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“Se um dia tiver que escolher entre 0 mundo e 0 amo
Lembre-se: Se escolher o mundo ficara sem o amor,

mas se escolher o amor, com ele conquistara o muhdo

Albert Einstein
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P6ssa, M.A.S. Abstract

A Doenca de Chagas € uma das doencas parasiténasmaior impacto social e
econbmico na América Latina, acometendo, ainda, hujthares de pessoas. Desta
forma alvos mais especificos tém sido estudad@maes uma abordagem racional para
a quimioterapia da doenca,; visto que os farmacfsdwmnercializados oferecem baixos
indices de cura na fase crbnica da infec¢do, alémuditos efeitos colaterais. Vias
bioquimicas associadas a sobrevivéncia e virulédaidrypanosoma cruziém sido
estudadas. Neste trabalho foi avaliada a partigipagas ecto-nucleotidases, nos
processos de infeccdo e viruléncia ocruzi em camundongos Swiss, por meio da
utilizacéo de inibidores de ecto-nucleotidases, egéao sobre E-NTPDases (Suramina,
Gadolinio e ARL67156). O pré-tratamento dos pavasibm diferentes concentracdes
dos inibidores levou a diminuigBes significativas plarasitemia e mortalidade. A
influéncia dos pré-tratamentos no curso da infecfdio dose-dependente e as
concentragfes mais efetivas foram de 300um, 300lmM respectivamente para o
GdCk, ARL e Suramina. O pré-tratamento dos parasitesulea um aumento na
expressao de INf-no coragdo dos camundongos e dos niveis séricoNFdg nos
estagios iniciais da infeccdo; sugerindo que aigai de ecto-nucleotidases leve ao
aumento da concentracdo de ATP extracelular ATiPqual estimularia mecanismos
inflamatérios do hospedeiro contra o parasito; @vitendo desta forma a participacao
das ecto-nucleotidases na modulacdo da resposte.iN@ssos resultados demonstram
gue o tratamento dos parasitos, anteriormented@mlim, ndo alterou significantemente
a expressao de IL-10 no coracéo e sua producdoraaes camundongos. Além disso,
ao avaliarmos a intensidade da inflamacg&o no cordgd animais, observamos que o
inibidor GAC} foi capaz de reduzir o nimero de células inflam@sdno coragéo, tanto
no & quanto no 15dia de infecgcdo, em relagdo ao grupo controleciati. Portanto,
nossos dados sugerem a participacéo efetiva daEPBkes no processo infectivo e na
modulacdo da resposta imune do hospedeiro petwuzi Desta forma, a inibicdo do
metabolismo extracelular de nucleotideos de adeninge agora como um novo alvo
para o bloqueio da infeccdo por este parasitoyédrale uma quimioterapia mais

especifica.
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Chagas disease is one of the main diseases withelsignomical and social impacts in
Latin America, with millions of people with thidriess. The current drugs used to treat
this disease lead to low cure, especially in themic phase and present high toxic non-
desired side effects. Because of these there aressiey to develop new drugs and
strategies for the control and treatment of Chatdjasase. From this point of view
biochemical pathways related with surviving capaeihd virulence offrypanosoma
cruzi could represent good targets. In this work we eateldhe roles of. cruziecto-
nucleotidases in the infection and virulence proces in mouse, using parasites pre-
treated with the known E-NTPDase inhibitors (Suran@adolinium and ARL67156).
The pre-treatment with all inhibitors leaded tondfigantly decreases in parasitemia and
mortality. This influences were dose-dependent #mel betters concentrations of
inhibitors were: 300um, 300um and 1mM, to GFI@IRL and Suramin, respectively.
The pre-treatments lead to high levels of IiNExpression in the heart and serum
production, in the earlier stages of infection. Jdelata suggest that ecto-nucleotidase
inhibitions could be responsible to incrementssitracellular ATP concentration that
could stimulate hosts inflammatory mechanisms a&gaparasites, evidencing the
participation of these ecto-enzymes in the modutatif host immune system. Our data
showed that the pre-treatment no change IL-10 heegotession and serum production
too. In addition, when we evaluate the inflammatiatensity in animal hearts, we
observed that Gdglwas able to reduce the number of inflammatoryscdibth in the
8" an 1% days of infection. Concluding, together our datmgest an effective
participation of parasite E-NTPDases in the infaciprocess and in the modulation of
host immune system. We believe that the inhibitbthese pathways emerge as new
good targets to block.Tcruziinfection and to be used in specific new chemoimneta

Chagas disease.
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1.1 — A Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas é causada pEilgpanosoma cruzium protozoario
hemoflagelado da Ordem Kinetoplastidegamilia Trypanosomatidae. A infeccéo
chagéasica abrange desde o sul dos Estados Uniélas Atgentina, sendo uma das
doencas parasitarias com maior impacto social exéesico na América Latina.
Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), asteue existam cerca de 13
milhdes de individuos infectados pelo parasito Aa®ricas Central e do Sul, com
incidéncia anual de 200.000 novos casos (WHO, 2005)

O ciclo de vida do parasito se alterna em dife@ghibspedeiros: vertebrados de
diversas ordens e invertebrados pertencentes aligdamieduviidae, subfamilia
Triatominae. Durante o seu desenvolvimento, o far@essui trés formas evolutivas
principais: a forma amastigotq encontrada intracelularmente em hospedeiros
vertebrados, a formatripomastigota, encontrada no sangue dos hospedeiros

vertebrados eo intestino posteriodos triatomineos, sendeliminada junto com as

fezes/urina; e a formgpimastigotaencontrada no intestinoédio e posteriodo inseto

vetor.

A infeccdo do hospedeiro vertebrado se da atrdaésformas tripomastigotas
metaciclicas, presentes nas fezes ou urina dertriaéos infectados com o parasito.
Estes excretas, liberados durante ou logo apogaste sanguineo do inseto vetor,
entram em contato com superficies mucosas, congurtilesées na pele; infectando
assim as células destes tecidos. Este mecanismtrademissdo € o de maior
importancia epidemioldgica, seguido da transmigsdiotransfusdes sanguineas e da
transmiss&o congénita. Além disso, mecanismosatieos de transmissdo do parasito
podem ocorrer, tais como, em acidentes de labdattansplante de 6rgéos e a
transmisséao oral (Diat al, 2006).

Apés a infecgao, o hospedeiro vertebrado desenwofase aguda da doenga, a
qual é caracterizada por intenso parasitismo, taotesangue periférico quanto nos

tecidos.Nesta fase da doencasimtomatologia é ausente pauco evidenteNos casos

sintomaticos, podem ser observadms sinais caracteristicosde porta de entrada

(Chagoma de inoculacdo ou Sinal de Ro#@paalém defebre, edema e enfartamento

ganglionar Casos de miocardite e encefalite podem ocorretarfese da infecgéo,
sendo o ultimo normalmente associado a criancasmalaria dos casos de infeccdo

aguda,o parasitismo diminuips sinais clinicos regridem, e o individuo evoloide
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para a fase crénica da doenca. Nesta fase, o {Er8Bié escasso e o individuo pode
apresentar-se durante muitos anos de sua vidama fissintomatica ou indeterminada
da doenga; ou ainda, ap6s muitos anos de infes@@@ desenvolver algumas das
formas clinicas (cardiaca, digestiva ou mista)gpdd evoluir para a morte.

A doenca é caracterizada por alta morbidade e luad®, podendo, o
individuo infectado, apresentar formas graves,daiso, cardiopatia chagésica cronica,
megaesdfago e megacodlon. A Organizacdo Mundial aédes (OMS) estima a
incidéncia de cerca de 14.000 mortes anuais detesralos danos irreversiveis ao

coracdo e ao trato digestivo causados pela doenChagas (WHO, 2005).

1.2 — Resposta Imune na Doenca de Chagas

A resposta imunolégica que se segue a infecgdo Peloruzi é bastante
complexa, envolvendo o reconhecimento de antigeleoparasito por uma série de
receptores de membrana e a ativagéo de diferéptessaelulares (Tarleton, 2007). Ao
primeiro sinal de infeccdo, moléculas derivadapaa@sito, tais como as GPIl-mucinas,
sdo capazes de estimular a sintese de citocinagffandatorias, bem como de
quimiocinas por macréfagos do hospedeiro (Teixatira, 2002).

A resposta imune inata € considerada muito imptataa inducéo da resisténcia
ao parasito, nas fases iniciais da infeccdo. Nastg as célulasatural Killer (NK) séo
primordiais no controle do parasito através daeggmr de INFy, citocina esta que ira
estimular a sintese de IL-12 por macrofagos eeaxatitiacdo celular para o perfil Thl.
Desta forma, as células NK sao a primeira fonte INE-y, antes mesmo do
desenvolvimento de uma resposta mediada por céBiteser& Gazzinelli, 1997).

Os macrdéfagos sao células do sistema fagocitarimomalear que agem como
células efetoras, através da producdo de oxidicaitr intermediarios reativos de
oxigénio; além disso, produzem citocinas pro-infiadnias, como IL-12 e TNE;
relevantes na ativacdo celular (Brer&r Gazzinelli, 1997; Dutreet al 2005). A
atividade dos macréfagos na eliminacao Tocruzi € potencializada por algumas

citocinas, tais como INK-e TNFa, as quais agem sinergicamente sobre estas células,
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estimulando os mecanismos citotoxicos, capazes edzir significantemente a
replicacdo do parasito; estabelecendo, desta farmaperfil de resposta Thl (Brergr
Gazzinelli, 1997; Teixeirat al, 2002).

O INF+y desempenha um papel relevante durante a infecgfoTp cruzj
estando associado tanto ao controle do parasitot@uaos mecanismos que
desencadeiam os fendbmenos imunopatolégicos da alode¢Chagas. A producédo
exacerbada desta citocina podera desencadear flaradgdo excessiva resultando em
danos teciduais para o hospedeiro (BreheGazzinelli, 1997; Bahia-Oliveirat al,
2000; Soarest al, 2001; Dutraet al, 2005).

Diante do papel dual do INf-as citocinas do tipo Th2, irdo contribuir para
regulacdo da resposta imune frente a infecgdo,zimdly desta forma, os danos
teciduais induzidos pelo processo inflamatério.ciAgcinas IL-10 e IL-4 s&o citocinas
reguladoras que possuem fungdes imunossupressgiasio através da inibicdo da
ativacdo de macrdfagos e da sintese de oxido aipdc estas células (Dutet al
2005).

Utilizando camundongos Knock-out (KO) para IL-10,brAhamsohn&
Coffman, 1996 demonstraram que, quando infectadlwsIp cruzj estes apresentavam
baixa parasitemia nas fases iniciais da infecc@ioygvelmente devido a acéo de
citocinas inflamatorias, como INf-1L-12 e TNFe. Demonstrando, desta forma o

papel regulador da IL-10.

Portanto, é possivel que o balanco entre as respdbtl e Th2 seja necessario
para determinar o curso da infec¢cdo pElacruzi de forma que uma alteragcdo neste
equilibrio podera contribuir para o desenvolvimetits fendmenos imunopatoldgicos
da doenca de Chagas.

Muitos estudos tém sido realizados para verificamportancia da resposta
celular na doenca de Chagas. As células T tem asdociadas a reatividade imune
contra o parasito, compreendendo a maioria dadaeétlo infiltrado inflamatorio de

pacientes chagasicos cardiacos (Detral, 2005).
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As células T CD4 Th1, s&o responsaveis pela producéo de citocinasrgo
auxiliar os macréfagos na destruicdo do parasitsReis, 1997). Estas células podem
contribuir como a maior fonte de INFpara a ativacdo de macroéfagos e linfécitos T
CD8', o qual exerce um importante papel nos mecanistaastotoxicidade (Brenek
Gazzinelli, 1997).

As células T CD§ além de exercerem um papel citotoxico contralagldo
hospedeiro, tém sido consideradas importantes encam®nos protetores,
principalmente na fase aguda da infec¢éo; na gudimente com macréfagos e INF-
tém sido apresentadas como elementos no contrgbeotiferacéo do parasito (Brener
& Gazzinelli, 1997). Os linfocitos TCD&&m sido associados & imunopatologia da
doenca de Chagas, ja que representam a maiorieétldas do infiltrado inflamatério

cardiaco, observada nos estégios tardios da d@Brerzer& Gazzinelli, 1997).

Diante do exposto, a compreenséo da formacdo pgastasimune do hospedeiro
frente a infeccdo peld. cruzi pode nos fornecer subsidios para se avaliar os
mecanismos de escape do parasito, bem como aac¢fitizde moléculas especificas
deste nos mecanismos de infec¢dol/viruléncia; visamdbusca por alvos para o

desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos.

