IL-10 and IL-12 in 100 ul medium were measured by
commercial ELISA kits (Ready-SET-Go! eBioscience, San Diego, CA), according to
the manufacturer instructions. The levels of sensitivity for the IL-10 and IL-12 assays

were 2 and 4 pg/ml, respectively.

2.8 Nitrite measurements

Production of NO was determined by measuring the level of accumulated
nitrite, a metabolite of NO, in the culture supernatant using Griess reagent (Sigma-
Aldrich). After 24h treatment with ASA (1.25 mM), SQ 22536 (20 uM), or both, the
culture supernatant was collected and mixed with an equal volume of Griess reagent
in 96-well culture plates, and incubated at room temperature for 10 min. The
absorbance was measured at 540 nm and nitrite concentrations were calculated

using a standard curve for sodium nitrite.

2.9 Statistical analysis
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Statistical analysis was performed using analysis of variance (ANOVA)
followed by a Bonferroni’'s multiple comparison test. Data are expressed as mean *
standard error of the mean. The results were considered significant when P < 0.05.
Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 5.0 software

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

3. Results

3.1 Aspirin decreases T. cruzi human monocyte infection

We first determined whether COX-derived mediators are involved in T. cruzi
internalization into human monocytes. As shown in Figure 3A, ASA markedly
inhibited the internalization of trypomastigote by monocytes, at all ASA
concentrations tested. Thus, PGE, synthesis inhibition using ASA could improve
human monocytes response against T. cruzi infection. ASA cytotoxicity for
monocytes was evaluated by MTT assay. The final concentration of DMSO in all
incubations was constantly 0.2% and did not affect cell viability. ASA (Fig. 3B) did not
induce cell death and confirmed previous reports, where no cytotoxicity was noted

with low concentrations of aspirin [11, 12, 27].

3.2 SQ 22536 restores ASA effects on T. cruzi entry into human monocytes

Since PGE2 stimulates adenylate cyclase (AC) and subsequently cAMP
formation in macrophages [28], agents inhibiting cAMP in fibroblasts infected with T.
cruzi caused a marked reduction in level of infection [29]. We further examined the
effect of adenylate-cyclase inhibition by SQ 22536 on the entry of T. cruzi into human
monocytes.

First, to further support the hypothesis that cAMP is the second messenger
involved in ASA inhibition of the COX pathway, we used a specific AC inhibitor to

block the generation of cAMP-evoked by PGE;, induced by the parasite. As shown in
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Fig. 4 and Fig. 5, an elevation in cAMP and PGE; levels was detected in monocytes
after exposure to the infective T. cruzi trypomastigote, respectively (P < 0.05). The
pretreatment of cells with SQ 22536 (AC inhibitor) reduced the production of both,
cAMPc and PGE; (Fig.4 and Fig.5). The pretreatment of cells with ASA associated
with SQ 22536 also reduced the production of cAMP (Fig. 4, P < 0.01) and PGE;
(Fig. 5, P <0.01) compared with controls.

As shown in Figure 6A, the treatment of monocytes with SQ 22536 reduced T.
cruzi entry into human monocytes (P < 0.05). SQ 22536 prevented the inhibitory
effect of ASA (Fig. 6B) on T. cruzi infection. Neither SQ 22536 alone (Fig.6C), nor the
combination with SQ 22536 showed cytotoxicity against uninfected monocytes (data

not shown).

3.3 SQ 22536 modulates IL-10, IL-12 and NO production by human monocytes

infected with T. cruzi

The internalization of T. cruzi into human monocytes stimulated the release of
IL-10 (Fig.7A, P < 0.05), IL-12 (Fig.7B, P < 0.05) and NO (Fig.8, P < 0.05). ASA
decreased IL-10 (Fig.7A, P < 0.05) and increased IL-12 (Fig.7B, P < 0.05) levels
compared with controls and had no significant effect on NO synthesis by monocytes
(Fig.8). SQ 22536 together with ASA preferentially increased the production of IL-10
(Fig.7A, P < 0.05) and IL-12 (Fig.7B, P < 0.05), whereas there was a decrease in NO

production by T. cruzi-infected human monocytes (Fig.8, P > 0.05).

