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RESUMO

Populacdes distintas de Trypanosoma cruzi interagem com células musculares cardiacas
de mamiferos, causando diferentes padrdes de inflamacdo e baixa funcionalidade do
coracdo. Durante a infec¢do pelo T. cruzi, o ATP extracelular é hidrolisado em seu
componente monofosfatado (AMP), com base na infectividade, viruléncia e regulacédo
da resposta inflamatéria. T. cruzi realiza essa hidrolise através da ectonucleotidase,
TcNTPDase-1. Este estudo teve como objetivo avaliar o papel da via de degradacao
extracelular de nucleotideos de adenina em culturas ricas em formas tripomastigotas
metaciclicas (CTM) e formas tripomastigotas derivadas de cultura celular (TC) das
cepas Colombiana (unidade de tipagem discreta - DTU 1), VL-10 (DTU Il) e CL (DTU
VI) de T. cruzi. Para isso, medimos a atividade da ectonucleotidase no parasito e
realizamos a infeccdo em células J774 infectadas e em camundongos C57BL/6
infectados com parasitos pré-tratados ou ndo com suramina para avaliar o perfil
cardiaco parasitéario e inflamatdrio na fase aguda da infecgdo. Nossos dados indicaram
uma atividade mais alta para hidrolise de ATP no CTM da cepa Colombiana em
comparacdo com as das cepas VL-10 e CL. A TC da cepa CL apresentou maior
capacidade de hidrolisar o ATP do que as cepas Colombiana e VL-10. A suramina
inibiu a hidrélise de ATP em todas as formas e cepas do parasito estudadas. A infecgdo
em células J774 com parasitos pré-tratados com suramina foi reduzida e aumentou a
producdo de nitrito in vitro. Estudos in vivo mostraram uma reducdo do infiltrado
inflamatorio no tecido cardiaco de animais infectados com TC da cepa Colombiana pré-
tratado com suramina. Em concluséo, a atividade dessa ectonucleotidase nas formas
tripomastigotas direciona parte das caracteristicas bioldgicas observadas em DTUs

distintas e pode induzir patogénese cardiaca durante a infeccdo por T. cruzi.



ABSTRACT

Distinct populations of Trypanosoma cruzi interact with mammalian cardiac muscle
cells causing different inflammation patterns and low heart functionality. During T.
cruzi infection, the extracellular ATP is hydrolyzed to tri- and/or diphosphate
nucleotides, based on the infectivity, virulence, and regulation of the inflammatory
response. T. cruzi carries out this hydrolysis through the T. cruzi ectonucleotidase,
NTPDase-1 (TcNTPDase-1). This study aimed to evaluate the role of ectonucleotidase
in culture rich in metacyclic trypomastigote forms (CMT) and cell culture-derived
trypomastigote forms (CT) from Colombiana (discrete typing unit - DTU 1), VL-10
(DTU 1), and CL (DTU VI) strains of T. cruzi. For this, we measured ectonucleotide
activity in suramin-treated and untreated parasites and infected J774 cells and C57BL/6
mice with suramin pre-treated parasites to assess parasitic and inflammatory cardiac
profile in the acute phase of infection. Our data indicated a higher ectonucleotide
activity for ATP in CMT from Colombiana strain in comparison to those from VL-10
and CL strains. The CT from CL strain presented higher capacity to hydrolyze ATP
than those from Colombiana and VL-10 strains. Suramin inhibited ATP hydrolysis in all
studied parasite forms and strains. Suramin pre-treated parasites reduced J774 cell
infection and increased nitrite production in vitro. In vivo studies showed a reduction of
inflammatory infiltrate in the cardiac tissues of animals infected with CT from suramin
pre-treated Colombiana strain. In conclusion, ectonucleotide activity in trypomastigotes
forms drives part of the biological characteristics observed in distinct DTUs and may

induce cardiac pathogenesis during T. cruzi infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, que apresenta ciclo de vida heteroxénico
(Chagas, 1909). A forma de transmissdo natural deste agente etioldgico ocorre atraves
de insetos hematdfagos (triatomineos) pertencentes a familia Reduviidae, popularmente
conhecidos como barbeiros.

T. cruzi possui ampla variabilidade intra-especifica tanto ao nivel bioldgico quanto
genético. Estudos envolvendo diferentes populacGes deste parasito demonstraram haver
caracteristicas variaveis entre as cepas relativas a morfologia da forma evolutiva
tripomastigota sanguinea (Brener, 1965; Andrade & Andrade, 1966; Andrade, 1985); a
taxa de crescimento e multiplicagdo em cultivo celular e acelular (Brener, 1977); ao
tropismo tecidual (Melo & Brener, 1978); a viruléncia e patogenicidade (Andrade,
1974, 1985), a suscetibilidade aos farmacos (Filardi & Brener, 1987) e a composi¢do
antigénica (Krettli & Brener, 1982).

Com relacdo a variabilidade na morfologia do parasito, Carlos Chagas demonstrou o
dimorfismo na espécie ao encontrar formas delgadas e largas no sangue periférico de
humanos e de animais experimentalmente infectados (Chagas, 1909). Nas décadas
seguintes, outros pesquisadores também estudaram este dimorfismo intraespecifico e
associaram estes padrdes morfoldgicos do parasito a caracteristicas imunopatoldgicas da
infeccdo (Brener 1965; Andrade, 1970), comprovando assim, que formas largas se
encontravam relacionadas as cepas de baixa viruléncia, apresentando parasitemia baixa
e de carater miotropico, enquanto formas delgadas estavam associadas as cepas de alta
viruléncia, apresentando parasitemia precoce e de carater macrofagotrépico (Brener,
1969).

A compatibilidade entre grupos geneticamente distintos deste parasito sugeriu um
agrupamento, para fins de estudo e investigacdo cientifica, denominado de biodema
(Andrade & Magalhdes, 1997). Do mesmo modo, anteriormente, o estudo de
isoenzimas presentes em populacdes de T. cruzi permitiu um novo agrupamento das
diferentes cepas isoladas de vetores, animais silvestres e animais domésticos em
zimodemas (Toyé 1974; Miles et al., 1977; Romanha et al., 1979 e 1982). T. cruzi
exibe, portanto, um elevado grau de polimorfismo genético, tanto em seu DNA nuclear

14



quanto em seu cinetoplasto (kDNA) e os avangos das técnicas moleculares para o
estudo da diversidade genética de T. cruzi permitiram, nos ultimos 40 anos, gerar
marcadores genotipicos polimorficos eficazes para a confirmacdo da homogeneidade
e/lou heterogeneidade deste protozoario (Morel et al. 1980; Tibayrenc, 1995;
Anonymous, 1999; Freitas et al., 2006). E, exatamente em decorréncia deste progresso
cientifico relativo a diversidade genética do T. cruzi, foi proposta uma nova
classificacdo na qual um conjunto de cepas, caraterizadas por marcadores moleculares
comuns, e por padrdes genéticos idénticos e relacionados seria denominada de Discrete
Typing Unit (DTU). De acordo com Brisse et al., 2000, a subdivisdo da espécie T. cruzi
foi proposta em seis DTUs. ApoOs esta nova classificacdo, houve uma intensa
investigacdo para se correlacionar a genética do parasito e 0s aspectos biolégicos,
clinicos e epidemioldgicos da doenga e, em 2009, outro consenso taxonémico para a
populacdo de T. cruzi foi realizado e uma nova classificagédo proposta. De acordo com
esta classificacdo foi definido que a espécie T. cruzi seria subdividida em seis grupos
denominados Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI de acordo com as analises moleculares
e bioldgicas (Zingales et al., 2009).

Em relacdo aos isolados de parasitos pertencentes a DTU Tcl, a exemplo da cepa
Colombiana, apresentam elevada capacidade de infectar animais de experimentacao,
com um padrdo parasittmico alto, uma infeccdo tecidual severa (Andrade, 1985;
Andrade & Magalhaes, 1997; Toledo et al., 2002); uma elevada eficiéncia para infectar
e completar seu ciclo de vida no vetor (Lana et al., 1998); grande capacidade de
multiplicacdo e sobrevivéncia em cultura acelular e celular (Andrade & Magalhdes,
1997; Toledo et al., 2002; Andrade et al., 2011) e uma maior resisténcia aos
quimioterapicos tanto in vivo quanto in vitro (Filardi e Brener, 1987; Revollo et al.,
1998). A distribuicdo geogréfica desta DTU Tcl esta associada tanto ao ciclo silvestre
quanto ao doméstico da infeccdo, onde, relatos de infeccBes em seres humanos sdo
prevalentes na América Central e no norte da América do Sul, abrangendo a bacia
Amazonica (Zingales et al., 2012). Todavia, em relacdo a essas variaveis, os isolados
pertencentes a DTU Tc I, filogeneticamente polar ou mais distante de Tcl, a exemplo
das cepas VL-10 e Be-78, apresentam valores menores de parasitemia e estdo
relacionados com ao ciclo doméstico da infecgdo, sendo predominante no sul da
América Latina, particularmente, nas regides central, sul e sudeste do Brasil (Zingales et
al., 2012).
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Portanto, a variabilidade genética de T. cruzi é um fator determinante para o
desenvolvimento e a manutencgdo da infeccdo. Da mesma forma, a invasdo de distintas
células de mamiferos também se constitui um fator critico para 0 sucesso de sua

infeccdo, replicagéo e sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado.