1.3 — Tratamento da Doenca de Chagas

Muitos esfor¢cos tém sido realizados desde a deseoda Doenca de Chagas,
no sentido de se encontrar uma droga eficaz nadesta moléstia, tanto em individuos
com a doencga aguda, guanto nos casos crénicogsbésveompostos foram testados ao
longo dos anos e muitos resultados controversasnfaybtidos (Breneet al 1984;
Couraet al, 2002; Urbinaet al, 2003).

Desde a década de 70, dois nitrofuranos véem setildzmdos: Nifurtimox e
Benzonidazol, estas farmacos apresentaram umastasgietiva para o tratamento de
infeccbes agudas, entretanto mostraram baixos eimdie cura na fase cronica da
infeccdo. Associado a baixa eficacia destes mediotog, a alta toxicidade e os efeitos
colaterais tornam a utilizacdo destes muito restiiiviabilizando muitas vezes a
continuidade do tratamento (Brergtral, 1984; Courat al 2002; Jannirt al, 2007,
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Guedeset al 2006). Portanto, existe a necessidade continuse dmnhecer e buscar
novos medicamentos mais eficazes, visando o delsamento de uma abordagem
mais racional para a quimioterapia da Doenca dg&ha

A busca por alvos mais especificos, baseadas éenemtfas fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares entre o parasito e o dumsp nos permitird @esign
racional de novas drogas e 0 uso mais especificoedécamentos ja existentes (Guedes
et al, 2006). Neste contexto, moléculas envolvidas meganismos de infeccdo e
viruléncia, nas vias metabdlicas essenciais acsppaygpodem ser consideradas alvos
promissores.

Neste contexto, estudos visando aprofundar o cimeeto da
biologia/bioquimica ddl. cruzitém nos permitido a identificacdo de vias metaiasli
essenciais a sobrevivéncia do parasito e de abmec#Hicos associados a infectividade/
viruléncia dos mesmos. Diferentes vias e alvosgjldimicos tém sido estudados, tais
como, o metabolismo do ergosterol, as cisteinceprases, as tripanotiona redutases, as
pirofosfatases e a via de salvagdo de purinas, posiela-se a participagdo das ecto-
nulceotidases como fator de viruléncia, dentrecsu¢Couraet al, 2002; Urbinaet al,
2003; Guedest al, 2006).

A cruzipaina é uma cisteino-proteinase responsg@edéh maior atividade
proteolitica em todas as fases do ciclo de vidaTde@ruzi desempenhando papel
essencial na sobrevivéncia e crescimento desteifmardarios inibidores de cruzipaina
vém sendo testados, tais como os diazometanosoméiill cetonas, entretanto estes
compostos apresentam alta reatividade e poucaviideie, sendo toxicos para as
células do hospedeiro.

Du et al 2002 sintetizaram moléculas de baixo peso maeaom atividade
inibitéria da cruzipaina, os Tio Semicarbazona efigaram que tais compostos
possuiam atividade tripanocida, além de serem eapde aumentar a sobrevida de
macroéfagos infectados pelo cruzi Mais tarde, Fujjet al 2005 verificaram que os Tio
Semicarbazona além de inibirem a atividade da pailzéd noT. cruziapresentavam
efeito sobre a rodesaina, uma cisteino-proteinggeessa enT. brucei rhodesiense
Entretanto, neste mesmo trabalho, eles observaterestes compostos tiveram uma
atividade modesta com relagéo a inibicdo da prali@o doT. cruzi Estes trabalhos

evidenciam o papel importante da cruzipaina naesbl@ncia do parasito e sugerem
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esta enzima como possivel alvo para o desenvoliméa novos farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas.

Vias essenciais ad. cruzi tem sido estudadas no intuito de se descobrir
possiveis alvos de intervencdo, levando-se em aemagido principalmente diferencas
entre o hospedeiro vertebrado e o parasito.

O inositol € uma molécula essencial para o crestion de animais e
microorganismos, incluindo os tripanosomatideosstééeorganismos, esta molécula é
normalmente encontrada na forma de ancoras de @hiPofosfatidilinositol), sendo
importante para a modulacdo de fun¢des vitaisgadgsempenha importante papel nas
diferentes vias de sinalizacdo destes parasitogej€a et al 2000). Embora &ncoras de
GPI estejam presentes em muitas proteinas de memldas mamiferos, as vias
biossintéticas e particularidades desta ancora mipenosomatideos tornam-se
consideraveis alvos terapéuticos (Olivedtal, 2000).

Diferencas na via glicolitica dos tripanosomaté&déém sido estudadas com
relacéo ao desenvolvimento de novos alvos paranaiaarapia. Os tripanosomatideos,
diferentemente dos vertebrados, possuem as eniiio@ss do metabolismo da glicose
localizadas dentro de um compartimento separado, glcosoma. Esta
compartimentalizacdo pode evidenciar diferencas oelacdo as enzimas citosolicas
dos hospedeiros, as quais podem servir de bons para o desenvolvimento de drogas
anti-tripanosomatideos (Opperdaxsal, 2001; Verlindeet al, 2001).

Sabe-se que alguns parasitos protozoarios sapares de sintetizar purinas
utilizando seus precursores: amino acidos, rib@se, e NH;. Estes parasitos, bem
como oT. cruzj utiizam de uma via de salvacdo de purinas peaciclar bases e
nucleotideos liberados pela degradacado de &acidolgicms ou os obtém do meio
extracelular. Neste sentido, enzimas metabolizaddeanucleotideos extracelulares, tais
como, as ecto-nucleotidases, sdo necessarias para garasito obtenha moléculas
essenciais a sua sobrevivéncia. Portanto, o estadais enzimas pode nos fornecer
importantes avancos para a busca de novos agante®igrapicos para o tratamento

da doenca de Chagas.
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1.4 — As Ecto-nucleotidases

As ecto-nucleotidases sdo enzimas integrais debmm ou sollveis, que
incluem membros da familia das Ecto-nucleosidedfosfato Difosfohidrolase (E-
NTPDases), Ecto-nucleotideo fosfatase/fofodiestefasNPPases), fosfatases alcalinas,
5-nucleotidases, dentre outras (Zimmermann, 2008).membros da familia das E-
NTPDases, também conhecidas como apirases ou da@iB9, catalizam a hidrélise
de nucleotideos trifosfatados ou ambos nucleotideedrifosfatados, e compartilham 5
dominios altamente conservados, denominados Apyasserved Regions (ACRs),
provavelmente ligados a atividade catalitica. Stieidade é dependente de cétions
divalentes, como o calcio e o magnésio. Membrofaddlia das E-NTPDases estéo
presentes em vertebrados, invertebrados, planmstezoarios (Zimmermann, 1999;
Zimmermann, 2000). Mais recentemente foi descrtaabem em um procarioto,
Legionella pneumophileagente causador de uma forma severa da pneugarnaom
et al, 2007).

A familia das E-NTPDases pode ser dividida em daipos, de acordo com a
sua topografia de membrana. O primeiro grupo € ostoppelos membros que
possuem dois dominios transmembrana, nas regiédso am carboxi-terminal,
compreendendo as isoformas humanas NTPDase 1sie$. ilBembros diferem entre si
pelas suas propriedades cataliticas, evidenciadlas pliferentes razées de hidrélise
ATP/ADP e pela preferéncia por diferentes nuclesmtéd O segundo grupo é composto
pela NTPDase 5 e possivelmente uma isoforma NTPBasstes membros possuem
somente o dominio transmembrana na regido aminonak, além disso possuem um
sitio de clivagem préximo a esta regido, resultagmiouma forma sollvel ou secretada
desta enzima (Zimmermann, 2000).

O papel das ecto-nucleotidases é ainda pouco eddendiguns trabalhos
sugerem sua participacdo na modulagéo de prociedlsmsatorios e na resposta imune,
através da regulacdo da concentracdo dos nuclestidracelulares (Kannast al
2002; Langstoret al 2003; Lealet al 2005; Atkinsoret al, 2006; Bourset al, 2006);
na adesao, infectividade, viruléncia e sobreviv@mg parasitos (Nakaat al 1998;
Berredo-Pinhcet al, 2001; Asaiet al 2002; Bissagicet al 2003; Fiettoet al, 2004;
Pinheiroet al 2006), na resisténcia a xenobidticos (Thoetas, 2000).
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Figura 1 — Topografia de membrana e propriedades catalititzzs diferentes familias de Ecto-
nucleotidases. (A) Familia E-NTPDase (B) FamilifNEP (C) Familia das Fosfatases Alcalinas (D)
Familia Ecto- 5’-nucleotidase (Zimmermann, 2000).
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1.5 — Os nucleotideos extracelulares e suas funcesogicas

O ATP e seus produtos de degradacdo ADP e AMPa@@panentes normais do
meio extracelular, encontrando-se em baixas coraggds neste compartimento, ndo
atravessam a membrana plasmatica e irdo medias agilégicas através da ligacéo a
moléculas especificas na superficie celular; osnelddas receptores purinérgicos. Estes
receptores sdo amplamente distribuidos pelos tealdocorpo, sendo expressos em
uma variedade de célulds sistemamune e ndo-imune (Boust al, 2006).

Os receptores purinérgicos sao divididos em duasdgs familias: nomeadas
receptores P1 e P2, os quais se ligam a adendsiltg € nucleotideos (ATP, ADP,
UDP), respectivamente. Os receptores P1 possuenugetinios transmembrana e sao
subdivididos em quatro gruposi, Az, Az, As; 0S quais sao acoplados a proteina G e
ligam a Ado com diferentes afinidades (YegutkinQ&0

Os receptores do tipo P2 séo distribuidos em daases distintas: P2Y e P2X.
Os primeiros séo receptores acoplados a proteira @& Ultimos s&o receptores
formadores de canais ibnicos. A familia de recest®2Y € composta por 8 subtipos de
receptores, 0s quais sdo caracterizados por pessuirma regido N-terminal
extracelular e a porgdo C-terminal intracelular,regifes transmembrana; uma
diversidade dosoops intracelulares e a porcado C-terminal que influenud grau de
acoplamento a proteina G. Os membros da famili@akptores P2X possuem porgdes
N e C-terminal intracelulares, duas regides tramsionana (TM1 e TM2) e grandes
loops extracelulares (Burnstock G, 2006). Agonistas @gonistas destes receptores
tém sido utilizados para avaliar o papel dos nuitleos extracelulares em

determinados efeitos biologicos.
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ATR »> ADP »> ANMEP > Adle

P2X4.7 P2Y1.2.46,11,12,13,14 A1.2A,2B,3

Figura 2 - Diagrama topolégico de Purinoreceptores. Nucleoidmedeiam efeitos bioldgicos
através de uma série de receptores, os quais assificdados por sua afinidade por ATP, ADP e
outros nucleotideos. A Ado gerada age via quatigpag de receptores seletivos acoplados a
proteina G (Yegutkin, 2008).

A importancia bioldgica dos nucleotideos extracgkd vem sendo demonstrada
em diversosestudos Varios papéis sédo atribuidos aos nucleotideosmaattilares,
dentre eles, modulagdo da resposta inflamatériaari@aet al 2002), ativacdo da
agregacao plaquetéria e formacgéo de trombos (Atkiesal, 2006), ativacéo e inibicdo
da secrecdo de determinadas citocinas (Langsttai 2003;), ativacéo de linfécitos
(Duhantet al 2002), dentre outros.

O ATP e a Ado extracelulares, desempenham um phpelamental na
modulacdo da imunidade e de mecanismos inflamatédi@cdo destes nucleotideos ira
dependerda expresséo dos receptores purinérgicos nass&uk sdo essenciais a este
tipo de resposta e da concentragcao dos nucleotfttie@®mpartimento extracelular, a
gual pode variar de acordo com as condi¢des do (imgiamacao, hipoxia e isquemia).
A concentracdo dos nucleotideos pode ser reguladanzimas responsaveis por sua
conversao: agcto-nucleotidasesas quais também podem ser expressas em células
imunes, sugerindo que a funcdo destas células mEsaegulada via sinalizacdo

purinérgica (Bouret al, 2006).

11
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O ATP. é uma molécula conhecida por estimular mecanisimfteamatorios,
através de sua ligacdo a receptores do tipo PRBdagiobre diferentes células do
sistema imune (Bourst al, 2006). O ATR age estimulando a migracdo de células
inflamatdrias para o sitio de infec¢cdo, aumentandadesdo e permeabilidade ao
endotélio e estimulando a secre¢édo de quimiocisksn disso, ativa os mecanismos
efetores destas células, tais como degranulacéned#dfilos, producdo de NO e
exploséo respiratéria nos macrofagos; dentre ouléoa Adg age de forma antagbnica
ao ATR, estimulando mecanismos anti-inflamatorios, vieeptores P1, inibindo a
ativacdo de mecanismos efetores nas células infBoesset al 2006).