4. Discussion

Recent evidence suggests that NSAIDs modulates innate inflammatory
response and inhibit the entry of T. cruzi into macrophages [11, 27] and cardiac cells

[12] thereby controlling Chagas disease progression [10, 19, 30]. Together with NO
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and TNF-a, PGE, participates in a complex circuit that controls lymphoproliferative
and cytokine responses in T. cruzi infection [6, 31]. However, the involvement of
COX-mediated PG production in the entry of T. cruzi into human monocytes is largely
unexplored. Our data clearly show that the treatment of monocytes with aspirin
significantly inhibits internalization of trypomastigotes forms of T. cruzi. These results
strongly support the idea that the COX pathway plays a fundamental role in the
process of parasite invasion [11, 12, 27]. In fact, PGE, production increases
significantly in T. cruzi-infected murine macrophages compared to that in uninfected
macrophages [6] and improves the activity of nifurtimox and benznidazole on infected

RAW 264.7 cells in a synergistic manner [27].

Interestingly, invasion by T. cruzi may trigger the release of CAMP in host cells
[29, 32]. Here, we observed elevated cCAMP in human monocytes after exposure to
trypomastigotes. The ¢ AMP released may be functionally active as it may enhance
Ca*?-dependent lysosome exocytosis and cell invasion by the parasite [29]. Although
not tested explicitly, we speculate that PGE; inhibition by ASA leads to a reduction in
intracellular cAMP, accounting for the anti-T.cruzi activities of NSAIDs observed in
the present study [11, 12]. Our results suggest that aspirin activity depends on cAMP
elevation in T. cruzi-infected monocytes. This was demonstrated by the reversal of

ASA-induced inhibition of T. cruzi entry into human monocytes by SQ 22536.

Leukocytes respond to microbial invasion by a balanced release of pro- and
anti-inflammatory mediators. An elevated cAMP level suppresses the production of
pro-inflammatory cytokines such as TNF-a [33], IL-12 [34] and molecules with
trypanocidal activity, as NO [35]. We investigated whether cAMP could alter the
production of IL-12, IL-10, and NO by monocytes infected with T. cruzi. This pro-

inflammatory response (i.e., cytokines and NO production) were induced during
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acute infection with T. cruzi in mice, playing an obligatory role in parasite clearance

and host survival [17, 36, 37].

We found that SQ 22536 increased the production of IL-12 and decreased NO
production by T. cruzi-infected human monocytes. Hence, the net effect of cAMP
elevation or decrease in the course of T. cruzi infection is very complex (Fig. 9). For
example, an agent causing CAMP decrease, SQ 22536, increased the production of
IL-10 and IL-12 by human monocytes that were previously treated with ASA (Fig. 7)

and increased the internalization of trypomastigote forms of T. cruzi.

Previously was demonstrated that cAMP regulates lysosomal exocytosis
triggered by Ca* and the parasite/host cell interaction known to involve Ca?+-
dependent lysosomal fusion [29]. We found that trypomastigotes showed the
capacity to elevate host cell cAMP. Additionally, the residual invasion capacity of
these parasites was restored to near-normal levels by treating host cells with ASA
and SQ 22536, which decreases PGE, and cAMP production. These results indicate
that T. cruzi triggers at least two dependent signaling pathways that facilitate
lysosomal recruitment and fusion, a process required for successful invasion of
monocytes by parasites. The finding that PGE, and cAMP levels have a more
marked influence on the invasion of trypomastigotes suggests that the COX pathway
modulates the invasion process depending on Ca®** from intracellular stores.
Although cAMP can affect a number of different cellular mechanisms, it is noteworthy
that elevation in CAMP levels induces dispersion of lysosomes from the perinuclear
area to the cell periphery, the site of T. cruzi invasion [38]. It is thus conceivable that
when the number of lysosomes in the proximity of the plasma membrane is
increased, Ca** influx through plasma membrane channels may provide a sufficient

stimulus for lysosome exocytosis, allowing parasite entry [29]. In fact, PGE,
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accumulates cAMP via the prostanoid EP, receptor, which stimulates cAMP-
regulated exocytosis [39, 40]. Moreover, cAMP accumulation enhances Ca**-

regulated exocytosis in antral mucous cells [41].