1.2 Interacdo parasito- célula hospedeira

T. cruzi é um parasito intracelular obrigatério que apresenta diferentes mecanismos
fisiolégicos/moleculares ao invadir células de mamiferos. A internaliza¢do do parasito é
feita pela forma evolutiva infectante denominada tripomastigota (metaciclica, de cultura
de células/sanguinea). E este processo de invasdo/internalizacdo envolve trés etapas
importantes sendo conhecidas experimentalmente, apenas para as formas
tripomastigotas metaciclicas de cultivo acelular e celular: (i) a adesdo do parasito a
célula hospedeira, (ii) o reconhecimento das proteinas de membrana do parasito pelos
receptores celulares, e (iii) a sinalizacdo intracelular promotora da instalagdo do parasito
no ambiente intracelular (Andrade & Andrews,2004; Fernandes & Andrews, 2012).

O mecanismo de invasdo da célula hospedeira pelo T. cruzi é acompanhado pela
elevacdo do influxo de célcio intracelular levando & despolimerizagdo do citoesqueleto
de actina (Rodriguez et al, 1995) e promovendo exocitose dos lisossomos. O modelo
original de invasdo das formas tripomastigotas de cultivo celular propGe que o
recrutamento e fusdo dos lisossomos no sitio de ligacdo do parasito formaria o vacuolo
parasitéforo (Dvorak & Hyde, 1973; Tardieux et al., 1992). No entanto, estudos
anteriores demonstraram que a maioria dos parasitos adentram as células via
invaginacdo da membrana para formar vacuolos que, posteriormente, se fundiriam aos
endossomos e lisossomos (Woolsey et al., 2003). Esta relacdo entre a exocitose de
lisossomos, dependente do aumento de calcio intracelular, e a entrada de T. cruzi através
da invaginacdo da membrana demonstra que a liberagdo da enzima lisossomal
esfingomielinase pela fusdo dos lisossomos com a membrana plasmatica levaria a
conversao da esfingomielina em ceramida, facilitando a invaginacdo da membrana

durante a invasao do patégeno (Fernandes et al., 2011).

Todavia, T. cruzi apresenta um outro mecanismo de invasdo independente de
lissosomos, o qual ocorre através da fosforilagdo de proteinas presentes na membrana

do parasito e da célula-alvo com a participacdo de PI3K (proteina fosfatidilinositol 3
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quinase) e a geracdo de IP3 (fosfatidil inositol trifosfato), promotores da liberagdo de
calcio intracelular (Souza et al., 2010). Contudo, as formas infectantes do parasito
utilizam mecanismos distintos para invadir as células hospedeiras, uma vez que a
invasdo da forma tripomastigota metaciclica € principalmente dependente de lisossomos
enquanto a internalizacdo da forma tripomastigota derivada de cultura de células

apresenta-se predominantemente independente de lisossomos (Cortez et al., 2016).

A complexidade dos eventos de invasdo celular mostra-se acentuada de acordo com
as diferencas particulares conduzidas pela genética populacional dos parasitos e,
também, por caracteristicas intrinsecas relativas as formas evolutivas infectivas deste
protozoario, uma vez que as formas tripomastigota metaciclica e tripomastigota de
cultura celular utilizam distintos grupos de moléculas de superficie na interagdo com

componentes das células hospedeiras (Yoshida, 2006).

Dentre as glicoproteinas de superficie com propriedade de adesdo celular expressas
na forma tripomastigota metaciclica citam-se a glicoproteina (gp)90, a gp82, a gp30 e a
gp35/50. Estas moléculas com propriedades imunogénicas sdo identificadas
diferentemente, em distintas cepas do parasito e se ligam as células-alvo ativando vias
de sinalizacdo para o favorecimento de uma internalizacdo eficiente por este parasito. A
glicoproteina gp82, por exemplo, se liga a mucina gastrica das células epiteliais durante
a infeccdo da mucosa gastrica (Figura 1A) (Cortez et al., 2014). Ja a gp30, também
envolvida na internalizacdo do parasito, é expressa em cepas de T. cruzi que sao
deficientes em gp82, ligando-se as células-alvo do mesmo modo que a gp82 (Cortez et
al., 2003, 2012a). A ligacdo da gp82 ao receptor leva a ativacao da proteina fosfolipase
C gerando diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), tanto na membrana
plasmética do parasito quanto da célula hospedeira. A ativacdo da proteina quinase C
(PKC) pelo DAG leva a producdo de IP3, o qual promove a liberacdo de calcio
intracelular dos compartimentos sensiveis a esta molécula (Ferreira et al., 2006; Maeda
et al., 2012). A sinalizacdo gerada pela gp82 no parasito leva também a ativacdo de
fosfatidilinostiol 3 quinase (PI3K) e da proteina tirosina quinase (PTK), que, por sua
vez, culmina na fosforilagdo da p175 na membrana plasmatica do mesmo (Favoreto et
al., 1998). Ao mesmo tempo, na célula hospedeira a gp82 induz a ativa¢do do alvo de
rapamicina de mamiferos (mTOR) favorecendo a infeccdo das formas tripomastigotas

metaciclicas (Martins et al., 2011). Em contrapartida, a gp90 modula negativamente a

17



invasdo celular onde niveis elevados de expressdo da mesma sao inversamente
proporcionais a capacidade de invasdo celular do parasito (Yoshida, 2006). Outras
moléculas também recebem destaque nestas formas evolutivas, como a gp 35/50 que, ao
atuar na remocao do &cido sialico, aumenta a capacidade de células-alvo responderem
ao aumento de calcio citosélico, potencializando a invasdo de formas tripomastigotas

metaciclicas (Yoshida et al., 1997).

Por outro lado, em relacdo as moleculas envolvidas no processo de internalizagdo da
forma tripomastigota de cultura celular (Figura 1B), as mais reconhecidas por sua
capacidade sinalizadora sdo a cruzipaina, a trans-sialidase e o antigeno de superficie de
tripomastigota (TSSA), que se ligam a componentes da matriz extracelular da célula
hospedeira. A cruzipaina (ou gp 57/51) é uma cisteina protease expressa em todas as
formas de desenvolvimento de diferentes cepas do parasito, sendo responsavel por
danos teciduais possivelmente por facilitar a ruptura das células hospedeiras (Murta et
al., 1990). Esta protease se liga a cininogénios presentes na superficie da celula
hospedeira degradando-os e levando a producgédo de bradicinina. Esta, por sua vez, liga-
se aos seus receptores B2R estimulando assim a fosfolipase C a produzir IP3 que
mobilizara o influxo de célcio das reservas citosolicas (Scharfstein et al., 2000). Ja a
enzima trans-sialidase transfere especificamente o 4&cido sidlico derivado de
macromoléculas do hospedeiro para as moléculas de superficie do parasito, facilitando
sua internalizacdo (Schenkman et al., 1991) e o TSSAS se liga as células de mamiferos

estimulando a sinalizacdo associado ao célcio intracelular.

Portanto, diferentes moléculas do parasito, bem como de seus respectivos
hospedeiros, encontram-se envolvidas nesse processo de internalizacdo celular e,
consequentemente, na resposta inflamatoria gerada. A expressdo diferenciada dessas
moléculas nas diferentes formas evolutivas e populagdes genéticas do parasito tem se
mostrado associada ao sucesso da infeccdo e ao desenvolvimento de quadros
patoldgicos. Nos ultimos anos, porém, novas moléculas vém recebendo destaque pelas
suas atividades no papel de invasdo de tripanosomatideos: as ectonucleotidases (E-
NTPDases).
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Figura 1: Mecanismos de interacdo das formas tripomastigotas metaciclicas e tripomastigotas de
cultivo celular em células de mamiferos.
Representacéo esquematica de moléculas sinalizadoras e vias que podem ser ativadas durante a entrada de
T. cruzi em células fagociticas de mamiferos, (A) em formas metaciclicas e (B) em formas
tripomastigotas derivadas de cultura de células. Adaptado de Maeda et al.,2012.
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1.3 Sinalizacéo purinérgica

A sinalizacdo purinérgica consiste em um meio de comunicacdo célula-célula
realizada por um conjunto de moléculas que atuam em muitos mecanismos como
modulacdo da resposta imune, inflamagéo, agregacao plaquetéria, proliferacdo e morte
celular, dentre outros (Burnstock, 2003; Burnstock e Knight, 2004).

O ATP e outros nucleotideos e nucleosideos de adenina sdo componentes
encontrados no organismo de mamiferos que desempenham papéis como moduladores
enzimaticos, fornecedores de energia para as células, além de serem essenciais na
composic¢do dos acidos nucléicos (Burnstock et al., 1972; Burnstock et al.,2006; Wright
et al.,2016; Desdin-Mic¢ et al., 2017).

E sabido que o ATP intracelular é principalmente voltado para processos
energéticos (Yegutkin, 2008), no entanto o acumulo de nucleotideos e nucleosideos
também pode ocorrer extracelularmente, onde sdo transportados, hidrolisados ou mesmo
sintetizados por enzimas expressas no lado externo da membrana plasmaética (Gao et
al.,2017). Varios tipos de estresse como estimulos mecénicos, hipoxia ou invasdo de
patdgenos sdo capazes de induzir a liberacdo de ATP por células eucaridticas (Homolya
et al., 2000; McNamara et al.,2001; Seror et al.,2011). Uma vez que o ATP se encontra
no meio extracelular em concentragdes elevadas, ele atua como um “alerta” para o
sistema imune amplificar as respostas de defesa (Zimmermann,2000). O ATP
extracelular (ATPe) estimula respostas inflamatorias contra os micrdbios e permite que
os fagocitos localizem e fagocitem as células mortas (Ferrari et al.,2000; Coutinho-Silva
et al.,2007; Junger, 2011; Jacob et al.,2013; Ding & Tan,2016; Pandolfi et al.,2016).