Os mond@citos/macréfagos sé@o as principais compeset# inflamagéao crbnica,
guando expostos ao ATBxercem atividade citotoxica e inflamatéria; caumanto da
producéo de Oxido nitrico e das citocinas [,-1L-6, IL-18, INF+. Sob acédo da Ado
os macrofagos exercem fungdo imunossupressora-mftarnatoria, este nucleotideo
estimula a producéo de IL-10, citocina que iraimabativacdo de macrofagos (Boets
al, 2006). Além disso, a adenosina extracelular (Ageevine o acimulo excessivo de
mondcitos/macréfagos nos tecidos inflamados, rediozo dano tecidual.

Os linfécitos séo células centrais para a respustaoral e celular, expressam
alguns subtipos de receptores P1 e P2, portantofusigdo pode ser regulada pelos
nucleotideos extracelulares. O ATiem sido relacionado a ativacao e proliferacao de
linfécitos T e B, bem como sua migracédo e permialgifio para o sitio de infeccéo.
Além disso, é capaz de induzir a morte celular Enogda destas células apds a
eliminacédo do patégeno. A Agdalém de inibir a migracao das células T paraio dé
infeccdo, atenua a resposta proliferativa dosditdé T e B (Bour®t al, 2006).

Barradat al, 2003, analisando camundongos na fase agudaetg @i peld’.
cruzi, demonstraram que o ATFnduz morte celular de timdcitos, através da
permeabilizacdo da membrana plasmatica. Este taltaimbém demonstrou que a
infeccao peldr.cruziaumenta a sensibilidade dos timdcitos ao ATBnsequentemente
aumentando a permeabilidade e a diminuicdo dalidabée celular; e sugere que este

fato seja responséavel pela atrofia do timo verificaa fase aguda da infecgéo.

12
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Portanto, a regulacdo da resposta imunolégica laniafdo, via sinalizacéo
purinérgica, é bastante complexa; dependente @esdiv fatores, sendo os principais: a
expressao dos receptores na superficie das céhulags e a regulagéo da concentracédo
destes nucleotideos no compartimento extracelatesyés de sua hidrélise realizada
pelas ecto-nucleotidases. Logo, estas enzimas tarakércem um papel importante na
modulagdo da resposta imune e podem ser utilizzmtagarasitos como mecanismo de
infeccaol/viruléncia e sobrevivéncia dos mesmos;ccoem sendo demonstrado em
diversos trabalhos (Nakaat al 1998; Barroset al, 2000; Berredo-Pinhet al, 2001;
Matos et al 2001; Asaiet al, 2002; Meyer-Fernandest al, 2003; Fiettoet al, 2004;
Sissonset al, 2004; Pinheiret al, 2006).

1.6 — Inibidores de E-NTPDases

Diante da importancia bioldgica das ecto-nuclestis na regulacdo da
concentracdo dos nucleotideos no meio extracelalgyns grupos tém utilizados
inibidores para as diferentes familias destas eagimom a finalidade de determinar o
papel das mesmas na modulacao de respostas bidddgpendentes de nucleotideos
extracelulares.

Inibidores da familia das E-NTPDases vem sendbizadbs em trabalhos
prévios do nosso grupo, visando avaliar o papebdesnilia de ecto-nucleotidases na
infeccaoin vitro pelo T. cruzi(Santoset al, 2008). Para a realizacdo deste estudo trés
inibidores foram utilizados, a Suramina, o Clordto Gadolinio (GdG) e o 6-N, N-
dietil-D-f3, y-dibromometileno ATP (ARL 67156).

A suramina ja tem sido usada na pratica médica gpdratamento de algumas
doencas. Alguns trabalhos tém demonstrado um efgidnissor da suramina no
controle da filariose (Korteret al, 2008), no tratamento do céncer, jA que possui
atividade anti-neoplasica (Rebolo, 1994; Bhargaval, 2007); e no tratamento da
tripanossomiase americana. Neste Ultimo, a suramimasido utilizada em associagéo
com outros farmacos, permitindo a diminuicdo daeduoslizada em monoterapias
(Jenningset al, 2002; Aminet al, 2008).

O GdCk é utilizado na pratica médica em liquidos de pgddude contraste para
exames de tomografia computadorizada; entretargte rntexto, 0 composto ndo é

utilizado de forma livre (ion) como foi usado ngstejeto.
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J& o inibidor ARL 67156 é um analogo sintético d®PAe tem mostrado
resultados interessantes no que diz respeito gdnilta atividade ATPase/ADPase na
superficie doT. cruzi bem como no bloqueio da infecc@ovitro por este parasito
(Santoset al, 2008).

1.7 - As Ecto-nucleotidases e parasitos

As ecto-nucleotidases vém sendo descritas em svfmdmasitos, dentre eles,
Toxoplasma gondi{Nakaaret al, 1998; Asaiet al, 2002), Leishmania amazonensis
(Berredo-Pinhcet al 2001; Pinheiraet al, 2006),T. cruzi(Fietto et al, 2004; Meyer-
Fernandest al 2003), AcanthamoebgSissonset al 2004), Trichomonas vaginalis
(Matos et al, 2001), Tritrichomonas foetugJesuset al, 2002), Entamoeba histolytica
(Barroset al 2000) eSchistosoma mansof¥asconcelost al, 1996). Estegstudos
vém demonstrando uma correlagdo entre capacidadiididélise de nucleotideos
extracelulares por parasitos e mecanismos de mgigésobrevivéncia e adesao celular.

A primeira E-NTPDase descrita em um endoparaseita deT. gondii (Asai et
al, 1983). Neste parasito, a apirase é secretadarme fde granulos densos dentro do
vacuolo parasitéforo. Nakkast al 1998 demonstraram a presenca de isoformas da
NTPDase em diferentes cepas Togondii correlacionando a presenca das isoformas
NTPDase | e lll a cepas virulentas e a presencaestamda NTPDase | nas cepas
avirulentas; verificando que nestas Ultimas, faltavgene codificante da isoforma lll.
Em 2002, Asaet al verificaram uma correlacéo entre a inibicdo daddde enzimatica
da NTPDase dd. gondiie a inibicdo da replicagdo, sugerindo entdo o Ipdpsta
enzima nos mecanismos de sobrevivéncia deste foarasi

Duas isoformas desta enzima foram identificadasbéam em S. mansoni
(Vasconceloset al, 1996). Estas isoformas apresentam atividade ittegatistinta e
podem estar relacionadas a evasdo do sistema ipglmeparasito, através da inibicao
de mecanismos citoliticos do hospedeiro (DeMatal 2003; Levano-Garciat al
2007).
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A presenca de uma atividade ATPasica diferencieddelscrita para espécies de
EntamoebaBarroset al, 2000 demonstraram que espéciefEdeamoebagpatogénicas
sdo mais eficientes na hidrélise de AT¢uando comparada a espécies nao invasivas ou
de vida livre. Neste trabalho, foi demonstrado gaepresenca de galactose, molécula
esta importante nos mecanismos de invasdo dasiespgatogénicas, a atividade
ATPasica dependente de Rdgoi aumentada, sugerindo entdo, a participacdtades
enzima nos mecanismos de viruléncia deste parasito.

Sisons et al 2004 também verificaram que isolados patogénides
Acanthamoebaapresentavam atividades ATPasicas distintas quaodaparados a
isolados néo infectivos, verificando também quemsenca de um acucar essencial nos
mecanismos de interagdo parasito-hospederio, a searacorria um aumento da
atividade enzimatica.

A presenca de ecto-nucleotidases também vem sdesirita para algumas
espécies deeishmania Berredo-Pinhaet al, 2001 caracterizaram a presenga de uma
ecto-ATPase, dependente de #igna superficie externa de amazonensisNeste
trabalho foi verificada uma atividade cerca de dueses maior em promastigotas
virulentas dd.. amazonensiguando comparado a promastigotas avirulentasrisdge
a presenca de uma atividade ecto-ATPéasica comaadm@rde viruléncia deste parasito.

Mais tarde, Pinheir@t al 2006, analisando a cepa Josefd.damazonensjs
verificaram que a enzima encontrava-se distribuitegularmente na superficie do
parasito. Este mesmo grupo demonstrou um aumendbividade NTPDase durante a
fase de crescimento logaritmico do parasito, soderue esta atividade aumentada
esteja associada ao requerimento do parasito demtas para os eventos sintéticos do
ciclo celular. Além disso, foi observado que asmfas amastigotas possuem uma
atividade exacerbadamente maior que as formas ptiyotas, evidenciando a possivel
participacdo das E-NTPDases nos mecanismos deeeslcaparasito, bem como na
proliferacdo celular, ja que prové requerimentaicional para as formas amastigotas
localizadas no interior dos macréfagos.

Fietto et al 2004, demonstraram a presenca de NTPDases ndisiepexterna
das diferentes formas evolutivas d@o cruzi (cepa Y) e verificaram a hidrolise de
nucleotideos tri e difosfatados, sugerindo a pesgiarticipacdo destas enzimas na via
de salvacéo de purinas, bem como em mecanismasuténeia do parasito e escape do
sistema imune relacionados a hidrélise de ATP eelntar. Neste trabalho foi isolado e

caracterizado um gene da familia da E-NTPDasesfaj@denominado NTPDase-I. Por
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similaridade de sequéncia foi encontrada a prese#aghias isoformas destes genes no
genoma de.. major e Trypanosoma bruceporém pardal. cruzi somente um gene foi
encontrado até o momento.

Bissagioet al, 2003 demonstraram que a atividade ATPase é der@d vezes
maior nas formas tripomastigotas infectivas Tocruzi quando comparado com as
epimastigotas. Este grupo verificou também queildcéo da atividade ecto-ATPase
pela Suramina od,4'-diisothiocyanatestilbene-2,2'-disulfonic a¢lIDS) resultou na
inibicdo da adeséo e internalizacdo dos parasigza,como na inibicdo do crescimento
das formas epimastigotas em meio LIT; sugerinddadésrma, o papel das ecto-
nucleotidases doT. cruzi nos mecanismos de infeccdo (adesdao/internalizacao)
viruléncia e crescimento celular.

Estes trabalhos nos apresentam dados que fortersegérem uma correlacéo

entre a presenggo gene especificexpressado e/ou atividade ecto-nucleotidasica com

mecanismos de viruléncia e sobrevivéncia do paraBibrtanto, uma vez descrita a
presenca de uma atividade NTPDase dependente déevgT. cruzi (Fietto et al,
2004; Meyer-Fernandest al 2004), estudos mais aprofundados evidenciando a
participacdo desta enzima nos processos de inftadi®, viruléncia e sobrevivéncia do
parasito se fazem necessarios.

Em trabalho recente de nosso grupo foi demonstiqo® a atividade E-
NTPDasica € importante para a infeccdo em sistentaltivo em células de mamifero,
evidenciada tanto pela perda da capacidade inéectis parasito, quanto pela
diminuicdo de sua atividade ecto-nucleotidasica difarentes passagens celulares.
Santos e colaboradores (2008) verificaram que a d& inibidores de E-NTPDases
Suramina, Gadolinio (GdCEL) e 6-N, N-dietil-Df, y-dibromometileno ATP
(ARL67156) sobre o parasito levou a uma diminuidése dependente das atividades
ecto-ATPasica e ADPésica. Além disto, quando pasagiré-tratados com os inibidores
foram usados na infeccdim vitro houve significativa diminuicdo da capacidade
infectiva dos mesmos.

Baseado nestes dados prévios, que indicam a pagii das E-NTPDases na
infeccaoin vitro, este trabalho visa elucidar a participacéo destasnas dd. cruzino
processo de infeccdo em modelo animal, bem combgagiio a modulacéo do sistema
imune do hospedeiro, via hidrélise de nucleotidedsacelulares. Visando a utilizacéo
destas enzimas como novos alvos para o desenvaoligntie quimioterapia racional

para a doencga de Chagas.
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Tendo em vista a importancia da doenca de Chagasntmente Americano, a
dificuldade de se obter farmacos mais especificon) altas taxas de cura na fase
crdnica e a necessidade de conhecermos mais sepreaessos de interacao parasito-
hospedeiro; este trabalho se justifica pela nedadsi de descobrirmos novas vias
metabodlicas importantes para a sobrevivénciaTdcruzi e sua interacdo com o
hospedeiro, levando a descoberta de possiveis phmsintervencédo através de uma
guimioterapia mais especifica para a Doenca ded3hag

Uma vez descrita e caracterizada a atividaderaatteotidasica na superficie do
T. cruzi (Fietto et al 2004), nos propomos a avaliar o papel destasmaszinos
processos de infeccao e viruléncia do parasito.

Dados obtidos por Santos, 2008; em nosso lab@atfemonstram que cepas
do T. cruzi com diferentes graus de viruléncia apresentamidatie NTPDasica
diferenciada. Além disso, estudimsvitro demonstraram que passagens sucessivas por
cultura celular resultam em uma perda da capaciodéetiva do parasito, bem como
de sua atividade ecto-nucleotidasica; evidenciamda correlagédo entre a hidrélise de
nucleotideos extracelulares e a infectividade/@iraila do parasito.