The results of this study provide evidence to show that alterations in PGE; and
CAMP levels can profoundly influence the immune functions of human monocytes

and alter the course of T. cruzi infection.
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SQ 22536: 9-(tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine
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Figure 1. SQ 22536, 9-(tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine, [COH11N50]. SQ
22536 is a cell-permeable adenylyl cyclase inhibitor.

Figure 2. Cultures of human cells enriched for CD14" monocytes. A representative
density plot analysis for human cells culture. Cultures with >75% of CD14" cells were
considered enriched for monocytes. (A) Gate strategy excluding debris from the
analysis. (B) Isotype control was used to obtain the percentage of (C) monocytes (a-
CD14 mAb) present in the culture.

Figure 3. Aspirin impairs T. cruzi entry into human monocytes. (A) Relationships
between aspirin (ASA) dose and the internalization indexes of parasite. Monocytes
were treated for 1h with increasing concentrations of ASA. After treatment,
monocytes interacted with 5:1 trypomastigotes for 24h, were washed, fixed with
Bouin’s fixative and stained with Giemsa. Quantification was carried out under a light
microscope where the number of intracellular parasites was counted in 200 cells. (B)
MTT assay to measure cell viability in monocytes after treatment with ASA. H,0;
(1000 uM) was used as positive control. Values are the mean + standard error of four
experiments. ***P < 0.001 versus control (none) using one way-ANOVA and
Bonferroni post hoc test. None = only cells with medium untreated.

Figure 4. Trypanosoma cruzi stimulated cAMP production in human monocytes.
Intracellular cAMP levels were measured in cells after treatment with ASA alone, SQ
22536 alone or ASA and SQ 22536. Monocytes uninfected and infected were
included incubation of ASA (1.25 mM) for 1 h prior to addition of SQ 22536 (20 uM)
for 30 minutes at 37°C and the supernatant was collected after 24 h and assayed for
CAMP. *P < 0.05 versus control (none), * P < 0.01 versus Tc (T. cruzi-infected
monocytes) using one way-ANOVA and Bonferroni post hoc test. Aspirin = ASA,

None = only cells with medium untreated.

Figure 5. Adenylate-cyclase activity regulates PGE; production by human monocytes
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infected with T. cruzi. PGE; levels were measured in cells after treatment with ASA,
SQ 22536, ASA and SQ 22536. Monocytes uninfected and infected were cultured
with ASA (1.25 mM) for 1 h prior to addition of SQ 22536 (20 uM) for 30 minutes at
37°C and the supernatant was collected after 24 h and assayed for PGE,. *P < 0.05
versus control (medium), ** P < 0.01 versus infected cells cultured in medium alone.
Aspirin = ASA.

Figure 6. Adenylate-cyclase activity regulates cell invasion by T. cruzi. (A) Inhibition
of adenylate-cyclase decreases T. cruzi infection and (B) reduces aspirin effects
restoring T. cruzi infection into human monocytes. Internalization indexes of the
interaction process between monocytes treated for 1h with increasing concentrations
of ASA. After treatment with ASA, monocytes were washed and treated with SQ
22536 (20 uM) for 30 minutes. Next, the cells were washed and incubated with 5:1
trypomastigotes for 24 h. After, were washed and fixed with Bouin’s fixative, stained
with Giemsa for quantification of a number of intracellular parasites. Results are the
mean + standard error of triplicate determinations and are representative of three
independent experiments. ***P < 0.01 versus control (none), #P < 0.05 versus
infected cells cultured in medium alone. ****P < 0.001, for a comparison with infected

cells cultured in medium alone. Aspirin = ASA.

Figure 7. SQ 22536 modulates IL-10 and IL-12 production by human monocytes
infected with T. cruzi. Monocytes were treated for 1h with ASA (1.25 mM). After,
cells were washed and treated with SQ 22536 (20 uM) for 30 minutes. Next, the cells
were washed and incubated with 5:1 trypomastigotes for 24 h. IL-10 (A) and IL-12 (B)
levels in the supernatant were measured by a specific enzyme-linked immunosorbent
assay. Results are the mean + standard error. *P < 0.05 versus control (none), **P <
0.05 versus infected and untreated cells. *P < 0.05 versus infected cells treated with
ASA alone. Aspirin = ASA.