Através da atividade de enzimas expressas na membrana celular, o ATP e ADP sdo
hidrolisados a AMP pela acdo da CD39, uma ectonucleosideo trifosfato
difosfohidrolase, e posteriormente em adenosina (ADO) pela ecto 5’- nucleotidase,
também conhecida como CD73 (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al.,2012). A
adenosina, por sua vez, pode ser transportada pelos transportadores de nucleosideos ou
sofrer desaminacdo em inosina na membrana plasmatica pela acdo da adenosina
deaminase (ADA) (Figura 2) (Ferrari et al.,2018).

Os nucleotideos de adenina e adenosina desenvolvem suas atividades pela

ligacdo aos seus receptores purinergicos expressos em células imunes e ndo-imunes
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(Bours et al., 2006). Os receptores purinérgicos sdo divididos em P1 e P2, de acordo
com a sua ligacdo a adenosina e aos nucleotideos, respectivamente (Ralevic &
Burnstock, 1998). Os receptores P1 sdo divididos, ainda, em quatro grupos Al, A2A,
A2B, A3 e se ligam a adenosina com diferentes afinidades (Yegutkin, 2014), enquanto
o0s receptores P2 sdo divididos em P2X e P2Y e se ligam a diferentes nucleotideos
(Burnstock, 2006). Tanto o ATP quanto a adenosina desenvolvem papel essencial na
resposta imune e nos mecanismos inflamatorios. O ATP estimula mecanismos
inflamatorios ligando-se as células imunes pelos receptores P2 (Trautmann, 2009). Em
contrapartida, a adenosina, produto da hidrdlise de ATP, esté relacionada & modulacéo
do sistema imune estimulando mecanismos anti-inflamatérios via receptores P1 e
impedindo a ativacdo de mecanismos efetores nas células imunes (Antonioli et al.,
2014).
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Figura 2: Componentes do sistema de sinalizacdo purinérgica. Esquema representativo dos
elementos-chave pertencentes a sinalizacao purinérgica. Adaptado de Junger, 2011.

1.4 Ectonucleotidases

As ectonucleotidases sdo enzimas responsaveis por hidrolisar nucleotideos
extracelulares em seus respectivos nucleosideos. Essas ecto-enzimas pertencem a varias
familias entre as quais estdo incluidas as E-NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato

difosfohidrolase) e, as E-NPP (ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase) que
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possuem atividade fosfodiesterase. Outras familias de ecto-enzimas incluem a
nucleotideo pirofosfatase, fosfatase alcalina que libera fosfato inorganico a partir de
uma variedade de compostos organicos, alem da ecto-5"-nucleotidase que converte

nucleotideos monofosfatos em nucleosideos (Braun et al., 2000, Zimmermann, 2000).

As enzimas da familia das E-NTPDases, também chamadas CD39 ou apirases, sdo
enzimas responsaveis pelo metabolismo extracelular de nucleotideos tri e difosfatados
em seus componentes monofosfatados na presenca de cations divalentes (Ca?* ou
Mg?"). Sdo proteinas, em sua maioria, transmembranicas ou sollveis que tém
capacidade de catalisar a hidrolise de nucleotideos no espaco extracelular ou
intracelular, dependendo de sua localizagdo (Zimmermann, 2001). A familia das E-
NTPDases abrange um grupo de 8 enzimas descritas até entdo, das quais NTPDases 1,
2, 3 e 8 encontram-se localizadas na superficie celular com o sitio catalitico voltado
para 0 meio extracelular, as NTPDases 5 e 6 exibem localizacdo intracelular e passam
por secrecao apds expressao heterdloga e as NTPDases 4 e 7 localizadas inteiramente
no meio intracelular com sitio catalitico voltado para o lumen citoplasmatico das
organelas (Robson et al., 2006). Em particular, as E-NTPDases, embora sejam
comumente destacadas por hidrolisar nucleotideos de adenina (ATPase e ADPase),
possuem, também, afinidades por outros nucleotideos como por exemplo GTP, GDP,
UTP e UDP (Zimmermann, 1999).

As ecto-enzimas jad foram descritas em diversos patdgenos, como Leishmania
amazonensis (Pinheiro et al., 2006), Schistosoma mansoni (Vasconcelos et al., 1993),
Entamoeba histolytica (Barros et al., 2000), Toxoplasma gondii (Asai et al., 1995) e
Trypanosoma cruzi (Bisaggio et al., 2003; Fietto et al., 2004). Devido a elevada taxa
metabolica e de replicacdo, os parasitos necessitam de uma ativa sintese de &cidos
nucléicos e, consequentemente, de uma vasta demanda de nucleotideos purinicos.
Contudo, os tripanossomatideos do género Trypanosoma sdo incapazes de realizar a
sintese de novo de purinas, utilizando, entdo, as E-NTPDases para via de salvacdo de
purinas, através da captacdo de purinas do meio externo, que neste caso é constituido do
ambiente do hospedeiro (De Koning et al., 2002).

No contexto da infeccdo pelo T. cruzi, sabe-se que um importante fator de viruléncia
e de modulacdo da infectividade deste parasito é a Trypanosoma cruzi difosfohidrolase-

1 (TcNTPDase-1), uma ectonucleotidase da sub-familia E-NTPDase presente na
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superficie deste protozoario (Fietto et al., 2004). Esta enzima é responsavel por
hidrolisar e regular a sinalizacdo purinérgica mediada por nucleotideos extracelulares.
Sua participacdo na infeccdo pelo T. cruzi foi sugerida ap6s demonstracdo de que as
formas tripomastigotas apresentavam maior atividade destas enzimas que as formas
epimastigotas (Meyer-Fernandes et al., 2004) que ndo conseguem replicar e completar a

infeccdo celular.

A influéncia da atividade das E-NTPDases, a exemplo da TcNTPDase-1, na
infeccdo e viruléncia da cepa Y de T. cruzi, foi estudada por Santos e cols (2009) que
demostraram que a inibicdo desta enzima atenuava o processo de infeccgdo in vitro, além
de atenuar a viruléncia da cepa em modelo murino apdés a inibi¢do das ectonucleotidases
destes parasitos. Contudo, Mariotini-Moura e cols (2014) demonstraram que esta

enzima possui papel na adesédo celular parasito-hospedeiro.

Um estudo utilizando a cepa Tulahuen de T. cruzi em infeccdo de camundongos
BALB/C avaliou o perfil de expressdo das ectonucleotidases associado a mudanca dos
macrofagos M1 (perfil pro-inflamatério) para M2 (perfil regulador) presentes no tecido
cardiaco dos animais. Apés tratamento com inibidores especificos das
ectonucleotidases, os autores verificaram aumento de macréfagos M1 com reducéo de

citocinas regulatérias nestes camundongos (Ponce et al., 2016).

Por esta razdo, em funcdo das E-NTPDases controlarem as concentraces de
nucleotideos no meio extracelular, seu papel na regulacdo das respostas biologicas
dependentes de nucleotideos extracelulares tem sido avaliado utilizando inibidores,
dentre os quais a suramina recebe destaque. A suramina é um composto derivado de
naftiluréia polissulfonado e utilizado para o tratamento profilatico da tripanossomiase
africana (doenca do sono) (Jennings et al., 2002). No entanto, este farmaco ja foi
investigado na pratica médica para o tratamento de doengas como filariose (Korten et al,
2008), cancer (Osswald & Youssef, 1979), bem como na infec¢do pelo T. cruzi (Santos
et al., 2009; Santos et al., 2015; Novaes et al.,2018). Dentre os efeitos descritos para
esse composto, destaca-se a inibicao da atividade das enzimas transcriptase reversa de
retrovirus (De Clerg, 1979), proteina quinase C (Mahoney et al., 1990), DNA
polimerase (Voogd et al., 1993), proteinas tirosina fosfatases (Zhang et al.,1998) e Mg?
ATPases (Meyer-Fernandes,2002). Além disso, a suramina atua como antagonista dos

purinoreceptores, P2X e P2Y e inibe a ligacdo de alguns fatores de crescimento a seus
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receptores, 0 que estimulou seu uso na quimioterapia contra o cancer (Plesner, 1995).
Alteracbes morfoldgicas no citoesqueleto relacionadas a acdo deste composto também
foram descritas (Soldani et al., 1996; Cirillo et al., 2001; Ohmori et al., 2001; Russell et
al., 2001).

Em tripanosomatideos, a suramina inibe a endocitose de algumas moléculas, a
ligacdo da lipoproteina de baixa intensidade (low density lipoprotein — LDL) em seus
receptores especificos, e interfere na divisao celular (Fairlamb e Bowman, 1980; VVoogd
et al., 1993) além de influenciar na infectividade e causar alteragdes na adeséo entre o
flagelo e o corpo celular destes parasitos, consequentemente influenciando na sua
motilidade (Bisaggio et al., 2006, 2008). Neste contexto, a inibicdo farmacoldgica da
atividade das ectonucleotidases em formas infectantes do parasito surge como um
promissor campo de investigacdo, focando tanto na avaliagdo da infectividade do

parasito quanto na resposta imune e no status patolégico cardiaco do hospedeiro.

1.5 Infec¢do pelo T. cruzi: Imunopatologia

Sabe-se que a presenca de T. cruzi no organismo de mamiferos induz uma complexa
interacdo entre suas moléculas e as células de defesa. Desta interacdo, emerge uma
resposta inflamatoria sistémica e/ou focal, particularmente em tecidos musculares onde
0 parasito se aloja para a eliminacdo do agente etiol6gico. Um dos sitios mais relevantes
para esta interacdo parasito-hospedeiro é o tecido muscular cardiaco, 6rgédo para o qual
T. cruzi apresenta especial tropismo. Desta interacdo resulta o recrutamento e a ativacao
de diversas células com elevada producdo de mediadores inflamatérios de naturezas

distintas, além da coexisténcia de uma resposta imune humoral.