Desta forma, o presente estudo visa aprofundasnbecimento do papel das
ecto-nucleotidases, mais especificamente da NTPDase cruzi nestes processos;
utilizando a infeccdo experimental de camundongeissScom parasitos pré-tratados
com inibidores de E-NTPDases, para elucidar possinéerferéncias na resposta do
hospedeiro; visando a utilizacdo futura desta wiac alvo para o desenvolvimento de

uma guimioterapia mais racional para a doenca @g&h
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3.1 - Objetivo Geral:

Avaliar o papel de E-NTPDases o cruzj através da utilizacdo de inibidores

especificos, na infeccdo de camundongos Swiss.

3.2 - Objetivos Especificos:

1. Avaliar a influéncia de diferentes concentracdes dubidores (Suramina,
Gadolinio e ARL 67156) no curso da infeccdo p€locruzi em camundongos
Swiss, com relagcdo aos seguintes parametros:

- Infectividade

- Curva de parasitemia

- Mortalidade

2. Determinar a expressdo do mRNA para as cito¢higsy e IL-10 no coragdo dos

camundongos;

3. Determinar os niveis séricos das citocinas yHL-10;

4. Quantificar o processo inflamatério no corac@a@amundongos, durante o curso

da infeccéo.
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4.1 — Cepa ddlrypanosoma cruzi

A cepa ddr. cruziutilizada neste trabalho foi a cepa Y, isoladaheindividuo
na fase aguda da infeccdo, por Pereira de Fraiat980, Marilia, SP (Freitast al.,
1953) e, posteriormente estudada e descrita pea &ilINussenzweig (1953). Trata-se
de uma cepa pertencente a linhagem genéticauzill, encontrada normalmente no

ciclo doméstico da doenca de Chagas.

4.2 — Animais

Foram utilizados neste estudo 120 camundongoss3washoscom 30 dias de
idade e peso variando de 18 a 20 g. Estes anioraisi fcriados e mantidos no Biotério
Central da Universidade Federal de Ouro Preto.

Na primeira parte do trabalho, os animais forantados em grupos de 10
camundongos, para a avaliacdo da curva de par@sieemortalidade. Posteriormente,
para a realizacdo das necropsias, 0s camundongws &grupados em numero de 12 e

divididos em 2 caixas para melhor acomodagéo dinsaés

4.3 — Obtencao das formas tripomastigotas de cultarcelularin vitro

A linhagem de células VERO foi cultivada em garsaffe 75crh em uma
densidade de 5 x 10Océlulas e mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco BRL)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB, 4 TILAB, Campinas, SP,
Brasil) e 1mM de L-glutamina (Sigma Aldrich). Apdsltivo por 48 horas, as culturas
foram infectadas com tripomastigotas sanguineostamds de camundongos Swiss
infectados pela cepa Y do cruzi no dia do pico de parasitemia; empregando una tax
de 10 parasitos para cada célula. Apés infeccaaylagas foram mantidas a3 em
atmosfera de 5% GCOdurante 24 horas, para a internalizacdo dos pasasi
Posteriormente, o meio suplementado com 5% de 8iRBrhovido e as células lavadas
com salina tamponada (PBS) por trés vezes; sertdo edicionado novo meio RPMI
1% SFB; precedido com incubacédo a 33° C, 5%, @@ra completa diferenciacéo dos

parasitos. Os tripomastigotas derivados de cutleraélulas VERO foram isolados do
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sobrenadante por centrifugacdo a 25009 por 5 nsny@ra posterior realizacdo dos

experimentos.

4.4 - Infeccdo experimental em camundongos

Camundongos Swiss com aproximadamente 30 diasadke ibram infectados
via intraperitonial com 5 xf0formas tripomastigotas da cepa Y Beruzi derivadas
de cultura celular, pré-tratados ou ndo com inileidala apirase (Suramina, Gadolinio e
ARL 67156).

O pré-tratamento foi realizado da seguinte formaragitos derivados de 1°
passagem em cultura celular foram coletados do esatante, centrifugados,
ressuspendidos em meio MEM 1% SFB. Os parasit@nfantdo, incubados com os
inibidores de ecto-nucleotidases em concentracésadas, por 10 minutos, em uma
concentracdo de 2 x 1parasitos/ml; posteriormente, foram centrifuga@ld$40g por
15 minutos; o sobrenadante foi descartado parérad@ do meio contendo o inibidor e
0s parasitos ressuspendidos em meio MEM 1% SFBisi@dores. A concentracao
dos parasitos foi acertada para 1 % ifirasitos/ml de forma que 50 pl (correspondente
a 5x10 parasitos/ml) foram inoculados em camundongossSwia intraperitonial.

E importante ressaltar que a viabilidade dos paxsagoi avaliada, através da
observacdo da movimentacdo dos parasitos, bem damemntagem em Camera de
Newbauer, apds a incubagéo com os diferentes orisd

Foram analisados parametros relacionados a inig&tig, curva de parasitemia,

mortalidade, parasitismo tecidual e resposta imune.

4.4.1 - Infectividade

A infectividade foi avaliada através da observad@oparasitos no exame a
fresco do sangue periférico dos camundongos; ditanto-se os periodos pré-

patentes e patentes da infec¢@o, em cada grupdragpéal.
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4.4.2 - Parasitemia //{Excluido: T

-

-
v _ L —

A avaliacdo das curvas de parasitemia foi readiztavés do exame a fresco do
sangue periférico dos camundongos. Para isto, fometados Jul de sangue da veia
caudal do camundongo, este sangue foi colocade Bmiina e laminula os parasitos
quantificadosegundo a técnica de Brener, 1962.

A contagem dos parasitos teve inicio Rali& ap6s anoculacéoe foi avaliada
diariamente, até que ndo se observasse mais parasitexame de sangue a fresco,
durante cinco dias consecutivos ou até a mortealosindongos.

As curvas de parasitemia representam as médidaditps parasitos observados

no sangue periférico dos camundongos de cada gsygEimental.

4.4.3 - Mortalidade

. . Z ~ s _ -~ | Formatados: Marcadores e
A mortalidade foi detectada através da observdgénimero de camundongos [numeraggo

mortos por grupo experimental, durante um periadQidias de infec¢ao.

4.5 — Necropsias

Grupos de trés camundongos foram eutanaziados ,nd58e 36 dia apés
infeccdo, sendo coletados coracéo, baco e figestes Eragmentos foram lavados em
tampéo fosfato (PBS pH 7,2), secos em papel de fdt congelados a -70°C, na
presenca de solugcdo desnaturantekiloRNAgente® Total RNA Isolation System
(Catalog Z5110, Promega, USApara posterior extracdo de RNAt (RNA total) ou

fixados em formol 10% tamponado pH 7,2; para pasterocessamento histologico.
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4.6 -Expressdodo mRNA para citocinas in situ por RT-PCR

A andlise semi-quantidativa da expresddamRNA (RNA mensageirq)ara as

citocinas INFy e IL-10 foi realizada pela técnica de RT-Pi@Ritu, usanddragmentos

dotecidogdo coracédq dos animais controle néo infectados, clentitectados (cepa Y) e -~ { Excluido: de

******************************************************* - { Excluido: e baco

dos animais inoculados com parasitos da cepa Ytrgi@dos com os inibidores
Suramina, Gadolinio e ARL.

Para a realizacao desta técnica foram coletadgmématos de aproximadamente

P { Excluido: e bago

desnaturante ddkit RNAgente® Total RNA Isolation SystengCatalog Z5110,

Promega, USPe mantidos a —?C até o momento da extracdo do RNAL.

4.6.1 - Extracdo de RNA

O RNA foi extraido dos tecidos usand&ib RNAgente® Total RNA Isolation
Systen{Catalog Z5110,Promega, USA

Os tecidos foram macerados com auxilio de macezadate teflon,
posteriormente foram adicionadosuB@e acetato de sddio 2M (pH 4,0) e @Dde
fenol/cloroférmio, os tubos foram homogeneizadoswémex durante 10 segundos e
mantidos em gelo por 15 min. Posteriormente, degidos a 10.008 g por 20 min a
4°C e a fase aquosa na qual o RNAt estava contidefoovida cuidadosamente, com
auxilio de pipeta, para que ndo houvesse contadmnagm o DNA gendmico e as
proteinas presentes na fase orgénica inferior ateeface. O volume de RNAt foi
medido e transferido para outro tudggpendoride 1,5ml.

Para a precipitacdo do RNAt foi adicionado o mesmwiome de isopropanol,
homogeneizados em voértex, incubados em gelo porm®® e posteriormente
centrifugados a 10.000g por 10 min a &C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e
0 RNAt contido no sedimento foi lavado com pD@de etanol 75%, homogeneizado
com o auxilio de uma pipeta e centrifugado a 7.80§ por 5 min a %C. Apos a
lavagem do RNAt, o sobrenadante foi descartadesedanento submetido a secagem
ao ar durante aproximadamente 30 min. Apdés a setageprecipitado foi entdo
dissolvido em 20l de agua livre de RNAse e os tubos incubados &0%% para
dissolucdo do RNAL.
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Para a dosagem do RNA2la amostra foram diluidos em|88le agua livre
de RNAse e realizadas leituras de absorbancia g@ectesfotdmetro com luz UV
utilizando filtros de 26@m e 28@)m. As amostras foram consideradas com um bom
grau de pureza e utilizadas quando a relacdo dasakede absorbancia a 260/3&0

foram superiores a 1,8. O RNAt foi quantificaddizeindo a seguinte férmula:

[RNA] (ng/ul)=absorbancia 26 x40 x diluicdo da amostra de RN/
1000

As amostras foram diluidas em agua livre de RNAssu&s concentraces

ajustadas pargu/uL, acondicionadas a —70 até a realizacdo da transcricdo reversa.

4.6.2 - Sintese de cDNA

Antes da realizagdo da sintese de cDNA as amdstas tratadas com DNAse
(Catalog M6101, Promega, USA Para isto, foram adicionados aos microtubos
plasticoseppendorf3ul de agua livre de RNAse; bdo tampédo da reacdo 10X;
0,511/0,5U DNAse; 0,51/0,5ug de RNA e incubados a %7 durante 15 min. Em
seguida, a DNAse foi inativada acrescentando-sgl @8 solugdo de bloqueio da
DNAse e as amostras incubadas 8C7Burante 10 min. Posteriormente, as amostras
foram resfriadas em gelo durante 5 min; a sinteseDINA foi iniciada acrescentando-
se 0, oligo dT (Catalog 18418-012, Invitrogen, USAOQ,5u mix dNTP 10mM
(Catalog 5508255083, 55084, 55085, Invitrogen, USAs amostras foram incubadas
a 65C por 5 min, resfriadas em gelo durante 5 min dizaa uma centrifugacdo
rapida. Posteriormente foram adicionades$ @ tampéo primeira fita 5X; 4 DTT
0,1M e 0,5l de RNAse OUT(Catalog10777-019, Invitrogen, USAhomogeneizados
em vortex por 10 segundos e incubado @4urante 2min. Foram colocados|fl,Be
transcriptase revers@talog 18064-014, Invitrogen, UBA os tubos incubados a°@2
durante 1h para a sintese do cDNA. Em seguidanadriptase reversa foi inativada

com incubacéo a 7G durante 15 min. O cDNA foi estocado a 220
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4.6.3 - Realizagdo da PCR e quantificagéo de citoeis

A PCR de HPRT (Hipoxantina Ribosil Transferase)rializada utilizando-se

P { Excluido:

Invitrogen, Brasil); ful tampao 10X (Catalogo 11615-010, Invitrogen, Bjasipl
dNTPs 2,5mM Promega, USA 0,211 de Taqg DNA polimerase 5 Wl (Catalogo
11615-010, Invitrogen, Brasil); i1 de cada iniciador (senso e anti-senso) na
concentracdo de p® e 3,5ul de agua livre de RNAse perfazendo um volume fitel
10ul de reacéao.

A PCR das citocinas INF-e IL-10 foi realizada utilizando-se 2ul da solucko
cDNA de cada amostra; 0,3ul de Mg@OmM (Catalogo 11615-010, Invitrogen,
Brasil); Jul tampéo 10X (Catalogo 11615-010, Invitrogen, Bjadiul dNTPs 2,5mM
(Promega, USA 0,ul de Tag DNA polimerase 5 W/ (Catdlogo 11615-010,
Invitrogen, Brasil); 0,al de cada iniciador (direto e reverso) na conceéatrade 2QM
e 4,81l de 4gua livre de RNAse perfazendo um volume fileal Qul de reacéo.

