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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pé6s-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE DAS ENZIMAS NTPDASE, 5'-NUCLEOTIDASE E ADENOSINA
DEAMINASE EM PLAQUETAS DE RATOS INFECTADOS POR Trypanosoma evansi
AUTOR: CAMILA BELMONTE OLIVEIRA
ORIENTADORA: SILVIA GONZALEZ MONTEIRO
Santa Maria, 12 de agosto de 2010
As enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideos estao presentes na superficie
de plaguetas, células envolvidas em disturbios de coagulacdo comumente observados
em animais infectados por Trypanosoma evansi. Deste modo, o objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade das enzimas NTPDase, 5'- nucleotidase e adenosina deaminase
em plaquetas de ratos infectados experimentalmente pelo protozoario T. evansi. Os
animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o grau de parasitemia. As
amostras foram coletadas nos dias 3 (grupo A: inicio da infec¢ao), 5 ( grupo B: alta
parasitemia) e 15 (grupo C: infeccéo crénica). O grupo D (grupo controle) foi formado
por ratos nao infectados. Amostras de sangue armazenadas em citrato de sddio foram
utilizadas para a separagcdo de plaquetas, permitindo a realizacdo dos ensaios
enzimaticos e os testes de agregacéo plaquetaria. Nos grupos A, B e C ocorreram
alteragdes significativas das plaquetas em relagdo ao controle. Os grupos A e B
apresentaram uma diminuicdo significativa (p<0,05) na atividade das enzimas
NTPDase, 5- nucleotidase e adenosina deaminase (ADA) se comparados ao grupo
controle. No grupo C somente as enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase apresentaram
um aumento significativo (p< 0, 001), observada pela hidrélise de ADP e AMP. A
correlagdo entre a contagem de plaqguetas e hidrolise de nucleotideos/nucleosideos foi
positiva e significativa (p<0,05) nos grupos A e B e a agregacao plaquetaria no grupo A,
B e C apresentou uma reducao significativa (p<0,05) se comparado ao grupo controle.
Com os resultados obtidos, conclui-se que a atividade das enzimas NTPDase, 5'-
nucleotidase e adenosina deaminase em plaquetas de ratos infectados com T. evansi



apresentaram alteracbes, como a diminuicdo da atividade das enzimas no inicio da
infeccdo, infeccdo aguda verificadas através da hidrolise de ATP, ADP e AMP e o
aumento da atividade enzimatica na infec¢ao crénica na utilizagcdo do subtrato ADP e

AMP. As alteracbes encontradas podem estar relacionadas com a trombocitopenia.

Palavras-chave: NTPDase, 5-nucleotidase, adenosina deaminase, trombocitopenia
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DEAMINASE IN PLATELETS OF RATS INFECTED WITH Trypanosoma evansi
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Nucleotide- and nucleoside-degrading enzymes are present in the surface of platelets,
blood cells involved in clotting disturbances of Trypanosoma evansi-infected animals.
Thus, this study was aimed at evaluating the activity of the enzymes NTPDase, 5'-
nucleotidase and adenosine deaminase in platelets of rats experimentally infected by T.
evansi. Animals were divided into four groups, according to the degree of parasitemia.
Samples were collected at days 3 (group A: at the beginning of parasitemia), 5 (group B:
high parasitemia) and 15 (group C: chronic infection). Group D (control group) was
composed of non-infected animals. Blood samples with citrate as the anticoagulant were
collected and used for platelet separation and enzymatic assays. NTPDase, 5'-
nucleotidase and adenosine deaminase (ADA) activities were decreased (p<0.05) in
platelets from rats of groups A and B, when compared to the control group. In group C,
only NTPDase and 5’-nucleoside activities were decreased (p<0.001), observed by ADP
and AMP hydrolysis. The correlation between platelet count and nucleotide and



nucleoside hydrolysis was positive and statistically significant (p<0.05) in groups A an

B. Platelet aggregation of all infected groups was decreased in comparison to the
control group (p<0.05). Based upon the results, it is concluded that the alterations
observed in the activity of the enzymes NTPDase, 5-nucleotidase and adenosine
deaminase in platelets of T. evansi-infected animals might be related to

thrombocytopenia.