Mesmo assumindo que o objetivo da resposta inflamatéria seja a eliminacdo do
protozodrio, este cenario inevitavelmente € acompanhado pela destruicdo de células
hospedeiras adjacentes e de plexos simpaticos e parassimpaticos, essenciais para 0
funcionamento autonémico cardiaco e de todas as visceras ocas. Esses mecanismos
explicam o desenvolvimento dos “megas”, além da ocorréncia de deposi¢do de coldgeno
intermeando as areas inflamatdrias (Gomes et al.,2014). Estas acdes, em conjunto,

culminam em uma nova reorganizagdo estrutural do orgdo afetando negativamente a
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funcionalidade do coracédo e do trato gastrointestinal caracteristica da doenga de Chagas
(Morris et al., 1990, Prata A., 2001, Marin-Neto et al., 2007).

Constituintes moleculares de T. cruzi e das proprias células dos mamiferos ja foram
descritos como importantes fatores para a génese e perpetuacdo do processo
inflamatoério cardiaco. A resposta inflamatoria inicial a infeccdo por este parasito
parece ser coordenada por células do sistema mononuclear fagocitario que respondem
aos antigenos do parasito mediante vias dependentes de receptores do tipo Toll (TLR)-
Myd88 e NOD (Campos & Gazzinelli 2004a, Campos et al., 2004b, Gongalves et al.,
2013; Mendes et al., 2017). Desta ativacdo originam citocinas pré-inflamatérias como
interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumora (TNF) que, por sua vez, facilitam a
polarizacdo das células TCD4" e CD8" em células produtoras de interferon gama (IFN-
gama) (Bonney et al.,2019). Juntamente com o TNF, o IFN-gama produzido tanto por
células da resposta imune inata quanto adquirida, leva a producéo de éxido nitrico por
macrofagos atuando, assim, no controle e morte direta dos parasitos pelos radicais livres
(Silva et al., 2003, Cutrullis et al.,2017). Na fase aguda, a presenca de células TCD8",
bem como a acdo de imunoglobulinas contra moléculas de T. cruzi e de citocinas, torna-
se essencial para o controle da parasitemia e definicdo do prognoéstico clinico da

cardiopatia chagasica e dos “megas” (Bilate & Cunha-Neto 2008).

As quimiocinas se inserem neste contexto de inflamacéo cardiaca por atuarem no
recrutamento celular (Aliberti et al., 2001). Reforgcando a interacdo direta entre a
infeccdo pelo T. cruzi e a producdo das quimiocinas, € sabido que sua sintese in vitro e
in vivo é potencializada pela presenca de glicofosfatidilinositol ligado a mucina (GPI-
mucina) encontrada nas formas tripomastigotas e epimastigotas do parasito (Aliberti et
al., 2001, Coelho et al., 2002).

A proposta de participacdo destes mediadores inflamatdrios e/ou regulatérios na
imunopatogénese da infeccdo foi extensivamente relatada tanto em modelos
experimentais quanto evidenciadas em estudos com individuos chagasicos (Dutra et al.,
2005). Baseado no estudo associativo e de correlagdo com os parametros clinicos,
acredita-se que a interacdo entre IFN-gama, TNF, as quimiocinas e seus receptores
possa contribuir diretamente para as alteracfes cardiacas observadas em cardiopatas
crénicos (Cunha-Neto et al., 2009).
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Alguns autores tém sugerido uma forte relacdo entre a capacidade de hidrolise de
ATPe por parasitos e 0s processos bioldgicos como viruléncia, sobrevivéncia
intracelular, adesdo celular e modulacdo do sistema imune do hospedeiro (Berrédo-
Pinho et al., 2001; Maioli et al., 2004; Gomes et al.,2015)

1.6 Ectonucleotidases versus o processo inflamatorio na infeccéo pelo T. cruzi

As vias de sinalizacdo purinérgica estdo envolvidas no controle das fungdes das
células do hospedeiro, incluindo a resposta imune, como por exemplo: quimiotaxia de
macrdfagos, neutréfilos; reconhecimento de células danificadas; ativacdo de células T;
fagocitose (Junger, 2011; Cekic & Linden, 2016). Como dito anteriormente, a presenga

de elevadas concentracGes de ATPe atua como sinal de “perigo” para o sistema imune.

No entanto T. cruzi apresenta em sua superficie a TcNTPDase-1, que através da
hidrélise de ATPe a ADO, auxilia-o0 a evadir do sistema imune e a permanecer no
organismo do hospedeiro. Embora o parasito consiga evadir, uma resposta imune
efetora é desencadeada no intuito de controlar sua replicagdo. Contudo essa resposta ndo
é capaz de eliminar totalmente o parasito do organismo e a sua persisténcia leva a danos

teciduais no hospedeiro.

Acredita-se que a inibicdo da ectonucleotidase controlaria a infectividade e o
status patoldgico proporcionando assim beneficios ao hospedeiro. No caso da infeccéo
pelo T. cruzi, este status encontra-se diretamente relacionado com a intensidade do

processo inflamatorio.

Neste contexto, Santos e cols (2009) demonstraram que camundongos infectados
com formas tripomastigotas derivadas de cultura de células da cepa Y de T. cruzi pré-
tratadas com suramina, apresentaram baixa parasitemia e elevada taxa de sobrevida

guando comparado com animais infectados com parasitos normais.

Estudos posteriores realizaram o tratamento de camundongos infectados também
com a cepa Y com a combinacdo de suramina e benznidazol (farmaco utilizado para o
tratamento etioldgico da DC) (Santos et al., 2015) e com a monoterapia de suramina
(Novaes et al., 2018). Ambos trabalhos mostraram aumento da parasitemia e dano no

tecido cardiaco dos animais que receberam as terapias.

Considerando que somente quando 0s parasitos sdo expostos ao pré-tratamento

com suramina haveria a beneficios ao hospedeiro, podemos pressupor que o estudo da
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genbmica do parasito atrelado ao desenvolvimento de inibidores especificos para
ectonucleotidase poderia permitir novas intervencdes farmacoldgicas que auxiliariam no

prognostico do individuo chagasico.

Todavia, primariamente é preciso compreender a relacdo da ectonucleotidase nas
diferentes formas evolutivas, incluindo a forma tripomastigota metaciclica, e cepas de T.
cruzi, bem como o seu papel na infecgdo in vitro e in vivo pelo T. cruzi. Além do mais,
avaliar e compreender a atividade da ADA é também de grande relevancia, uma vez que
o0 equilibrio entre a concentracdo de ATPe e ADO no meio extracelular contribui para a

resolucdo do processo inflamatério.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo existente entre a atividade ectonucleotidasica da cultura rica
em formas tripomastigotas metaciclicas e das formas tripomastigotas derivadas de
cultura de células das cepas Colombiana, VL-10 e CL de Trypanosoma cruzi com a
infeccdo in vitro e com os eventos inflamatorios desencadeados na fase aguda da

infeccdo experimental.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a atividade ectonucleotidasica na cultura rica em formas
tripomastigotas metaciclicas e formas tripomastigotas derivadas de cultura de

células das trés cepas avaliadas;

2. Avaliar a viruléncia dos parasitos apos a inibicdo da hidrolise de ATP pela

suramina;
3. Caracterizar a atividade da adenosina deaminase (ADA);

4. Avaliar a infeccdo de células J774 apés a inibicdo da atividade
ectonuleotidasica, com suramina, e o estimulo com IFN-gama, bem como na

producdo de Oxido nitrico;

5. Auvaliar a inibigdo da atividade ectonucleotidasica, com suramina, na infeccéo de
camundongos C57BL/6 relacionando-a aos parametros patologicos (infiltrado

inflamatdrio/parasitismo tecidual) nestes animais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas do Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas as cepas Colombiana (DTU I), VL-10 (DTU II) e CL (DTU VI) do
T. cruzi. Essas cepas possuem o perfil de resisténcia a terapia de referéncia bem
caracterizado, sendo as cepas Colombiana e VL-10 resistentes e a cepa CL sensivel ao
tratamento com benznidazol e nifurtimox (Filardi e Brener, 1987), conforme
demonstrado na tabela 1. As cepas Colombiana, VL-10 e CL foram utilizadas nos

experimentos in vitro e in vivo.

Tabela 1: Caracteristicas das cepas utilizadas no estudo.

or Hospedeiro
rigem A
Cepa g DTU* Referéncia
P geografica (fase da
doenca/vetor)

Colombiana  Coldmbia  Homem (cronica) | Frederici et al (1964)

VL-10 MG/Brasil  Homem (cronica) I Schlemper et al (1982)

CL RS/Brasil T. infestans VI Brener & Chiari (1963)

(invertebrado)

*Utilizou-se a nomenclatura proposta por Zingales et al (2009), onde Discrete Typing Units (DTU) definem-se como
conjuntos de cepas do parasito que sdo geneticamente relacionados e identificAveis por marcadores genéticos,
moleculares ou imunolégicos comuns (Zingales et al. 2009).

4.2 Experimentos in vitro

4.2.1. Obtencéo do parasito

(i) Cultivo das formas epimastigotas

As cepas Colombiana, VL-10 e CL foram cultivadas em meio axénico utilizando
meio LIT (Liver Infusion Triptose), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),

mantidas em estufa BOD, a 28°C. Para o crescimento exponencial das formas
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epimastigotas foi adicionado o meio de cultura a cada 2 dias e feito um repique semanal
na proporcao de 1mL (cultura)/ 2mL de meio LIT. Com objetivo de manter o parasito
em criobanco, ap0s cerca de oito semanas, 0s parasitos foram homogeneizados em meio
LIT contendo 10% de glicerina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e criopreservados

em nitrogénio liquido.