Os iniciadores utilizados  foram: para HPRT (direto:5'
GTTGGATACAGGCCAAGACTTTGTTGSI"), (reverso: 5'
GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC 3') gerando um produto dé2pb; INFy
(direto: 5' ACACTGCATCTTGGCTTTGC 39, (reverso: 5'
CTTGCTGTTGCTGAAGAAGG 3') gerando um produto de 309[.-10 (direto: 5'
ACCAGCTGGACAACATACTGCT 39, (reverso: 5'
CTTGTAGACACCTTGGTCTTGG 3') gerando um produto d&@9 (Dialab, Brasil).
Estes iniciadores anelam-se as regides especifloagjene da HPRT (controle
constitutivo) e das citocinas estudadas (\N&-HL-10).

As condi¢Oes da reacdo para HPRT foram: desnatud®NA a 94° C por 3
min (com etapa inicial mais longa 2 min), anelaroeaius iniciadores a 58° por 1 min,
extensdo a 72°C por 2 min (com etapa final de J.mimmplificagcéo foi realizada com

30 ciclos em um termociclador automatico (Eppenddéster Cycler 5330, USA).
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As condigBes da reacdo para IME-IL10 foram: desnaturagcdo do DNA a 94° C
por 3 min (com etapa inicial mais longa 1 min),lamento dos iniciadores a 54° por 1
min, extensdo a 72°C por 1 min (com etapa final den). A amplificacdo foi realizada
com 30 ciclos em um termociclador automatico (Edpein Master Cycler 5330, USA).
Na etapa de mistura da reacéo da PCR foi utilizahoo controle negativo 4gua livre
de RNAse.

Os produtos amplificados foram visualizados porrelerese em gel de
poliacrilamida 6% e revelados pela prata (Saatas, 1993). O fragmento amplificado
foi monitorado pela utilizagdo de marcador de mamsekecular (100pb DNA.adder,
Catalogo: 15628-019, Gibco, Brasil). Apos a eletrese, o gel foi fixado em solucdo
de etanol a 10% e &cido acético a 0,5% por 5 roimagitacdo. A seguir, esta solucdo
foi descartada e o gel corado pelo nitrato de pra@82% por 10 min, sob agitacao;
posteriormente o gel foi lavado por 30 segundosagoe deionizada e revelado em
solucdo de NaOH 0,75M e formaldeido 0,1M, sob eddeaté nitido aparecimento das
bandas. Novamente o gel foi transferido para ac8olufixadora, fotografado e
posteriormente seco entre folhas de papel celgfarmaeavel.

A quantificacdo das citocinas presentes foi detegida baseada na densidade
obtida pela andlise das bandas de DNA das amgstfasdftware Quantity-one(The
Discovery series 1998, Biorad laboratories, USA)i ébtido para cada amostra um
indice de expressdo de citocinas, onde: ExpresedmRINA para as citocinas =
densidade Optica do produto de PCR da citoeidansidade 6ptica do produto de PCR
de HPRT.

4.7 — Andlise dos niveis séricos de INje IL-10

Para a dosagem de INf-foi utilizado o Kit ELISA para INR+ murino
(BIOSOURCE - Invitrogen cytokine® signaling), seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante.

Para a dosagem de IL-10, foi utilizado o Kit ELIS#ra IL-10 murino
(BIOSOURCE - Invitrogen cytokine® signaling), seguindo o protocolo sugerido pelo

fabricante.
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4.8 - Avaliagcdo morfométrica

4.8.1 — Preparacao dos cortes histologicos

Fragmentos do coracgéo coletados e fixados em foi@fd tamponado pH 7,2
foram desidratados em concentracdes crescentedcdel, &iafanizados em xilol,
embebidos e incluidos em parafina e posteriormfamtan submetidos a microtomia
para a obtencdo de 3 cortes seriados na espessudand Em seguida, foram
desparafinizados em dois banhos de xilol, hidratadm solu¢des alcoodlicas de
concentracdes decrescentes de alcool (100, 90,7896¢ e lavados em agua corrente

por 5 minutos.

4.8.2 — Técnica de Hematoxilina-Eosina (HE)

As preparacbes acima foram coradas pela hematmxilawadas em agua
corrente e diferenciadas rapidamente em alcooliladd; novamente lavadas em agua
corrente e corados pela eosina. ApG@s o Ultimo gemde lavagem em 4gua corrente, as
laminas foram levadas até a estufa a 56°C pargeamcgosteriormente foram imersas

em xilol e montadas com Entellan e laminula.

4.8.3 — Avaliagdo quantitativa da area ocupada panflamacéo

As células inflamatorias presentes no coracdo foramantificadas em 20
imagens aleatérias (area total percorrida igual5axi1@ unf). As imagens foram
visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadasvas da microcamera Leica
DM5000B e do programa Leica Application Suite (\Aers2.4.0 R1 Leica
Microsystems-Switzerland Ltd). Para a andlise daagens obtidas foi utilizado o
programa Leica QWin V3 (Leica Microsystems-Switaad Ltd) Figural).

29



Péssa, MAS Animal, Material e Métodos

&Y _[Ea _[ed

F _[E!"ﬂ & I-ﬁ_-::i, B r??’il
okt I I druredse

(g I"-E":' Hegin -

- R £ |
Irquit Ireags Dlutped Biray

Figura 3 — Imagem visualizada pela objetiva dex40capturada através de microcamera Leica DM 5000
B sendo processada por meio do programa analisigdionagens Leica Qwin V3, onde a inflamacéo foi
determinada por meio da quantificagdo do niumeronliéeos celulares, marcados em azul, presentes no
campo de area correspondente a 7496618

4.9 — Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizandosssoftwarePrism for Windows,
versédo 4.0. O intervalo de confianca foi de 95% tedos os testes realizados e a
diferenca estatistica foi considerada ps0,05 Os dados histopatolégicos, perfil de
expressao e producao de citocinas foram analisgtmgs do teste dauskal-Wallis
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A avaliacdo do papel das ecto-nucleotidases Tdgpanosoma cruzinos
processos de infeccdo e virulénitiavivo, foi realizada através da avaliagdo da infeccdo
em modelo murino utilizando-se formas tripomastigotla Cepa Y dd. cruzi pré-
incubados com inibidores de ecto-nucleotidasesadailii E-NTPDases (Suramina,
Gadolinio e ARL 67156). Foram utilizadas trés come@xdes de cada inibidor: 100um,
300um e 1mM. Apés pré-incubagcdo de 10 minutospavasitos foram lavados para
retirada do meio com inibidores, suspensos em noei livre de inibidores e
inoculados em camundongos Swiss, por via intrapeat A parasitemia dos animais
foi avaliada diariamente e as curvas representanmédias diarias dos parasitos
observados no sangue periférico dos camundongeadadegrupo experimental.

Para cada inibidor foram apresentados, separadenggaficos de parasitemia e
mortalidade, comparando-se com o grupo controlea(&, na auséncia de tratamento
com inibidores. E importante ressaltar que os afeibbservados devem ser
provavelmente relativos a acdo dos inibidores stenens parasitos, visto que 0s
mesmo foram lavados com meio na auséncia de imibidies de serem inoculados nos

animais.

5.1 — Avaliagcdo da parasitemia e sobrevivéncia - &amina

As curvas de parasitemia dos animais inoculadosparasitos pré-tratados com
diferentes concentragdes do inibidor Suramina esj@iesentadas rrafico 1. A taxa
de infectividade foi de 100% (10/10) para todas@xentracdes utilizadas. O periodo
pré-patente foi de 3 dias tanto para 0 grupo ctntfoanto para os grupos inoculados
com parasitos pré-tratados com as diferentes ctmacées do inibidor. O periodo
patente foi de 26, 21 e 24 dias para as conceegsaddé 100pm, 300pm e 1mM,
respectivamente e 2#las para o grupo controle.

O pico maximo de parasitemia do grupo controle dcépocorreu no 8dia de
infeccdo, com uma média de 541 X’ Harasitos/0,1 ml de sangue. Para 0s grupos
tratados com as concentragfes de 100um, 300pm e dan®uramina, o pico foi de
656 x 18; 302 x 18 e 228 x 18 parasitos/0,1 ml de sangue, respectivamente; exor
em dias distintos da infeccaddabela 1). Desta forma observa-se uma reducédo de

44,18% e 57,86% no pico de parasitemia em relag&ougpo controle, para as
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concentracBes de 300um e 1mM de Suramina, respextivte. Foi observado também
um atraso no dia do pico maximo de parasitemiaadosais tratados com 300um {23
dia) e 1mM (17dia) de Suramina quando comparado ao grupo corgrategrupo pré-
tratado com 100pum do mesmo inibidor, nos quaisreaaro 8 dia de infeccéoTabela

1).

O Grafico 2 apresenta as curva de sobrevivéncia dos animagsilados com
parasitos pré-tratados com diferentes concentragiiesSuramina. Estes dados
evidenciam que somente a concentracdo de 1mM faizcde aumentar a sobrevida dos
animais (30%) quando comparado ao grupo contrd@&o)2 Além disto, observa-se
gue mesmo a mortalidade tendo sido diminuida emestan10% os animais
sobreviveram por mais tempo, indicando uma alteragécurso da infecgao.

Os dados citados anteriormente estdo resumidotabeda 1, para melhor

visualizagdo dos mesmos.

Tabela 1- Resumo das caracteristicas bioldgicas dos ginposlados com parasitos
pré-tratados com diferentes concentragdes do mitBdramina. Parametros analisados:
Periodos pré-patente (PPP), Periodo patente (Ppale Parasitemia.

Pico de Parasitemia

Grupos PPP(dias) PP(dias) Parasitos/0,1ml Dia

de sangue
Controle 3 24 541 x 18 &
Suramina 100pum 3 26 656 x 19 &
Suramina 300um 3 21 302 x 18 22
Suramina 1mM 3 24 228 x 18 17
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Gréafico 1 - Curva de parasitemia utilizando 10 camundongos$Swifectados com 5
x10° tripomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de primeira passagem em cultura
celular, pré-tratados ou ndo com diferentes coragdgs de Suramina por 10 minutos,
por via intraperitoneal.
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Gréfico 2 — Curva de sobrevivéncia utilizando 10 camundongessSinfectados com

5 x10° tripomastigotas da cepa Y d cruzj derivados de primeira passagem em
cultura celular, pré-tratados ou ndo com diferestasentracdes de Suramina por 10
minutos, por via intraperitoneal.
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5.2 — Avaliacdo da parasitemia e sobrevivéncia - @kto de Gadolinio (GdC})

As curvas de parasitemia e sobrevivéncia dos asimaculados com parasitos
pré-tratados com diferentes concentracfes do mib@dCL estdo apresentadas nos
Graficos 3 e 4 E importante ressaltar que para este inibidagrecentracio de 1mM
apresentou toxicidade para os parasitos, de foreaapds incubacdo, 0s mesmos nao
apresentaram viabilidade para o in6culo em camugwon

A taxa de infectividade foi de 100% (10/10) paraa® as concentracoes
utilizadas. O periodo pré-patente foi de 3 diaspmgrupo controle e 5 dias para os
grupos inoculados com parasitos pré-tratados condifasentes concentracdes do
inibidor. O periodo patente foi de 18 e 22 diasapas concentracdes de 100um e
300um, respectivamente; enquanto para o grupoateriti de 24 dias.

Observou-se que a concentracdo de 100um néo fohzcae reduzir
significativamente os niveis parasitémicos, entitetahouve um atraso no pico de
parasitemia, que ocorreu somente nd dif de infeccdo, correspondendo a 722 % 10
parasitos/0,1 ml de sangue. Quando os parasitamfpré-tratados com a concentracéo
de 300um, foi observada uma reducdo de 80,41% o pie parasitemia;
correspondendo a 106 x°lparasitos/0,1 ml de sangue. Este evento foi acohgsm
pelo aumento da sobrevida dos animais para 50%dquaomparado ao grupo controle
(20%) Gréfico 4).

A tabela 2 resume as caracteristicas bioldgicas observadas gnopos
inoculados com parasitos pré-tratados com difesecdacentracdes do inibidor G¢CI

em comparacao ao grupo controle.
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Tabela 2— Resumo das caracteristicas bioldgicas dos ginposlados com parasitos
pré-tratados com diferentes concentracbes do mib@dCk Parametros analisados:
Periodos Pré-Patente (PPP), Periodo Patente {HE) de Parasitemia.

Pico de Parasitemia

Grupos PPP(dias) PP(dias) Parasitos/0,1ml Dia
de sangue

Controle 3 24 541 x 18 8
GdCl; 100pm 5 18 722 x 18 19
GdCl; 300pm 5 22 106 x 18 o
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Gréafico 3 - Curva de parasitemia utilizando 10 camundongos$wifectados com 5
x10° tripomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de primeira passagem em cultura
celular, pré-tratados ou ndo com diferentes conegies de Gdglpor 10 minutos, por
via intraperitoneal.
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Gréafico 4 — Curva de sobrevivéncia utilizando 10 camundongeissSinfectados com

5 x10° tripomastigotas da cepa Y d cruzj derivados de primeira passagem em
cultura celular, pré-tratados ou ndo com diferemmscentracdes de GdCpor 10
minutos, por via intraperitoneal.