Keywords: NTPDase, 5’-nucleotidase, adenosine deaminase, thrombocytopenia.
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1— INTRODUCAO

O protozoario Trypanosoma evansi é o agente causal de uma das
tripanossomoses que acomete animais domeésticos, a infeccao por este flagelado em
equinos é chamada de “Surra” ou “Mal das Cadeiras”. Possui ampla distribuicdo
geografica e gama de hospedeiros. Uma das causas de morte em animais infectados
por esta tripanossomose na fase aguda da doenca é a anemia, que se caracteriza por
baixos valores de eritrécitos, menor volume celular e baixa concentracdo de
hemoglobina (JOSHI et al., 2005). A doenca causada por este protozoario é
caracterizada por rapida perda de peso, graus variaveis de anemia, febre intermitente,
edema dos membros pélvicos e fraqueza progressiva (HERRERA et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2005).

Estes sinais clinicos indicam um processo inflamatorio, onde participam
biomoléculas, mais conhecidas como os nucleotideos e o nucleosideo de adenina, o
ATP, ADP, AMP e a adenosina. Estes moléculas no meio extracelular ao interagirem
com receptores especificos sinalizam vias que sao importantes para o funcionamento
das células (SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997; RATHBONE et al., 1999).

A interacdo de nucleotideos de adenina com o0s receptores purinérgicos
correlaciona-se diretamente a atividade de ectoenzimas, como a NTPDase (ATP
difosfoidrolase, apirase, Ecto/CD 39, E.C. 3.6.1.5) e 5-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5) e
ADA (CD26; E.C. 3.5.4.4.) (ZIMMERMANN, 1999; 2001). Estas hidrolisam os
nucleotideos/nucleosideo, quando estdo em concentracbes elevadas no meio

extracelular ou condi¢des patologicas. Sao varios os trabalhos desenvolvidos com
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enzimas que degradam nucleotideos e suas implicacbes (LEAL et al., 2007;
SHETINGER et al., 2008)

As enzimas NTPDase, 5-nucleotidase e adenosina deaminase sdo essenciais na
tromborregulagdo e hemostasia (BURNSTOCK, 1972). Neste contexto, o estudo da
atividade destas enzimas em plaquetas de animais infectados por T.evansi possui
grande importancia. Esta enfermidade provoca coagulopatias, como por exemplo, a
trombocitopenia, que ocorre mais comumente na infec¢cdo aguda alterando as fungdes
de adesao, agregacao e secrecao de substancias das plaquetas.

Varios estudos ja foram desenvolvidos acerca dos mecanismos patogénicos da
resposta inflamatéria e imunolégica de tripanosomoses africanas, mas a avaliagdo da
atividade, caracterizacdo e quantificagdo enzimatica das ectonucleotidases nao foram
realizadas em Trypanosoma evansi. Este estudo podera contribuir para elucidagcao do
mecanismo de patogenicidade nas coagulopatias nas infec¢des por este protozoario e

novas alternativas poderao surgir no controle das tripanossomoses.



2. CAPITULO|
REVISAO DE LITERATURA

2.1. Trypanosoma evansi

2.1.1. Etiologia
Os tripanossomas sao microorganismos pertencentes ao reino Protista, filo

Protozoa, subfilo  Sarcomastigophora, superclasse  Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma. Os tripanossomas podem ser distribuidos em duas sec¢es, a Salivaria,
protozoarios transmitidos pela inoculacdo de vetores biologicos, e a Stercoraria, pela
contaminacao da pele ou das mucosas do hospedeiro com as fezes do vetor (HOARE,
1972).

Os tripanossomas da secao Salivaria sao altamente patogénicos para humanos
e animais domeésticos e estdo distribuidos em quatro subgéneros: Trypanozoon (T.
brucei, T. evansi, T. equiperdum), Nannomonas (T. congolense, T. simiae), Duttonella
(T. vivax) e Pycnomonas (T. suis) (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004).

O ciclo de vida dos tripanossomas necessita de dois hospedeiros, ou seja, €
heteroxénico e durante seu desenvolvimento passa por Vvarios estagios de
desenvolvimento: amastigota, promastigota, epimastigota e tripomastigota, este ultimo
representado por formas alongadas com cinetoplasto pés-nuclear. Nos hospedeiros
vertebrados, tripomastigotas e ocasionalmente epimastigotas ocorrem no sangue e nos
tecidos corporais, e amastigotas no interior das células do hospedeiro (T. cruzi)
(HOARE, 1972).