(ii) Obtencao da cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas

A cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas Colombiana,
VL-10 e CL foi obtida a partir de formas epimastigotas mantidas em meio LIT. Cinco
mililitros de cultura, em fase exponencial, foram adicionados a 15 mL de meio Grace
(Grace’s Insect medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em pH 7,0. Essa
suspenséo de parasitos foi mantida em garrafa de cultura (75 cm?®), a 28° C, por 12 dias.
Apos esse periodo, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 3500rpm, por 10
minutos a 4°C. O numero de parasitos foi determinado através de contagem em camara
de Neubauer e a partir dessa contagem foi preparado o in6culo para os experimentos in
vitro quanto in vivo, bem como a quantidade de parasitos para realizacdo dos ensaios da
atividade ectonucleotidasica e da atividade da ADA. O rendimento de formas
tripomastigotas metaciclicos foi de 62% para a cepa Colombiana, 60% para a cepa VL-

10 e 58% para a cepa CL.

(iii) Obtencéo de formas tripomastigotas de cultura celular

As formas tripomastigotas derivadas de cultura celular das cepas Colombiana,
VL-10 e CL foram obtidas a partir do sobrenadante de cultura de células de mamiferos
infectadas. Para isso, células VERO foram cultivadas em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. Ao atingir cerca de 70% de confluéncia, a cultura foi infectada com
formas tripomastigotas metaciclicas oriundas da cultura axénica das cepas Colombiana,
VL-10 e CL apo6s 12 dias de diferenciacdo em meio Grace (metaciclogénese). Apos 24
horas de incubacdo a 37°C, 5% CO>, 0 meio de cultura foi removido e 0s parasitos ndo
internalizados retirados através de sucessivas lavagens com PBS. As células foram
novamente incubadas com meio DMEM a 37°C por 8 dias, quando o sobrenadante foi
coletado e centrifugado, a 600rpm, 24°C, por 2 minutos, para remoc¢do dos debris
celulares. Posteriormente, o sobrenadante rico em parasitos foi centrifugado a 3500rpm,
por 10 minutos a 4°C e o sedimento ressuspenso em meio de cultura para posterior

utilizacdo nos experimentos. Apenas parasitos recém-liberados das células e ativos
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foram utilizados nos experimentos in vivo e in vitro bem como nos ensaios da atividade

ectonucleotidasica e da atividade da ADA.

4.2.2 Ensaio de atividade ectonucleotidasica dos parasitos

A avaliacdo da capacidade de hidrélise de nucleotideos pela cultura rica em
formas tripomastigotas metaciclicas e formas tripomastigotas derivadas de cultura
celular das cepas Colombiana, VL-10 e CL foi realizada utilizando-se um método
colorimétrico de dosagem de fosfato inorganico liberado pela incubacdo dos parasitos
com ATP, ADP ou AMP. Este método tem como procedimento a incubacdo dos
parasitos intactos durante 1 hora a 30°C em tampéo de reacdo contendo NaCl 116 mM,
KCI 5,4 mM, 5,5 mM de D-glicose, 5 mM de MgCl, e 50 mM de tamp&o Hepes-Tris,
na presenca de 5 mM de ATP, ADP ou AMP (Merck/Sigma-Aldrich) (Bisaggio e cols.,
2003). A reacdo se inicia com a adicdo da cultura rica em formas tripomastigotas
metaciclicas e das formas tripomastigotas derivadas de cultura celular, sendo paralisada
com a adicdo de HCI 0,2 M (Fietto e cols., 2004). Para determinar a hidrolise
inespecifica, e assim, obter um grupo controle, os parasitos foram adicionados depois
que a reacdo foi interrompida. Apds a interrupgdo da reacdo, a suspensao de parasitos
foi submetida a centrifugacdo que possibilitou a sedimentacdo dos mesmos e permitiu, a
partir de aliquotas do sobrenadante, a medigdo do fosfato inorgénico liberado (Pi)
(Ekman e Jager, 1993). As atividades enzimaticas foram expressas como nanomol de Pi

liberado por 1x108 parasitos em 1 hora.

Para avaliar a inibicdo da atividade ectonucleotidasica, da cultura rica em formas
tripomastigotas metaciclicas e das formas tripomastigotas de cultura celular, pela
suramina (200uM) foi feita a adi¢do deste inibidor ao tampao de reacdo. Posteriormente,
0s parasitos foram incubados nesse tampdao por 1 hora, conforme metodologia descrita

para avaliacdo da atividade ectonucleotidésica.

4.2.3 Atividade da Adenosina Desaminase (ADA) dos parasitos
A atividade da ADA foi avaliada nos parasitos pelo método descrito por Giusti e

Gakis (1971). Primeiramente, os parasitos vivos intactos foram lavados duas vezes em
solucdo salina a 0,9% e depois ressuspensos em solucdo salina tamponada com fosfato
(pH 7,2) (1x107 parasitos/mL). As amostras foram pré-incubadas por 10 mina 37 °C e a
reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de substrato adenosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA) até uma concentracdo final de 21 mmol/L. Apds incubacgdo por 1 hora, a reagdo
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foi interrompida pela adigio de 500pL de reagente fenol-nitroprussiato (106/0.16
mmol/L) (Merck, Darmstadt, Alemanha). Posteriormente foi adicionado a rea¢do 500uL
de hipoclorito de sodio (125/11 mmol/L) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
homogeneizada. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e 0 ensaio
colorimétrico foi realizado a 620nm. O sulfato de amonio na concentragdo de 75pumol/L
foi utilizado como padréo de amonia. A atividade especifica foi expressa como nanomol

de amonia (NHs) por 107 parasitos por hora.

4.2.4 Ensaios de infectividade celular e avaliacdo da producédo de éxido nitrico (NO)

Células da linhagem J774A.1 (American Type Culture Collection, ATCC: TIB-
67) provenientes de células de sarcoma de camundongos BALB/c foram mantidas em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de glutamina 2mM e 0,2% de
gentamicina 200pg/mL. Garrafas de cultura de 75 cm? contendo as células (mantidas a
37°C e 5% de COy) foram soltas/raspadas semanalmente utilizando um espalhador de
células. Para utilizacdo nos experimentos foram plaqueadas 1x10%células/pogo, sobre
laminulas de 13mm, em placas de 24 pocos. Apés 24 horas de incubacdo, nas mesmas
condicBes descritas, as células foram infectadas com parasitos previamente incubados
em temperatura ambiente por 10 minutos em meio DMEM 10% de SFB com ou sem
100uM de suramina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na proporcédo
1:1(parasito/célula). Apos prévia incubacdo, os parasitos foram centrifugados (3500 rpm
por 10 minutos, a 4°C), ressuspensos em meio DMEM 10% de SFB e colocados em
contato com a monocamada de células J774A.1. Dentro de 24 horas apds a infeccdo as
células foram tratadas ou ndo com 10U/mL de IFN-gama recombinante murino (R&D
Systems, Minneapolis, EUA) por 48 horas. A producdo de 6xido nitrico (NO) foi
avaliada pela reagédo de Griess (Green et al., 1982).

Finalizadas as 24 e 72 horas de infec¢do, houve a coleta do sobrenadante e as
laminulas foram lavadas com agua, fixadas com metanol por 5 minutos e em seguida,
coradas pela solucdo de Giemsa (10% em agua destilada). Apds secagem das laminulas
e montagem em lamina com Entellan (Merck), determinou-se o numero de células
infectadas e o nimero de parasitos por célula infectada em uma contagem de no minimo

100 células ao microscopio optico (aumento de 100x).
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4.3 Experimentos in vivo

4.3.1 Animais, parasitos e infecgio
Para os ensaios in vivo, camundongos C57BL/6 machos com 30 dias de idade

foram fornecidos e mantidos no Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP). Todos o0s experimentos e protocolos seguiram diretrizes para 0 uso
de animais na pesquisa CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal) e aprovadas pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFOP (n°
2016/29). Grupos de 10 camundongos foram inoculados intraperitonealmente com
1x108 da cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas ou formas tripomastigotas
derivadas de cultura de células de T. cruzi tratadas ou ndo com 1 mM de suramina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As cepas de T. cruzi, citadas anteriormente,
foram tratadas com o inibidor suramina conforme detalhado no estudo de Santos et al.,
2009. E importante ressaltar que a viabilidade dos parasitos foi avaliada mediante a
observacdo de sua movimentacdo, sendo estes contados em Cémara de Neubauer. A
parasitemia foi determinada diariamente de acordo com Brener (1962) e 0s animais
foram sacrificados no trigésimo dia pés-infeccdo quando os tecidos cardiacos foram

coletados para andlise histopatoldgica.