5.3 — Avaliagéo da parasitemia e sobrevivéncia - AR67156

O efeito de diferentes concentracdes do inibidorLA6¥156 também foi
avaliado, utilizando-se os mesmos parametros des@nteriormente. OSraficos 5 e
6 apresentam as curvas de parasitemia e sobrevigdaawioais inoculados com
parasitos pré-tratados com diferentes concentrad@sbidor. A taxa de infectividade
foi de 100% (10/10) para todas as concentracokzadths. O periodo pré-patente foi de
3 dias para o grupo controle, 4 dias para os grimqpasilados com as concentracfes de
100pm e 1mM e de 5 dias para o grupo inoculado @aoncentragdo de 300um do
inibidor. O periodo patente foi de 26, 24 e 20 diasa 0s grupos inoculados com
parasitos pré-tratados com as concentracdes de mL00BOOUM e 1mM,

respectivamente.
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No Gréfico 5, observa-se que as concentragdes de 100um e 1mMcdé&iram
reducdo significativa do pico de parasitemia; eatr®, quando a concentracdo de 1mM
foi utilizada, ocorreu uma diminuicdo geral doseidyparasitémicos durante o curso da
infeccdo. O mesmo efeito foi observado para a curemgho de 300pum. Este evento
pode estar relacionado a maior sobrevida obsemnestas grupos.

O pico de parasitemia detectado nos camundongasilauns com parasitos
pré-tratados com a concentracdo de 100pm foi dex4BBparasitos/0,1ml de sangue e
naqueles pré-tratados com a concentracdo de 1miefdR6 x 18 parasitos/0,1ml de
sangue, similar ao grupo controle na auséncia dedares. Entretanto, quando a
concentracdo de 1mM foi utilizada houve um aumelatsobrevida dos animais para
50% quando comparado ao grupo contr@eifico 6).

Quando os parasitos foram pré-tratados com a ctiacéo de 300um do
inibidor houve uma reducéo de cerca de 64,88% c gk parasitemia em relacdo ao
grupo controle; correspondendo a 190 X p@rasitos/0,1ml de sangue; o qual foi
acompanhado pelo aumento da sobrevida dos ani@@Es6p% quando comparado ao

grupo controle (20%).

Tabela 3— Resumo das caracteristicas bioldgicas dos ginposlados com parasitos
pré-tratados com diferentes concentracdes do omibidRL 67156. Parametros
analisados: Periodos Pré-Patente (PPP), Periodnt®&PP) e Pico de Parasitemia.

Pico de Parasitemia

Grupos PPP(dias) PP(dias) Parasitos/0,1ml Dia

de sangue
Controle 3 24 541 x 19 &
ARL 100pm 4 26 456 x 18 o8
ARL 300pm 5 24 190 x 18 19
ARL 1mM 4 20 426 x 19 8
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Gréafico 5 - Curva de parasitemia utilizando 10 camundongos$wifectados com 5
x10° tripomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de primeira passagem em cultura
celular, pré-tratados ou ndo com diferentes commgis de ARL 67156 por 10
minutos, por via intraperitoneal.
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Gréafico 6 — Curva de sobrevivéncia utilizando 10 camundongeissSinfectados com

5 x10° tripomastigotas da cepa Y d cruzj derivados de primeira passagem em
cultura celularpré-tratados ou ndo com diferentes concentraco@dktle67156 por 10
minutos, por via intraperitoneal.
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Apés a avaliacao da influéncia de diferentes camaedies dos inibidores da
apirase (Suramina, GdCk ARL 67156) no curso da infeccdo pélo cruzi em
camundongos Swiss, a concentracdo de cada inilgderinduziu a maior reducéo dos
niveis parasitémicos e da mortalidade, foi escallpdra a realizacdo de experimentos
adicionais para avaliacdo do efeito dos tratamem@sresposta imunolégica do
hospedeiro e andlise histopatologica. Desta fognagos de 12 camundongos foram
inoculados com parasitos pré-tratados com as dgeguioncentracées: Suramina 1mM,
GdCk 300um e ARL 300um. As curvas de parasitemia foemmmpanhadas, e os

resultados demonstram que houve reprodutibilidadedddos obtidos anteriormente.

5.4 — Andlise da expressdo do mRNA para citocinassitu

5.4.1 — Expresséo do mRNA para INR:no coracgéo

A andlise semi-quantitativa da expressao do mRNwa pacitocina INF¢ no
coracdo dos animais foi feita por RT-PCR. Os camogds foram inoculados com
parasitos pré-tratados ou ndo com os inibidords-N&PDases descritos anteriormente,
sendo necropsiados nd@1% de infeccdo para a retirada do coracgao.

Os resultados estao representadossréfico 7 e naFigura 2. A andlise dos
dados demonstrou uma maior expressdo deyIN&-8 dia de infecgdo nos grupos de
animais inoculados com parasitos pré-tratados ceninibidores GdGl (0,4327 _+
0,2188) e ARL (1,077_+10,0973; P<0,001) em relagdo ao grupo controleciat®
(0,380_+0,030). No grupo pré-tratado com o inibidor Suraam(0,258 +0,1323) houve
uma reducdo na expressdo de WNF-

O padréo de expresséo desta citocina no coragianimais foi alterado no 45
dia de infeccéo, podendo-se observar um aumentifisadivo da expressao de INF-
no grupo controle infectado (0,62630#0973) e no grupo de camundongos inoculados
com parasitos pré-tratados com o inibidor Surar(@iz697 +0,0366) em relacdo ad 8
dia. No entanto, os grupos pré-tratados com o &@CP713_+0,1591) e 0 ARL

(0,3475_+0,0555) apresentaram uma redugdo na expresséii-denio coracdo, em
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relagdo ao Bdia de infeccdo. No 24lia, houve diferenca estatistica somente entre os
grupos Suramina e ARL (P<0,05), Gd(#<0,05).

1.2+

1.0+

0.8+

0.6

dgitocina/HPRT

0.4+

0.2+

0.0-

8° Dia 15° Dia

O CNI N C| N SUR I GdCl; N ARL

Gréfico 7 — Andlise semi-quantitativa da expressdo do mRNAcittecina IFNy no
coracdo de camundongos Swiss inoculados com B ifg6mastigotas da cepa Y do
cruzi, derivados de primeira passagem em cultura celpl&-tratados ou ndo com
inibidores de E-NTPDases, por 10 minutos (Surarhmi — SUR, Gadolinio 300pum —
GdCk e ARL 67156 300um - ARL). O indice de expressaccittecinas foi obtido
através da relacdo entre a média da expressadodaaido grupo sobre a média da
expressao do controle endégeno HPRT. (ND — Naocizete)

5.4.1 — Expressao do mRNA para IL-10 no coracdo

A analise semi-quantitativa da expressdo do mRN# pacitocina IL-10 no
coracdo dos animais inoculados com parasitos gtédivs ou ndo com inibidores,
determinada pela RT-PCR, esta representadarafico 8 e naFigura 2. A analise dos
dados demonstrou que ndo houve diferenca sigivficahtre os grupos, tanto ndda
quanto no 15dia de infeccéo, com relacéo a expressao de helébracio.

No & dia de infeccéo, a expressdo desta citocina fwctida em todos os
grupos, entretanto em niveis mais baixos quandgardo a expressado de INFOs
grupos Suramina (0,351 6,0594) e GdGl (0,3403 _+0,178) apresentaram niveis

similares ao grupo controle infectado (0,2713,#038), enquanto o grupo inoculado
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com parasitos pré-tratados com o ARL (0,160B0813) apresentou niveis mais baixos
de IL-10.

No 175 dia de infecgdo, ocorreu uma diminuicdo da exfaese IL-10 tanto no
grupo controle infectado (0,2088 + 0,0832) quardayrupo pré-tratado com o GdCl
(0,2707_+0,0943) em relacdo ad 8ia de infeccdo. No grupo ARL (0,355504017)
ocorreu um aumento da expressdo desta citocinaekagio ao Bdia. Enquanto que
para o grupo pré-tratado com o inibidor Suraminaiogis de expressdo de IL-10 se
mantiveram similares aos observados fladid de infeccdo. Comparando-se com o
grupo controle infectado, no 48ia de infecgdo, os grupos tratados com os inib&lo

apresentaram uma maior expressao de IL-10.

0.6

citocina/HPRT

8° Dia 15° Dia

—= CNI  C | Emm SUR B GdCl; mm ARL

Gréfico 8 — Andlise semi-quantitativa da expressdo de mRNAcittxina IL-10 no
coracdo de camundongos Swiss inoculados com 8 xifiémastigotas da cepa Y @o
cruzi, derivados de primeira passagem em cultura celpl&-tratados ou ndo com
inibidores de E-NTPDases por 10 minutos (Suramimilt SUR, Gadolinio 300pum —
GdCk e ARL 67156 300um - ARL). O indice de expressaccittecinas foi obtido
através da relacdo entre a média da expressadodaaido grupo sobre a média da
expressao do controle endégeno HPRT. (ND — Naoctzete)

42



Péssa, M.A.S. Resultados

A

MM CN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15

162 pb

INF-y

IL-10
293 pb

CNI Cl SUR GdCls ARL

MM CN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15

HPRT

INF- 300 pb

IL-10 293 pb

CNI Cl SUR GdCls ARL

Figura 4 — Expressédo das citocinas INFe IL-10 no coragcdo de camundongos Swiss
inoculados com 5 x faripomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de primeira
passagem em cultura celular, pré-tratados comdmibs de E-NTPDases por 10
minutos (Suramina — SUR, Gadolinio — GZ€IARL 67156) ou n&do (CNI — Controle
N&o-Infectado; Cl — Controle Infectadibgterminado por RT-PCR. Amostras de 5ul das
reacbes de RT-PCR semi-quantitativo foram corridas eletroforese em gel de
acrilamida 6% e corados pelo método da prE&n.8 dia de infeccdo eB) 13 dia de
infeccdo. Canaleta 1: MM, padrdo de massa mole@0@pb; Canaleta 2: CN, controle
negativo; Canaletas: 3-17: produto de RT-PCR obtide cada animal. HPRT, gene
constitutivo utilizado como controle positivo dagéo.

43



P6ssa, M.A.S. Resultados

5.5 — Niveis séricos de INK-e IL-10

Os camundongos inoculados com parasitos pré-tratad ndo com inibidores
de E-NTPDases foram submetidos a coleta de samgpkexb ocular no dia da infecgéo

(ponto 0) e noBe 175 dia; o soro foi separado e utilizado para a dasatgs citocinas.

5.5.1 — Niveis séricos de INK-

A andlise dos dados demonstra que houve uma teiad&o aumento da
producdo de INR+no sangue periférico dos animais inoculados corasftas pré-
tratados com os inibidores da apirase em relac@pugm controle infectado.

Podemos observar que no grupo pré-tratado coribidldn ARL o nivel sérico
de INFy foi maior tanto no 8dia (1.238 + 433,1; p<0,05) quanto no’ Iba de
infeccao (1.202 252,5; p<0,05) quando comparado aos outros grapalksados. Nos
grupos pré-tratados com os inibidores Gd€Buramina a producéo de INfecorreu

em niveis intermediérios, semelhantes ao grupaaerihfectado.

1500+
:g —_ 1000+
L 500
0 T T 1
0 10 20
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Gréafico 9 — Analise dos niveis séricos de INEBe camundongos Swiss inoculados com
5 x 10 tripomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de primeira passagem em
cultura celular, pré-tratados com inibidores daiees por 10 minutos (Suramina 1mM —
SUR, Gadolinio 300pum — Gd&d ARL 67156 300um - ARL) ou nao (CNI — Controle
N&ao-Infectado; Cl — Controle Infectado).
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5.5.1 — Niveis Séricos de IL-10

Com relacédo aos niveis séricos de IL-10 dos caomgub dos diferentes grupos
experimentais observou-se que, Hod& de infeccdo, os grupos pré-tratados com os
inibidores da apirase apresentaram niveis basgsatiicdo desta citocina; Suramina
(14,45 +0,968), GdCJ (15,45 +1,18) e ARL (15,98 4,208). Niveis mais elevados de
IL-10 foram detectados no grupo controle infect§@®,81 +11,41) em relacdo aos
demais grupos avaliados, neste ponto da infecgéo.