Figure 8. SQ 22536 modulates nitric oxide (NO) synthesis by human monocytes
infected with T. cruzi. Monocytes were treated for 1h with ASA (1.25mM). After



64

treatment, monocytes were washed and treated with SQ 22536 (20 uM) for 30
minutes. After, the cells were washed and incubated with 5:1 trypomastigotes for
24h. Nitrite levels in the supernatant were measured by Griess reaction. Results are
the mean + standard error of duplicate determinations. *P < 0.05 versus control
(none), **P < 0.05 versus infected and untreated cells. *P < 0.05 versus infected cells
treated with ASA alone. Aspirin = ASA.

Figure 9. Aspirin and cAMP actions in monocytes, model for the T. cruzi cell invasion
mechanism. (1) Infective trypomastigotes triggers release of Ca®" from host cell
intracellular stores. Signaling events that include intracellular free calcium transients
mobilize lysosomes to the trypomastigote attachment site at the plasma membrane.
(2) Ca®'- regulated fusion of lysosomes with the plasma membrane originates the
parasitophorous vacuole, which is subsequently disrupted, releasing the parasite to
replicate in the cytosol. (3) Upon cell stimulation, PLA; is activated, and (AA) is
released from the cellular membranes. AA is then metabolized by COX-1 or COX-2 in
different cellular compartments and further metabolized by different synthases, which
leads to the generation of mediators as TNF-¢, IL-12, IL-10 and NO (4). (5) Aspirin
(ASA) inhibits COX activity, subsequently reducing PGE;, cAMP, and NO levels. (6)
ASA treatment reduces IL-10 production and enhances IL-12. (7) SQ 22536 inhibits
AC function and reduces cAMP and NO levels. Thus, in T. cruzi infection context,
cAMP may be elevated in infected cells and modulating the production of Ca?",

cytokines and NO, important molecules for dealing the infection.

AA — arachidonic acid; AC -adenylate-cyclase; ASA - acetylsalicylic acid; cCAMP -
cyclic AMP; ATP - adenosine triphosphate; COX-1 — cyclooxygenase -1; COX-2 —
cyclooxygenase -2; LYS — lysosome; iNOS — inducible nitric oxide synthase; PGE, —
prostaglandin-E2; PKA — protein kinase A; PLA, — phospholipase A;; PM — plasma
membrane; PV - parasitophorous vacuole; ER - endoplasmic reticulum; SQ 22536 -

adenylate-cyclase inhibitor.
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que o bloqueio de COX-1 por acido acetil
salicilico provoca reducéo dos indices de internalizagdo do T. cruzi em mondcitos
humanos in vitro, o que foi revertido com o tratamento conjunto com inibidor de
adenilato ciclase. Desta forma, sugere o potencial papel do AMPc neste modelo

experimental.

O AMPc modulou negativamente a liberacdo de NO corroborando os
ensaios de internalizacdo, embora ndo possa concretizar que a reativacdo da
internalizacdo foi propiciada exclusivamente pela reducdo de NO, molécula de

atividade tripanocida ja bem estabelecida.

O nivel de IL-10 foi modulado pela diminuicdo de AMPc nos tratamento
com inibidor de AC. No entanto o tratamento conjunto com ASA representou um
aumento em relacdo com o somente com ASA, sugerindo a ativagcdo de via
acessoOria para o aumento de IL-10, o que poderia ser explicado pelo aumento da

sintese de lipoxinas.

Ja IL-12p70 descreve uma regulacdo positiva sobre o tratamento
conjunto com inibidores da COX e da adenilato ciclase, sugerindo que a diminuigao
do AMPc efetiva uma resposta de padréo inflamatério com mudanca no fenétipo dos
monaocitos humanos para um padrdao M1 semelhante aos macréfagos inflamatorios.
Isto corrobora os dados da internalizacdo e pressupde que indutores de AC

poderiam controlar a infec¢do por T. cruzi.
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