4.3.2 Processamento do tecido muscular cardiaco para microscopia éptica
Os animais dos grupos experimentais foram eutanasiados no 31° dia apo6s a

infeccdo. Durante esse procedimento os fragmentos do coragdo foram coletados e
imediatamente fixados em solucdo de DMSO/metanol e, posteriormente processados
rotineiramente. Os blocos montados foram submetidos a microtomia em seccdes de
4um para confec¢do das laminas que foram coradas pelo método de Hematoxilina &

Eosina (para quantificacdo do infiltrado inflamatorio).

i.  Técnica de Hematoxilina & Eosina (HE)

Para andlise quantitativa e qualitativa do processo inflamatério no tecido
muscular cardiaco dos animais foi realizada a colora¢@o por HE. Secgdes com 4um de
espessura foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos em cada,
hidratados em solugdes alcodlicas de concentragdes decrescentes de alcool (100%, 90%,
80% e 70%), 10 minutos em cada, e lavados em &gua corrente por 10 minutos e em PBS
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pH 7,2 por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina por 10
minutos, lavados em agua corrente e diferenciados rapidamente em alcool acidulado e,
logo apos, lavados novamente em agua corrente. Depois foram corados pela eosina
durante 1 minuto. Apo6s o ultimo processo de lavagem em agua corrente, as laminas
com os cortes, foram acondicionadas em estufa a 56°C para secagem e, posteriormente
submetidas a um banho de xilol durante 30 minutos. Ao final, as laminas foram

montadas com laminulas e Entellan.

4.3.3 Avaliacéo histopatoldgica

Para as analises dos cortes histologicos, as imagens foram digitalizadas
utilizando o microscopio Leica DM5000B com uma microcaméra acoplada, sendo
processadas por meio do programa analisador de imagens Leica QWin V3. O processo
inflamatorio foi avaliado mediante quantificacdo de todos os nucleos celulares presentes
nos fragmentos do coracdo em 25 imagens aleatorias (34615 um?) obtidas em objetiva
de 40x. O mesmo foi determinado pelo nimero de nucleos das células presentes nos
animais nédo-infectados + desvio padrdo (controle). Os animais infectados com o T. cruzi
que apresentavam valores de quantificacdo de nucleos celulares acima desta media

foram considerados com inflamacéo cardiaca.

4.4 Analise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 e os dados foram analisados
utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrdes de normalidade. Os
parametros avaliados foram representados pela mediana ou média de seus valores e
respectivo erro médio padrdo. De acordo com a natureza dos dados e para a comparagdo
entre dois grupos foram realizados os testes Mann Withney (dados ndo paramétricos) e
teste-t (dados paramétricos). Os testes Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s (dados
ndo paramétricos), OneWay ANOVA com pds-teste de Tukey-Kramer (dados
paramétricos) foram utilizados para multiplas comparag@es. Diferencas significativas

entre os grupos foram definidas quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade da ATPasica é dependente da cepa de T. cruzi

A cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas e formas tripomastigotas
derivadas de cultura de células exibiram diferentes niveis de hidrolise de ATP os quais
foram distintos entre as cepas (Figura 3A; 4A). No entanto, ndo foram observadas
diferencas na hidrolise de ADP e AMP entre as cepas e a origem das formas

tripomastigotas.

Na cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas, a cepa Colombiana
apresentou maiores niveis de hidrolise de ATP em comparacdo com as cepas VL-10 e
CL (Figura 3A). De outro modo, para as formas tripomastigotas de cultura de células, a
cepa CL apresentou niveis mais altos de hidrélise de ATP do que os observados com as
cepas Colombiana e VL-10 (Figura 4A). E importante ressaltar que, na cultura rica em
formas tripomastigotas metaciclicas, todas as cepas apresentaram niveis mais altos de

hidrolise de ATP, quando comparadas as formas epimastigotas (dados ndo mostrados).

A avaliacdo da inibicdo da atividade enzimatica por suramina na cultura rica em
formas tripomastigotas metaciclicas e formas tripomastigotas derivadas de cultura de
células (Figura 3B, C; 4B, C) mostrou que esse composto foi capaz de inibir a hidrolise
de ATP em todas as cepas (Figura 3B, 4B). Em relacdo ao bloqueio da atividade da
ADPase, ndo foram observadas diferencas significativas entre as cepas bem como

guanto a origem das formas tripomastigotas (Figura 3C; 4C).
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Figura 3: Atividade ectonucleotidasica e efeito do inibidor das E-NTPDases, suramina, na hidrélise
de ATP e ADP da cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas de diferentes cepas de T.
cruzi. (A) Atividade ectonucleotidésica da cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas
Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi; (B) Efeito da suramina (200uM) sobre a hidrolise de ATP; (C)
Efeito da suramina sobre a hidrolise de ADP. Os parasitos foram centrifugados e incubados com ATP,
ADP e AMP, contendo suramina ou néo, por 1 hora a 30°C. A atividade foi avaliada pela quantidade de
fosfato inorganico liberado. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padrdo de trés repeticbes
independentes. Andlise estatistica realizada por One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em
comparagéo ao grupo controle. *p<0,05.
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Figura 4: Atividade ectonucleotidasica e efeito do inibidor da E-NTPDases, suramina, na hidrolise
de ATP e ADP de formas tripomastigotas derivadas de cultura de células de diferentes cepas de T.
cruzi. (A) Atividade ectonucleotidasica de formas tripomastigotas derivadas de cultura celular das cepas
Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi; (B) Efeito da suramina (200uM) sobre a hidrolise de ATP; (C)
Efeito da suramina sobre a hidrolise de ADP. Os parasitos foram centrifugados e incubados com ATP,
ADP e AMP, contendo suramina ou néo, por 1 hora a 30°C. A atividade foi avaliada pela quantidade de
fosfato inorgénico liberado. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padréo de trés repeticbes
independentes. Andlise estatistica realizada por One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em
comparagéo ao grupo controle. *p<0,05.
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5.2 Atividade da hidrdlise de Adenosina é distinta nas diferentes cepas de T. cruzi

Conforme apresentado para as atividades ectonucleotidasicas, também foram
observadas diferencas nos niveis de atividade da ADA entre as trés cepas estudadas
(Figura 5A, B). Para a cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas, a cepa
Colombiana apresentou maior nivel de atividade da ADA quando comparada as cepas
VL-10 e CL (Figura 5A). Em relacdo as formas tripomastigotas derivadas da cultura de
células, a cepa CL apresentou maior atividade de ADA em comparacdo as cepas
Colombiana e VL-10 (Figura 5B).
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Figura 5: Atividade da Adenosina Deaminase (ADA) da cultura rica em formas tripomastigotas
metaciclicas e de formas tripomastigotas derivadas de cultura de células de diferentes cepas de T.
cruzi. (A) Cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas, (B) Formas tripomastigotas derivadas de
cultura de células das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi foram centrifugadas e incubadas com
adenosina por 1 hora a 37°C.A atividade foi avaliada pela quantidade de ambdnia liberada. Os dados
apresentados referem-se a média e desvio-padrdo de trés repetices independentes. Andlise estatistica
realizada por One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em comparagéo ao grupo controle. *p<0,05.
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5.3 O pré-tratamento com suramina interfere na infeccdo de células J774A.1 pelo

T. cruzi e na producéo de 6xido nitrico

Para avaliar a participacdo da ectonucleotidase na infeccao in vitro pelo T. cruzi,
0 parasito foi pré-tratado ou ndo com 100uM de suramina e as células J774 foram
infectadas para analisar a infectividade, o nimero de amastigotas por célula e a
producdo de NO. Observou-se que, 24 horas apos a infec¢do pela cultura rica em formas
tripomastigotas metaciclicas, o pré-tratamento com suramina reduziu a infectividade
(Figura 6A) e o numero de amastigotas por célula (Figura 6C), além de aumentar a
producdo de NO (Figura 6E) pelas células J774 nas trés cepas estudadas. Além disso,
sem o pré-tratamento com suramina, a cepa Colombiana apresentou maior infectividade
e nimero de parasitos por célula que as cepas VL-10 e CL. Da mesma forma, a inibicéo
com suramina nas 24 horas apos a infeccdo também reduziu a infectividade celular
(Figura 7A) e o numero de amastigotas (Figura 7C), bem como o aumento da producéo
de NO (Figura 7E) pelas células J774 infectadas com formas tripomastigotas derivadas
da cultura de células de todas as cepas avaliadas. Com essa forma evolutiva do parasito,
a cepa CL apresentou maior infectividade e numero de parasitos por célula quando
comparada as cepas Colombiana e VL-10.

Apobs 24 horas de infecgdo, as células J774 foram estimuladas ou ndo com 10
U/mL de IFN-gama murino recombinante por 48 horas. Dessa forma, 72 horas apés a
infeccdo, o pré-tratamento dos parasitos com suramina e o tratamento de células com
IFN-gama reduziram a infectividade (Figura 6B; 7B), o nimero de amastigotas por
célula (Figura 6D; 7D), além de aumentar a producdo de NO por essas células (Figura
6F; 7F) na infeccdo pela cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas bem como
por formas tripomastigotas derivadas de cultura de células. A infeccdo pela cepa
Colombiana da cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas apresentou maior
infectividade e maior nimero de parasitos por célula quando comparada as cepas VL-10
e CL, enquanto a infeccdo pela cepa CL de formas tripomastigotas derivadas da cultura
celular manteve maior infectividade e numero de parasitos por célula, em comparacao a

cepa Colombiana, como observado anteriormente em 24 horas de cultivo.
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Figura 6: Infeccdo de células J774 por cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas de
diferentes cepas de T. cruzi e producdo de 6xido nitrico. Células J774 foram infectadas por cultura rica
em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T.cruzi na propor¢do de
1:1 (parasito/célula) com ou sem pré-tratamento com suramina. A porcentagem de células infectadas foi
avaliada em 24 horas (A) e 72 horas (B) de cultivo, bem como a porcentagem de amastigotas em 24 horas
(C) e 72 horas (D) de cultivo. A producdo de éxido nitrico em 24 horas (E) e 72 horas (F) de cultivo
também foi avaliada sob diferentes estimulos descritos em (F). *p <0,05 entre cepas de T. cruzi, # p<0,05
J774, T. cruzi, & p<0,05 J774, T. cruzi + suramina.
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Figura 7: Infeccdo de células J774 por formas tripomastigotas derivadas de cultura de células de
diferentes cepas de T. cruzi e producdo de 6xido nitrico. Células J774 foram infectadas por formas
tripomastigotas derivadas de cultura celular das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T.cruzi na propor¢ado
de 1:1 (parasito/célula) com ou sem pré-tratamento com suramina. A porcentagem de células infectadas
foi avaliada em 24 horas (A) e 72 horas (B) de cultivo, bem como a porcentagem de amastigotas em 24
horas (C) e 72 horas (D) de cultivo. A producéo de 6xido nitrico em 24 horas (E) e 72 horas (F) de cultivo
também foi avaliada sob diferentes estimulos descritos em (F). *p <0,05 entre cepas de T. cruzi, # p<0,05
J774, T. cruzi, & p<0,05 J774, T. cruzi + suramina.
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5.4 O pré-tratamento com suramina estimulou o controle da parasitemia

De outro modo, investigamos a participa¢do da ectonucleotidase na infeccdo de
camundongos C57BL/6 com parasitos, de trés cepas e duas origens de formas
tripomastigotas do T. cruzi, pré-tratados com 1mM de suramina e inoculados com 1000
formas do parasito em cada animal. O grupo controle positivo foi o infectado com
parasito sem pré-tratamento.