No 1% dia de infeccdo, foi observado um aumento na ma@ude IL-10 no
grupo tratado com o ARL (23,393;08) em relagdo ao grupo controle infectado (20,8
+ 5,561). Nos grupos tratados com a Suramina e d4{&d¢itocina IL-10 permaneceu

em niveis basais.
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Gréfico 10 — Analise da producdo de IL-10 no sangue periféde camundongos
Swiss inoculados com 5 x d@ipomastigotas da cepa Y do cruzj derivados de
primeira passagem em cultura celular, pré-tratagoa inibidores por 10 minutos
(Suramina 1mM — SUR, Gadolinio 300um — GA€IARL 67156 300um - ARL) ou
nao (CNI — Controle Nao-Infectado; Cl — Controléebtado).
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5.6 - Avaliacdo morfométrica

Os camundongos foram inoculados com parasitosrgt@dbs ou ndo com os
inibidores de E-NTPDases descritos anteriormemtega necropsiados nd 8 15 de
infeccdo para a retirada do coracdo e utilizadosa a realizagdo da andlise
histopatologica.

No Gréfico 9 e nagriguras 5 e 6estao representadas a quantificacdo de células
inflamatdrias no coracdo dos camundongos dos difesegrupos experimentais nde8
15° dia apds a inoculacéo.

A andlise dos dados mostrou que Adi@ os grupos de animais inoculados com
parasitos pré-tratados com os inibidores Suran®08,9 +8,142; P<0,001), Gd¢l
(328,9_+6,146, P<0,01) e ARL (376,4 9,646) apresentaram uma redug¢do no nimero
de células inflamatérias em relagéo ao grupo ctmninéectado (422 8,153).

No 1% dia, houve um aumento da intensidade da inflamagdooracédo, em
todos os grupos avaliados em relagdo di® Comparando-se com o grupo controle
infectado (578,7 47,45), os grupos Suramina (729,23;42; P<0,05) e ARL (646,6 +
18,99) apresentaram um aumento no numero de céhflamatérias no coragdo. O
grupo tratado com o inibidor GdC(489,7 + 6,326) apresentou uma reducdo da
inflamacao em relacdo ao grupo controle infectado.
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Gréfico 11 — Andlise morfométrica do infiltrado inflamatério nooracdo dos

camundongos inoculados com parasitos da cepa Y. @ouzj derivados de primeira
passagem em cultura celular, pré-tratados comferedtes inibidores por 10 minutos
(Suramina 1mM — SUR, Gadolinio 300um — GA€IARL 67156 300um - ARL) ou

nao (CNI — Controle Nao-Infectado; Cl — Controléebtado).
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8% dia

Figura 5 — Fotomicrografias do infiltrado inflamatério norecédo dos camundongos
inoculados com parasitos da Cepa Y Tdccruzi derivados de primeira passagem em
cultura celular, pré-tratados ou nao com inibidate€-NTPDases por 10 minutos. A —
Controle néo-infectado, B - Controle Infectado, Guramina, D — Gdg| E — ARL
67156.
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T

Figura 6 — Fotomicrografias do infiltrado inflamatério noracdo dos camundongos
inoculados com parasitos da Cepa Y Tocruzi derivados de cultura celular, pré-
tratados ou ndo com inibidores de E-NTPDases, pomihutos. F — Controle néo-
infectado, G - Controle Infectado, H — Suramina,GdCk, J — ARL 67156.
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Resultados

Na tabela 4 estdo resumidos todos os parametrdiadosneste trabalho, nos

grupos pré-tratados com os inibidores Suramina,|Ge@RL 67156, comparando-se

com o grupo controle infectado.

Tabela 4 —Resumo dos parametros avaliados, nos grupos gtz os inibidores
Suramina, GdGle ARL 67156 em relacéo ao grupo controle infectado

GRUPOS
PARAMETROS Suramina GdCl; ARL 67.156
AVALIADOS 1mM 300um 300um
Parasitemia Reducdo de 57,8 % Reducédo de 80,4(% Reducéq&hh 64

(pico de parasitemia)

Mortalidade Reducéo de 10% Reducéo de 30% Reducao de 40%
Expressao 8%dia
de INF-y | Diminuigéo Aumento Aumento (P<0,001)
citocinas 10" [ Aumento Aumento Diminuic3o
15°dia
INF-y | Aumento Diminuicado Diminuicao
IL-10 | Aumento Aumento Aumento
Citocinas 8°dia
no soro INF-y | Aumento Aumento Aumento (P<0,05)
IL-10 | Producéo basal Producéo basal Producéo basal
15°dia
INF-y | Aumento Aumento Aumento (P<0,05)
IL-10 | Producéo basal Producéo basal Aumento
Patologia | 8°dia | Redugdo dofide | Reducdo dofide | Reducéo
(coracéo) células (P<0,001) | células (P<0,01)
15°dia | Aumento do #de | Reducéo Aumento
células (P<0,05)
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A Doenca de Chagas é uma das doencas parasiamasiaior impacto social e
econdmico na América Latina; acometendo, ainda,hojéhares de pessoas. E
caracterizada por alta morbidade e mortalidadesamiiéncia dos danos irreversiveis ao
coracdo e ao trato intestinal (WHO, 2005). Destanéy muitos esforcos tém sido
realizados para o desenvolvimento de farmacos esgiscificos, j4 que os atualmente
utilizados para o tratamento da doenca de Chagasegam baixos indices de cura na
fase crbnica, alta toxicidade e muitos efeitos teodds; os quais, muitas vezes, fazem
com que o paciente abandone o tratamento. Poralvtis mais especificos tém sido
estudados visando uma abordagem mais racionalgpguamioterapia da doenca de
Chagas (Brenegt al, 1984; Couraet al, 2002; Janniret al, 2007; Guedest al 2006).
Neste contexto, vias bioquimicas essenciais a giwbrecia do parasito e ligadas a sua
infectividade tém sido estudadas e resultados gsorés estdo sendo obtidos (Oliveira
et al 2000; Opperdoest al 2001; Verlindeet al 2001; Duet al 2002; Fujjiet al
2005).

As ecto-nucleotidases tém sido associadas a sobnela e a capacidade
infectiva de alguns parasitos, tais comoxoplasma. gondiLeishmania amazonensis
Schistosoma mansoniT. cruzi sendo evidenciado em alguns trabalhos, o seu pape
como fator de viruléncia utilizado por estes pat@ge(Vasconcelost al 1996; Nakaar
et al 1998; Berredo-Pinhet al 2001; Asaiet al, 2002; Meyer-Fernandext al, 2003;
Fiettoet al, 2004; Pinheiret al 2006).

Considerando-se que o papel das ecto-nucleotidassada alvo de muitas
especulagbes, torna-se fundamental a busca porsnomohecimentos no que diz
respeito a sua participagdo em processos de ifespirevivéncia e viruléncia de
parasitos. Portanto, no presente trabalho, foraatisamas as alteracdes no curso da
infeccdo pelol. cruzi,induzidas pelo pré-tratamento dos parasitos cabidores de
ecto-nucleotidases da familia E-NTPDase; focandwipalmente o papel desta enzima
na modulacdo da resposta imune do hospedeiro.

Em uma primeira abordagem foi avaliado o impaetadiferentes concentracdes
dos inibidores Suramina, Gd@® ARL 67156 no curso da infeccdo p&locruzi O uso
destes inibidores foi baseado em dados préviosodeongrupo de pesquisa, onde
mostramos sua acdo sobre o0s tripomastigotas deeiminpassagem celular e
evidenciamos que o pré-tratamento dos parasitosestes inibidores inibe a infecgcéo
em células VERO (Santos, 2008).
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Os resultados obtidos nesta dissertacéo, relafigosurvas de parasitemia e
sobrevivéncia demonstram que para os trés inibédotiizados a influéncia no curso
da infeccéo foi dose-dependente.

Quando diferentes concentragfes de Suramina fotiimadas observou-se que
a concentragdo que exerceu maior efeito na infeég@@a concentracdo de 1mM,
reduzindo o pico de parasitemia e aumentando aewdbr dos animais. Quando a
concentracdo de 300um foi utilizada, o pico de gimaia foi reduzido em relacdo ao
grupo controle, entretanto ndo houve aumento naewgiola dos animais. Na
concentracdo minima utilizada de 100pum néo foimbse® nenhum efeito diferente do
grupo controle.

Santos, 2008 avaliando a inibicdo da atividade-patleotidasica em parasitos
vivos e na NTPDase-l purificada, utilizando difden concentracdes dos mesmos
inibidores, verificou que a concentracdo da surammrais efetiva neste caso foi a de
100um. Desta forma, é possivel verificar que a eomacdo efetiva do inibidor
suramina necessaria para produzir efeito observéreel curso da infeccdo de
camundongos pel®. cruzifoi maior (LmM) do que aquela observadaitro (0,1mM).

A necessidade de concentracdes maiores de suramga experimentos em
camundongos sugere que a sua interacdo com ostgm@sssa ser fraca e ter sido em
parte perdida apds o in6culo nos animais. Outssipidade é que a incubacéo com
100um deste inibidor possa ter induzido um aumdat@xpresséo ou atividade ecto-
nucleotidasica no parasito, como mecanismo comp@nsade forma que no momento
da infeccdo este aumento da atividade proporcanari decréscimo da concentracao
de ATR, consequentemente menor ativagdo dos mecanisnf@matorios do
hospedeiro, favorecendo desta forma a infeccaopaetsito. Esta hipétese explicaria o
fato de que esta concentragdo da Suramina foi @zcage reduzir os niveis
parasitémicos e a mortalidade em relagdo ao gropioate. Esta hipotese é corroborada
pelos resultados de Bissagibal 2003, que verificaram um aumento na atividade-ect
ATPasica dependente de Mgiuando formas epimastigotas Hocruziforam crescidas
em meio LIT, na presenca de suramina. Entretamat@ @onclusdes definitivas sobre o
efeito da suramina na atividade ecto-ATPasicd .deruzimaiores investigacdes devem
ser realizadas, no sentido de verificar se a atilédecto-nucleotidasica, bem como a

expressao desta enzima se encontram aumentadas iapabacdo com este inibidor.
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A suramina ja tem sido usada na pratica médica gpdratamento de algumas
doencas. Alguns trabalhos tém demonstrado um efeitnissor da suramina no
controle da filariose (Korteret al, 2008), no tratamento do céncer, jA que possui
atividade anti-neoplasica (Rebolo, 1994; Bhargaval, 2007); e no tratamento da
tripanossomiase americana. Neste Ultimo, a suramimasido utilizada em associagéo
com outros farmacos, permitindo a diminuicdo daeduoslizada em monoterapias
(Jenningset al 2002; Aminet al, 2008). Desta forma, a Suramina poderia ser atiiz
em experimentos, em associacdo com outros farnjgctdizados para o tratamento da
doenca de Chagas; visando principalmente a dindiouigas doses e dos efeitos
colaterais causados por eles.

Em relagéo aos ensaios utilizando diferentes curasgbes do inibidor Gdgl
foi observado que a concentracdo de 100um ndao dpazc de reduzir o pico de
parasitemia, entretanto, este foi retardado, oodosomente no 19° dia de infecgdo. O
aumento da concentracdo do inibidor para 300pmopmy uma reducédo significativa
do pico de parasitemia e 0 aumento na sobrevida atdamais para 50%. Estes
resultados estdo de acordo com os dados obtiddSgmbos, 2008; o qual verificou que
a concentracdo de 100um ndo atinge o efeito imibithdximo da atividade ecto-
nucleotidasica em parasitos vivos e na NTPDasedmbinante purificada; sendo o
efeito inibitério méaximo obtido quando a concendi@m¢cde 300um ¢€ utilizada
diretamente nos parasitos. Por outro lado estaadnoo foi capaz de inibir
significativamente a atividade nucleotidasica daPNase-I recombinante. Sugerindo,
desta forma que o Gd{lenha efetivamente um efeito sobre alguma ectteatidase
do parasito que pode ser provavelmente diferentéN@BDase-I, que diretamente
afetaria o curso da infecgéo.

Neste sentido é importante salientar que tahtgpanosoma bruceguanto
diferentes espécies tleishmaniatém descritos em seus genomas duas isoformas de E-
NTPDases e qué. cruziaté o momento apresenta somente um gene desf&afdmi
enzimas (Fietto et al. 2004). Porém ainda € pdsgivea segunda isoforma d@ecruzi
ndo tenha sido ainda descrita porque seu genom#&ndequenciado completamente
(El-Sayed et al. 2005). Pode ser que a acédo daamilisdCk observada nos parasitos
vivos e ndo observada na proteina recombinante reégagionada com esta outra
isoforma de E-NTPDase ainda ndo descrita. Outrsiliidade é que exista outra ecto-
nucleotidase dé&. cruzide outra familia génica que possa ser alvo degt@or, ou

ainda que a NTPDase-l recombinante expressa eamsisbacteriano ndo esteja em
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uma conformacédo nativa susceptivel ao inibidor aa gsta acdo dependa de algo
inerente ao parasito que no sistema purificadogpesssido descartado.