A morfologia dos tripanossomas pode ser observada através de microscopia de

luz e de microscopia eletrbnica. Na microscopia de luz, observam-se em esfregacdes
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sanguineos formas alongadas com nucleo evidente, cinetoplasto, membrana ondulante
e um flagelo que corre ao longo do corpo com um flagelo livre. A estrutura celular dos
tripanossomas é composta por flagelo; corpo basal ou blefaroplasto, local onde se
insere o flagelo; nucleo com cromatina; reticulo endoplasmatico; complexo de Golgi;
cinetoplasto; mitocéndria, representada por um longo tubo que vai desde a porcao
anterior até a posterior; corda paraxial; microtibulos; ribossomos; e membrana
ondulante, constituida por uma série de pregas que sao esticadas pelo movimento do
flagelo. O cinetoplasto € uma malha de DNA localizada em uma dilatagdo da
mitocéndria que contém DNA (kDNA).

O T. evansi foi o primeiro tripanossoma patogénico descoberto em 1880 por
Griffith Evans, que encontrou organismos maoveis no sangue de cavalos e camelos

doentes (MAUDLIN et al., 2004).

Figura 1: Formas tripomastigotas de T. evansi em esfregaco
sanguineo de ratos infectados experimentalmente.
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2.1.2. Epidemiologia

A transmissao da tripanossomose ocorre pela inoculagdo dos protozoarios pela
saliva dos vetores (secao Salivaria), excecao feita a T. equiperdum que é transmitido
venereamente, ou pela contaminacdo da mucosa ou da pele lesionada por
tripanossomas presentes no material fecal do vetor (secdo Stercoraria) (CONNOR &
VAN DEN BOSSCHE, 2004). Essa transmissdao pode ser ciclica, quando ha ciclo
biolégico no vetor (bioldgico), ou aciclica, quando for essencialmente mecanica (vetor
mecanico) (URQUHART et al., 1996). No caso de T. evansi, a transmissdao é
mecanica e as formas sanglineas sao transferidas diretamente de um mamifero para
outro por insetos hematéfagos, por exemplo, as moscas das familias Tabanidae
(Tabanus sp.) e Muscidae (Stomoxys sp.) ou artificialmente por agulhas contaminadas
com sangue infectado. Em contraste com a transmisséo ciclica, que pode ser tdo longa
quanto a vida do vetor, a capacidade de transmissao mecanica do T. evansi é curta (até
seis horas), pois, depende da sobrevivéncia dos parasitas nas pecas bucais do vetor
(SILVA et al., 2002).

Na América do Sul, T. evansi pode também ser transmitido por morcegos
hemat6fagos (Desmodus rotundus), onde os parasitas podem se multiplicar e
sobreviver por um longo periodo. Dessa maneira, morcegos hematéfagos atuam tanto
como vetores como reservatérios (HOARE, 1972; URQUHART et al., 1996). Além dos
classicos modos de transmissao, carnivoros podem se infectar através da ingestdo de
animais recentemente mortos infectados por Trypanosoma evansi (URQUHART et al.,
1996; BARRIGA, 1997; HERRERA et al., 2004). As espécies que causam

tripanossomoses em animais na América do Sul sao T. cruzi, T. theileri, T. equiperdum,
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T. evansi e T. vivax (HOARE, 1972). N Brasil, apenas T. evansi e T. vivax séo de
importancia econémica, representando um potencial de risco para aproximadamente
300 milhdes de cabecas de gado, 1,8 milhdes de bufalos, e 16 milhdes de cavalos.

O relato de animais infectados por T. evansi no Rio Grande do Sul é recente, em
caes (COLPO et al., 2005, FRANCISCATO et al., 2005) e equinos (CONRADO et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2005; MORAES et al., 2007, ZANETTE et al., 2008), o
surgimento de casos no sul da América do Sul sugere que maiores estudos sobre o
agente e a doenca, bem como diagnostico devem ser aprofundados em areas nao
endémicas desta enfermidade.

A tripanossomose causada por T. evansi € comumente denominada “Surra”
(HOARE,1972), “Derrengadera” (HOARE, 1972; LEVINE, 1973), “Mal das Cadeiras”
(SILVA et al., 1995a) ou “Peste Quebra-bunda”.