O pré-tratamento com suramina levou a reducdo do pico maximo de parasitemia
quando os animais foram inoculados com a cultura rica em formas tripomastigotas
metaciclicas das cepas Colombiana (Figura 8A), VL-10 (Figura 8B) e CL (Figura 8C)
de T. cruzi. Um perfil semelhante foi observado quando os animais foram inoculados
com formas tripomastigotas derivadas de cultura celular pré-tratadas das cepas
Colombiana (Figura 9A) e CL (Figura 9C). No entanto, o pré-tratamento com suramina

ndo interferiu na sobrevivéncia desses animais (dados ndo mostrados).
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Figura 8: Curvas de parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados com 1.000 formas da cultura
rica em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi. Grupos
de 10 animais foram infectados com cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas (A)
Colombiana; (B) VL-10 e (C) CL de T.cruzi, pré - tratadas ou ndo com suramina. Os dados em cada
ponto da curva equivalem & média da parasitemia/dia referente a cada grupo. * p<0,05.
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Figura 9: Curvas de parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados com 1.000 formas
tripomastigotas derivadas de cultura de células das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi.
Grupos de 10 animais foram infectados com formas tripomastigotas derivadas de cultura celular das cepas
(A) Colombiana; (B) VL-10 e (C) CL de T.cruzi, pré - tratadas ou ndo com suramina. Os dados em cada
ponto da curva equivalem a média da parasitemia/dia referente a cada grupo. * p<0,05.



5.5 O pré-tratamento com suramina reduziu o infiltrado inflamatério cardiaco na
infeccdo com formas tripomastigotas derivadas de cultura de células da cepa

Colombiana de T. cruzi

Nos animais infectados com a cultura rica em formas tripomastigotas
metaciclicas, o pré-tratamento com suramina ndo reduziu a inflamacdo no tecido
cardiaco na infec¢do com as cepas Colombiana (Figura 10A, B), VL-10 (Figura 10C, D)
e CL (Figura 10E, F). No entanto, a cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas
da cepa VL-10 apresentou maior processo inflamatdrio cardiaco em animais infectados
com parasitos pré-tratados ou ndo, quando comparado as cepas Colombiana e CL
(Figura 10G).

Quando os camundongos foram infectados com formas tripomastigotas
derivadas de cultura de celulas, o pré-tratamento com suramina foi capaz de reduzir o
processo inflamatorio cardiaco em animais infectados com a cepa Colombiana (Figura
11A, B). Além disso, observou-se gque animais infectados com parasitos pré-tratados
com suramina das cepas VL-10 (Figura 11C, D) e CL (Figura 11E, F) apresentaram
aumento no processo inflamatério quando comparados aos animais infectados com a

cepa Colombiana (Figura 11G).
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Figura 10: Fotomicrografias representativas do coracdo e quantificagdo do processo inflamatério
no musculo cardiaco de camundongos infectados com 1.000 formas da cultura rica em formas
tripomastigotas metaciclicas das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi. Fotomicrografias do
infiltrado inflamatorio (A-F) e analise do infiltrado inflamatério no tecido muscular cardiaco(G) de
animais infectados com cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas das cepas Colombiana(A,B),
VL-10 (C,D) e CL (E,F) de T. cruzi, pré-tratadas ou ndo com suramina. Hematoxilina-Eosina.
Barra=50um2. * p> 0,05 comparado com o grupo controle infectado e ndo tratado. A linha tracejada
representa o nimero médio de células quantificadas em cortes histoldgicos cardiacos de animais nédo
infectados(n=5).

46

CL



cruzi T. cruzi + Suramina

Colombiana

VL-10

G okk
r
_ *
u:E:_ 250+ r e
3 e - -

S 2001 ok r
E [ —
§ 1504
‘o
[&]
© 100
=l
2
g 50
=
z

0

Colombiana VL-10 cL

Figura 11: Fotomicrografias representativas do coracdo e quantificacdo do processo inflamatério
no musculo cardiaco de camundongos infectados com 1.000 formas tripomastigotas derivadas de
cultura de células das cepas Colombiana, VL-10 e CL de T. cruzi. Fotomicrografias do infiltrado
inflamatorio (A-F) e andlise do infiltrado inflamatério no tecido muscular cardiaco(G) de animais
infectados com formas tripomastigotas derivadas de cultura celular das cepas Colombiana(A,B), VL-10
(C,D) e CL (E,F) de T. cruzi, pré-tratadas ou ndo com suramina. Hematoxilina-Eosina. Barra=50um2. *
p> 0,05 comparado com o grupo controle infectado e ndo tratado. A linha tracejada representa o nimero
médio de células quantificadas em cortes histologicos cardiacos de animais ndo infectados (n=5).
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6. DISCUSSAO

Uma vasta gama de moléculas de superficie da membrana, bem como enzimas
que atuam em vias metabolicas, como o catabolismo da glicose, vias de salvacdo de
fosfato-pentose e purinas, constituem elementos expressos/produzidos de maneira
diferenciada nas diferentes formas evolutivas e nas diferentes popula¢des genéticas do
T. cruzi. Esses elementos tém sido considerados alvos quimioterdpicos devido a

interacdo direta envolvida entre o hospedeiro e o parasito (Duschak, 2011).

Destacando a via de salvacdo de purinas, alguns protozoarios como T. cruzi
carecem da sintese "de novo" e dependem inteiramente da via de salvacdo de purinas
para captura-las. A rapida taxa de replicacdo de T. cruzi exige uma alta carga energética,
0 que requer ATP como fonte de energia e purinas para a sintese de DNA e RNA
(Koning et al., 2005, Opperdoes et al., 2016). Entretanto, enzimas responsaveis pela
metabolizacdo de nucleotideos extracelulares, como as E-NTPDases, sdo utilizadas pelo
T. cruzi para obter moléculas essenciais para sua sobrevivéncia. Apos a atividade das E-
NTPDases, 0 ATPe e seus produtos podem ser degradados em nucleosideos e purinas e
resgatados por transportadores de nucleosideos equilibrados (Carter et al., 2001, Berg et
al., 2010, Lauri et al., 2018). Alguns estudos mostram que T. cruzi (Campagnaro et al.,
2018), T. brucei (Henriques et al., 2003), Leishmania spp (Vasudevan et al., 1998,
Alzahrani et al., 2017), Toxoplasma gondii (Krug et al., 2012) e Plasmodium falciparum
(Carter et al., 2000) apresentam esses transportadores codificados em seus genomas,
permitindo assim resgatar uma ampla variedade de nucleosideos e purinas do
hospedeiro que sdo usados para a sintese de nucleotideos por esses parasitos (Landfear
et al. al., 2004, Lauri et al., 2018).

O ATP e os outros nucleotideos sdo freqiientemente liberados para o meio
extracelular a partir de células inflamatérias ou sob condigdo de morte celular em
mamiferos (Junger, 2011). O ATPe pode mediar a migragdo celular em direcdo a
tecidos inflamados, atuando como sensor de células apoptoticas e promove a maturacdo
das celulas dendriticas, bem como a eliminacdo de células apoptéticas por fagocitose
(Ayna et al., 2012, Schnurr et al., 2000). Nestes termos, todo organismo multi ou
unicelular pode detectar alteragcdes nas concentragdes extracelulares de ATP através da
sinalizacdo purinérgica que sdo, em parte, responsaveis pela resposta imune contra esse

organismo. As apirases da familia CD39/GDal ou ectonucleotidase trifosfato
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difosfohidrolase (E-NTPDases) sdo enzimas presentes na membrana de T. cruzi que
interferem na sua interacdo com as células imunes do hospedeiro. Contudo, poucos
estudos avaliaram a atividade dessa enzima em outras formas evolutivas e cepas de T
cruzi. Dentre esses estudos, Bisaggio e cols (2003) analisaram a relacdo entre a
atividade ectonucleotidasica e as diferentes formas evolutivas da cepa Y do parasito e
observaram que a forma epimastigota apresentou menor atividade ectonucleotidasica
em relacdo as formas tripomastigotas derivadas de cultivo celular e amastigotas. O
estudo de Santos e cols (2009) avaliou a atividade ectonucleotidasica das formas
tripomastigotas derivadas de cultivo celular de diferentes cepas do parasito (Y, CL, Be-
62 e CL-Brener) e observaram que as diferentes cepas de T. cruzi possuem niveis
distintos de hidrolise de ATP e ADP no qual a cepa Y apresentou maior nivel de
hidrolise de ATP e menor de ADP. Esse estudo também mostrou que a viruléncia e
infectividade in vitro e in vivo das formas tripomastigotas derivadas da cultura de

células (cepa Y) estavam relacionadas a maior atividade ectonucleotidasica.