Sendo o efeito do Gdg€mais pronunciado que o da suramina, podemos sugeri
gue, apesar do blogueio da NTPDase-l ndo ser npai@ o GdGl do que para a
Suramina (Freitas, 2008), o primeiro possa ser nibidor com maior afinidade pela
enzima, permanecendo ligado por mais tempo mesg®amoculacdo. Uma hipotese
alternativa € que o Gdg£lpossa induzir modificagdes na proteina que a afete
estruturalmente, bloqueando também algum outrolpgpe a mesma possa exercer
durante a infeccdo (como a participacdo na adesfita; visto que este gene tem
predito um sinal de ligacdo a fibronectina ainda estudado). Uma terceira explicagédo
para o maior efeito do Gd{pode ser que, além da NTPDase-l, este inibidosgos
afetar algum outro alvo no parasito, gerando untcef@nérgico e potencializando o
efeito do mesmo sob a infec¢do p€laruzi

Outro ponto importante é que o Ge@m sido descrito como bloqueador de
canais de célcio em células humanas (Babich e204l5) e diversos trabalhos tém
demonstrado que no momento da infeccdo felacruzi vias de sinalizagcdo séo
disparadas tanto no parasito quanto no hospedaihminando em um aumento dos
niveis intracelulares de calcio em ambos (Doca®plloreno, 1996; Burleiglet al,
2002; Yoshida, 2006). Este fato seria impresciidpaga a invasédo das células do
hospedeiro peldl. cruzi Desta forma o Gdglpoderia estar bloqueando canais de
calcio na superficie do parasito, impedindo o aumdas concentragdes intracelulares
de calcio, inibindo assim a penetracdo dos mesnass células hospedeiras. Esta
hipotese explicaria o fato da perda de viabilidddeparasito quando este foi incubado
com a concentracdo de 1mM do inibidor.

Sendo o GdGlutilizado na pratica médica em liquidos de produdé contraste
para exames de tomografia computadorizada podeagiriar que 0 mesmo possa ser
utilizado em humanos como um possivel tratamenta peDoenca de Chagas, porém
isto tem que ser ainda criteriosamente estudads,gste composto na clinica médica
nao é utilizado de forma livre (ion) como foi usadste projeto, sendo nesta condicao
considerado téxico e os compostos derivados de $adas na medicina ndo foram
avaliados neste estudo.

Diferentes concentracdes do inibidor ARL 67156kém foram avaliadas e os
resultados demonstram que a concentracdo mais/eefedi alteracdo do curso da

infeccdo peldrl. cruzifoi a de 300um, a qual foi capaz de reduzir sigaitemente o
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pico de parasitemia e aumentar a sobrevida dosa@i@s resultados obtidos para o
inibidor ARL também corroboram os dados de Sar2088; o qual verificou que a

concentracdo de 300um foi a mais efetiva na inibigad atividade NTPDA4&sica nos
parasitos vivos. Porém na NTPDase-| purificada emmeefeito ndo foi observado e
outras concentragdes de inibidor ndo foram usddasta forma, o efeito bioldgico

deste inibidor observado na infeccdo de camundopgds estar relacionado ao efeito
direto sobre alguma ecto-nucleotidase do parasitopgde ser diferente da NTPDase-|
como discutido anteriormente para o inibidor GAdCI

Levando-se em consideracdo que todos estes exmeoisn foram feitos
tratando-se os parasitos derivados de culturaarelcdm cada inibidor separadamente
nas concentracbes mencionadas; e que somente apbsfugacdo, lavagem e
ressuspensao em meio sem inibidores é que elaw fatihzados para o indculo em
camundongos, pode-se pressupor que qualquer efattservado seja
preponderantemente relativo ao efeito dos inibsl@ebre o parasito e ndo sobre o
hospedeiro. Portanto, podemos inferir, com certgursemca, que a inibicdo do
metabolismo extracelular de nucleotideos de adesinge agora efetivamente como
um novo alvo para o bloqueio da infec¢éo geloruzi

Em um segundo momento do nosso trabalho, forzatih a concentracdo dos
inibidores que teve maior efeito sob o curso deadgdo peloT. cruzi,a fim de se
avaliar se esta inibicdo foi capaz de promoveragties no perfil de resposta imune do
hospedeiro; ja que na literatura, diversos tralsatBm sugerido a participagéo das ecto-
nucleotidases na modulacdo da resposta inflamatdidahidrélise de nucleotideos
extracelulares (Kannaet al, 2002; Langstoret al 2003; Lealet al 2005; Atkinsoret
al, 2006; Bourst al, 2006).

Inicialmente, foi avaliada a expressédo das ciexiiNFy e IL-10 no coracao
dos camundongos dos diferentes grupos experimemi@i§ e 1% dias de infecgdo
(Gréficos 7 e 8). Os resultados demonstram que’rtia8de infeccdo ocorreu uma
tendéncia ao aumento da expressdo de\IN#&- coracdo dos animais dos grupos
tratados com os inibidores Gd@& ARL em relacdo ao grupo controle infectado. &lest
mesmo ponto da infecgdo, os grupos tratados comranrha e GdGlapresentaram
niveis similares de expressédo de IL-10 no coragdoedacao ao controle infectado. No
grupo tratado com o inibidor ARL esta expressaapmesentou diminuida. Estes dados
nos permitem sugerir que possivelmente a inibig@ato-nucleotidases induziu, nos

momentos iniciais da infeccdo, uma estimulacdo miesanismos inflamatérios do
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hospedeiro, controlando o parasitismo de forma rmeBEsva e, portanto reduzindo o
pico de parasitemia em relacédo ao grupo controle.

Estudos com diferentes parasitos tém sugeridopelmias ecto-nucleotidases
como fator de viruléncia, evidenciado principalneerd maior atividade ecto-
nucleotidasica em isolados virulentos de difereptg®cies de parasitos (Nakletral
1998 ; Barro=et al 2000 ; Berredo-Pinhet al 2001; Sison®t al 2004; Maioliet al,
2004).

Marques da Silva (2008) verificou que a adicdadenosina no momento do
in6culo de promastigotas metaciclicas ldebrasiliensisem camundongos C57BL/6
resultou em um aumento do tamanho da lesdo nalpateamundongos, bem como no
aumento do parasitismo; evidenciando, desta fomeaagreducdo nos niveis de ATP
pela acdo das ecto-nucleotidases na superfici@a@dgifo e a conseqiiente elevacdo dos
niveis de ADQsé&o importantes para o estabelecimento da infeccéo

O ATP. é uma molécula conhecida por estimular mecanismitematorios,
atuando como um “sinal de perigo” para a célula &fo é dependente da expresséo
de receptores especificos na superficie das célilvas Células do sistema imune
expressam diferentes tipos de receptores purimérgic portanto sua funcéo pode ser
regulada pela alteragdo da concentracdo dos nigldest no compartimento
extracelular. O ATP age estimulando a producdo de citocinas proé-irdtaras e
guimiocinas, aumentando a migracdo de células pastio de infeccdo; além disso
ativa mecanismos efetores, tais como, producao@edi macréfagos (Kannan, 2002;
Bourset al, 2006).

Desta forma, as ecto-nucleotidases, incluindo BPDase-I, presentes na
superficie doT. cruzj poderiam estar contribuindo para a modulagcdoedposta do
hospedeiro contra o parasito, através da diminudgdooncentragdo do ATE portanto
reduzindo a ativacdo dos mecanismos inflamatérfesprecendo desta forma o
estabelecimento da infec¢éo.

Os dados da expressao de citocinas sdo fortatepielos resultados obtidos na
dosagem sérica de INF-a qual demonstrou uma tendéncia a maior prodde&ta
citocina nos grupos tratados com os inibidorestota & quanto no 15dia apds
infeccdo. Ao mesmo tempo, nossos dados mostrandumiauicdo na producéo de IL-
10 nestes grupos em relagcdo ao grupo controletafecDesta forma, fica evidenciado
gue o pré-tratamento dos parasitos foi capaz deaala resposta imune do hospedeiro,

através do bloqueio da hidrélise de ATela apirase, de forma que mecanismos
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inflamatérios foram estimulados pelo aumento dacentracdo extracelular de ATP;
contribuindo para o controle do parasitismo.

Uma vez avaliada a influéncia dos inibidores rsposta imune do hospedeiro,
em uma ultima abordagem deste trabalho, foi vedficse este efeito se estendia a
inflamacao no coracdo dos camundongos inoculadospesasitos pré-tratados com os
inibidores da apirase; para isto quantificamoséhdas inflamatérias em diferentes dias
da infeccdo (Be 1% dia). Os resultados estdo apresentados no GraficdNossos
dados demonstram que, ndda de infeccdo, houve uma tendéncia a uma redugao
namero de células inflamatdrias no coracdo nosogrmpé-tratados com os inibidores
em relacdo ao controle infectado. No® tha, os grupos pré-tratado com o inibidor
Suramina e com o ARL apresentaram um aumento nemide células inflamatdrias.

No grupo tratado com o GdChouve uma correlagdo entre e expressao de INF-
y no coracdo e a quantificacdo da inflamacdo, dedaque neste grupo, tanto n® 8
quanto no 1%dia de infeccdo, a expressdo de e mostrou em menor nivel e houve
uma reducdo no numero de células inflamatérias edat&o ao controle. Sugerindo,
desta forma que este inibidor possa realmente agtado também de outra forma que
nao somente pela inibicdo de ecto-nucleotidasese etiscutido anteriormente.

Diante do exposto até o momento, observou-se queéedratamento dos
parasitos com inibidores de ecto-nucleotidasesadzilii das E-NTPDases teve um
efeito mais nitido nos momentos iniciais da infecc@videnciados pelos resultados
obtidos no 8dia. Este fendmeno ja era esperado, ja que orteait® dos parasitos com
os inibidores foi realizado anteriormente ao inda@yl portanto pode-se sugerir que com
os ciclos de replicagdo intracelular do parasitohnepedeiro vertebrado ocorra uma
perda do efeito destes inibidores. Esta concluséefoécada pelos dados de Santos e
colaboradores (2008) que mostram a agédo destesanésimidores como bloqueadores
da capacidade infectiva dos parasitos em célulasateiferos.

Neste ponto da infeccéo, os trés inibidores atlds provocaram uma reducgéo
do pico de parasitemia, aumento da expresséo dey lfdkceto o grupo Suramina),
aumento dos niveis séricos de IMFRiivel basal de IL-10 e reducéo na intensidade da
inflamacdo no coracdo dos animais. Estes evendoseda forma contribuiram para o
aumento da sobrevida dos animais inoculados corasipes pré-tratados com o0s

inibidores.
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No 15 dia de infeccdo, os efeitos foram menos pronuosiagntretanto
resultantes dos eventos ocorridos nos momentomifmida infeccdo. Os grupos pré-
tratados com os inibidores continuaram a produiieia mais elevados de INFem
relagdo ao grupo controle infectado, entretantmeste no grupo pré-tratado com o
ARL foi detectado maior nivel de IL-10; esta pro@loigpoderia estar associada ao
aumento da sobrevida dos animais deste grupo. [Weste da infec¢do a expressao de
INF-y e IL-10 nos grupos Gdge ARL foi reduzida em relagédo ao controle; enguant
para o grupo Suramina houve um aumento da exprdsséimbas as citocinas.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho persnitem um melhor
entendimento da participacdo das ecto-nucleotidagsseventos iniciais da infecgéo
peloT. cruzi bem como o seu papel como fator de viruléncialageor este parasito
para determinar o estabelecimento da infeccaoyéstrda modulacdo da resposta do
hospedeiro via hidrolise de nucleotideos de ademwaenciando desta forma que a
inibicio do metabolismo extracelular de nucleotfdee adenina surge agora
efetivamente como um novo alvo para o bloqueiomtic¢éo peld'. cruzi

E importante ressaltar o carater inovador destades ja que trata-se do
primeiro trabalho a avaliar a interferéncia no rheliamo extracelular de nucleotideos
pelo T. cruzj através do uso de inibidores especificos, ndekteimento da infeccdo
experimental; fornecendo evidéncias importantesqde a via metabdlica estudada
surge como alvo para novos estudos em busca fartasnterapéuticas mais racionais

para o tratamento da Doenca de Chagas.
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P6ssa, M.A.S. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitencluir que as ecto-
nucleotidases dd. cruzitém grande importancia no estabelecimento da géatepor
este parasito, possivelmente devido a acdo de aszia familia das E-NTPDases na
diminuicdo da concentracdo de AJPocasionando uma diminuicdo da acéo
imunoestimuladora deste nucleotideo no organismibodpedeiro. Portanto, a inibicdo
do metabolismo extracelular de nucleotideos deimdesurge agora como um novo
alvo para o bloqueio da infeccao por este parasttayés de uma quimioterapia mais

especifica.
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