No ciclo evolutivo de T. cruzi a forma tripomastigota é encontrada em dois
momentos: na corrente sanguinea/ derivada de células e na ampola retal do inseto vetor
(tripomastigota metaciclica). Devido a dificuldade em isolar a forma sanguinea e manté-
la viva para realizagdo de experimentos, normalmente para estudos in vitro, utiliza-se a
forma tripomastigota derivada de cultura de células. Esta forma também estd presente
no ciclo do parasito, quando apds a replicacdo das formas amastigotas, as mesmas se
diferenciam em tripomastigotas novamente e rompem as células para invadirem novas

celulas/tecidos (Brener et al., 2000).

Vieira e cols (2012) demostraram que a origem da forma tripomastigota
apresenta grande influéncia na evolugéo da fase aguda durante a infeccdo experimental
pelo T. cruzi. De acordo com este estudo, a infeccdo pela forma tripomastigota
metaciclica promove uma resposta imune capaz de controlar ndo s6 o numero de
parasitos na fase aguda como também de promover uma resposta imunorreguladora no
final da fase aguda limitando assim o avango das lesdes provenientes da doenca de
Chagas. Ja a infeccdo com a forma tripomastigota sanguinea ndo é capaz de estabelecer

uma resposta imunorreguladora eficaz levando ha um processo inflamatério persistente.

As formas infectivas de T. cruzi utilizam de diferentes moléculas para interagir

com células do hospedeiro, refletindo assim na resposta imune contra o parasito e,
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consequentemente, na evolucdo clinica da doenca. Dessa forma, a originalidade do
nosso estudo esta justamente em comparar a infeccdo por diferentes formas evolutivas
(cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas e formas tripomastigotas derivadas
de cultura de células) e cepas do parasito relacionando com a atividade

ectonucleotidasica.

Acredita-se que as caracteristicas biologicas observadas em populacdes
genéticas distintas de T. cruzi (por exemplo viruléncia, imunogenicidade, patologia),
bem como a fonte das formas tripomastigotas (metaciclicas ou derivadas da cultura de
células) estejam, em parte, relacionadas a atividade ectonucleotidasica que, direta ou
indiretamente, interferem no processo inflamatério do hospedeiro. Uma vez que ha
expressdo diferente desta enzima nas diferentes formas evolutivas de T. cruzi e nos
grupos genéticos do parasito, possivelmente, esteja associada ao sucesso da infeccao e

ao desenvolvimento de quadros patoldgicos.

Nesse contexto, demonstramos que diferentes origens de formas tripomastigotas
e diferentes cepas (Colombiana, VL-10 e CL) de T. cruzi possuem niveis distintos da
atividade ectonucleotidasica, reforcando em parte os achados de Santos et al., 2009. A
origem das formas tripomastigotas influenciou na atividade ectonucleotidasica, pois a
cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas apresentou atividade superior as
formas tripomastigotas derivadas da cultura de células. Acredita-se que como essas
formas utilizam grupos distintos de moléculas de superficie para invadir células
hospedeiras (Yoshida, 2006), parte de suas caracteristicas também possam ser mantidas

para a atividade ectonucleotidasica.

A inibicdo da atividade ectonucleotidasica pela suramina ndo foi capaz de inibir
a hidrdlise do ADP tanto nas formas evolutivas quanto nas cepas avaliadas. As E-
NTPDases possuem varias isoformas que diferem na especificidade do substrato
(Zimmermann, 2000). Portanto, nossos dados sugerem que diferentes cepas de T. cruzi,
bem como a fonte das formas tripomastigotas, podem apresentar diferentes isoformas da
ectonucleotidase. Essa observacdo também foi evidenciada com Toxoplasma gondii, em
que cepas virulentas e ndo virulentas possuem diferentes isoformas da E-NTPDase. As
cepas virulentas apresentaram TgNTPDase 1 e cepas avirulentas apresentaram
TgNTPDase 2, também denominadas NTPDases 3 e 1 (Asai et al., 1995, Krug et al.,
2012, Lauri et al., 2018).
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Bisaggio e cols (2008) demonstraram que o efeito da suramina é mantido por
varios dias, mesmo quando removido do meio, interferindo no ndmero de células
infectadas e no numero de amastigotas. Da mesma forma, estudos anteriores mostraram
que a suramina interfere na replicacdo de outros tripanossomatideos (Hawking & Sen,
1960, Santos et al., 2009) e nossos dados mostraram que a inibicdo da atividade
ectonucleotidasica afetou diretamente na reducdo da viruléncia de T. cruzi em ambas
formas evolutivas e nas trés cepas avaliadas ap0s 24 e 72 horas de cultivo. Sabe-se que
macrofagos infectados com T. cruzi expressam éxido nitrico sintase do tipo Il, liberam
Oxido nitrico e eliminam parasitos na presenca de L-arginina. A L-arginina modula essa
producdo de &xido nitrico/nitrito, enquanto os inibidores da arginase diminuem a
producdo de uréia, reduzem a liberacdo de nitrito pelos macrdéfagos e restauram a
viruléncia de T. cruzi (Vespa et al 1994). Além disso, a suramina parece induzir
indiretamente um aumento da producdo de nitrito pelas células J774 infectadas para
controlar a replicacdo dos parasitos. Nossa hipdtese é baseada na inibicdo da atividade
ectonucleotidasica e no aumento da concentracdo de ATPe, sinalizando "perigo™ para o

sistema imunoldgico (Ruiz-Stewart et al., 2004, Paiva et al., 2018).

Com base no estudo in vitro realizado por Santos e cols (2009), o pré-
tratamento com suramina inibiu a infeccdo e a replicacdo de T. cruzi em células vero,
além de reduzir a parasitemia e a mortalidade. Neste estudo, o pré-tratamento levou a
reducdo da parasittmia e a um menor processo inflamatério em camundongos
infectados com formas tripomastigotas derivadas de cultura de células da cepa
Colombiana. A suramina também foi capaz de induzir alteracbes na expressao
fenotipica de algumas proteinas presentes no ambiente extracelular da membrana do
parasita e induzir alteracdes morfologicas na forma celular, ligacao flagelar e alteragdes
no movimento do parasito (Bisaggio et al., 2006, Bisaggio et al. 2008). Entretanto, o
pré-tratamento de T. cruzi com suramina aumentou o infiltrado inflamatério em animais
infectados com a cultura rica em formas tripomastigotas metaciclicas da cepa VL-10.
Os mecanismos que explicam esse efeito adverso na infecgdo experimental pelo T. cruzi
ndo sdo claros, mas acredita-se que a eficacia do pré-tratamento com suramina no
estudo de Santos e cols (2009) pode ser um efeito compensatério da reducdo da
viabilidade do parasito (Santos et al., 2015). Como observado por Bisaggio e cols
(2003), as formas epimastigotas tratadas com altas doses de suramina aumentaram a
atividade da E-NTPDase e mostraram maior capacidade de aderir aos macréfagos de
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camundongos do que os parasitos ndo tratados, a fim de superar a inibigdo enzimética e

garantir sua sobrevivéncia.

A suramina atua como antagonista dos receptores P2X e P2Y (Voogd et
al.,1993) além de inibir a atividade ectonucleotidasica (Santos et al., 2009), no entanto
este composto possui efeitos pleiotropicos no parasito interferindo também na
endocitose de moléculas e divisdo celular. Logo, esta limitagdo do composto utilizado
em nosso trabalho é uma questdo a ser sanada em estudos futuros buscando

compostos/inibidores especificos da NTPDase.

Outra enzima importante no contexto da sinalizacdo purinérgica € a adenosina
desaminase (ADA). Para T. cruzi, o perfil da atividade da ADA varia de acordo com a
fonte das formas tripomastigotas e com as cepas. A ADA esta relacionada a funcGes
vitais de parasitos, como Trypanosoma evansi (Silva et al., 2011) e Plasmodium
falciparum (lvanov & Matsumura, 2012), uma vez que essa enzima € responsavel pela
degradacdo da adenosina em inosina, que posteriormente sera utilizada na via de
salvacdo de purinas desses parasitos (Lauri et al., 2018). E interessante notar que,
embora T. cruzi tenha maior capacidade de hidrolisar o ATP, ele também possui maior
atividade do ADA, responsavel pela degradacdo da adenosina produzida a partir da
hidrolise do ATP, diminuindo assim os efeitos anti-inflamatorios apds a degradacéo da

adenosina.

Em conjunto, nossos dados mostram que a atividade ectonucleotudésica
participa na infecgdo pelo T. cruzi de acordo com a forma evolutiva do parasito e sua
populacdo genética. A ectonucleotidase auxilia o parasito em sua adesdo na célula
hospedeira e, também, na evasdo do sistema imunoldgico. Assim, um estudo mais
preciso envolvendo outras cepas do parasito e, até aprofundando na genémica de T.
cruzi é de grande relevancia para esclarecer algumas lacunas ainda desconhecidas

envolvendo a relacéo parasito-hospedeiro e a patogénese.
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7. CONC
LUSA
o)

A atividade ectonucleotidasica é dependente da origem da forma tripomastigota
(metaciclicas ou derivadas de cultura celular) e do seu grupo genético (DTUs),
favorecendo a infeccdo in vitro e in vivo de T. cruzi, além dela também exercer

atividade na intensificagdo do processo inflamatorio no tecido cardiaco.
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