Este protozoério ocorre em eqiiinos (SEILER et al., 1981; QUINONES MATEU et
al., 1994; FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995a,b; DAVILA et al., 1999; LEMOS,
2003), asininos (CADIOLI, 2001; TUNTASUVAN et al., 2003a), bovinos (FRANKE et al.;
1994; TUNTASUVAN et al., 1997, TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998), bufalos
(SUDARTO et al., 1990, DAMAYANTI et al., 1994; TUNTASUVAN et al., 1997), veados
(TUNTASUVAN et al., 2000), cdes (FRANKE et al.; 1994; SILVA et al., 1995b; AQUINO
et al., 1999; COLPO et al., 2005), capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) (Franke et al.;
1994), quatis (Nasua nasua) (NUNES & OSHIRO, 1990; Herrera, 2001), pequenos
mamiferos (Thricomys sp., Clyomys sp., Mpyotis sp., Noctilio sp.), marsupiais
(Monodelphis sp.), tatus (Euphractus sp.) (Herrera et al., 2004), suinos (TUNTASUVAN
& LUCKINS, 1998; TUNTASUVAN et al., 2003b), camelos (DELAFOSSE & DOUTOUM,

2004) e elefantes (LEVINE, 1973). Recentemente, o primeiro caso de tripanossomiase
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por T. evansi em seres humanos foi descrito em um homem indiano (JOSHI et al.,
2005).

No Brasil, T. evansi afeta principalmente equinos e a prevaléncia possuem
variacdes de uma regido para outra (DAVILA & SILVA, 2000; HERRERA et al., 2004). A
doenca € enzoodtica no Pantanal mato-grossense, onde assume grande importancia,
pois esses animais sdo amplamente usados para o manejo de bovinos (SILVA et al.,
1995a; AQUINO et al., 1999). Surtos esporadicos acontecem em algumas regides do
Pantanal, podendo ocorrer com morbidade alta em certas sub-regides ou estar
ausentes em outras (DAVILA et al., 1999). A tripanossomiase no Pantanal afeta
eqiiinos (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995a; DAVILA et al., 1999), caes (SILVA
et al., 1995b; HERRERA et al., 2004), capivaras (NUNES & OSHIRO, 1990; HERRERA
et al., 2004), quatis (NUNES & OSHIRO, 1990), bovinos, bufalos, pequenos mamiferos,
marsupiais e tatus (HERRERA et al., 2004). As capivaras sao consideradas
reservatorios pelos achados clinicos e laboratoriais (FRANKE et al., 1994).

2.1.3. Patogénese

A patogenicidade dos tripanossomas no hospedeiro varia de acordo com a
espécie animal e cepa do tripanossoma, fatores inespecificos afetando o animal como
outras infeccoes e estresse, e condigbes epizootioldgicas locais (HOARE, 1972).

Os tripanossomas multiplicam-se no local da picada, na pele, invadem a corrente
sanguinea e o sistema linfatico, causando febre recurrente e induzindo uma resposta
inflamatéria (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004). A parasitemia aumenta e é
acompanhada por respostas febris, que sdo seguidas por periodos aparasitémicos e
afebris. Os picos de parasitemia ocorrem devido a variagcdes antigénicas na superficie

do parasita. Conforme os anticorpos sao produzidos, ha eliminagdo do clone corrente,
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mas sucessivos novos padrdes de antigenos de superficie sdo gerados para evadir a
resposta do hospedeiro (LUCAS et al., 1992).

A patogénese da anemia na tripanossomiase é bastante complexa e envolve
uma série de mecanismos ainda nao totalmente elucidados (ANOSA & KANEKO, 1983;
JENKINS & FACER, 1985; RUE et al., 2000; AQUINO et al., 2002). A principal causa da
anemia é a retirada dos eritrocitos danificados da corrente sanguinea pelas células do
sistema fagocitico mononuclear no baco, medula éssea, pulmdes e linfonodos. A
hemossiderose extensa observada nesses casos e a captura de ferro no citoplasma
dos macroéfagos irdo contribuir para a eritropoiese deficiente (JENKINS & FACER, 1985;
RUE et al., 2000; CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004).

O T. evansi tém afinidade pelos tecidos, nesses casos, devido as alteracoes
inflamatérias, degenerativas e necréticas resultantes da invasao dos tripanossomas nos
espacos extravasculares (LOSOS & IKEDE, 1971). Dessa maneira, 0s sinais clinicos
dependem da distribuicdo dos parasitas nos tecidos e da gravidade das lesdes
induzidas nos diferentes 6rgaos e tecidos. Estes flagelados podem invadir o sistema
nervoso central (SNC) levando a uma lesdo progressiva (GIBSON, 1998). Os
tripanossomas podem induzir lesbes na barreira hematoencefalica (BHE), que irao
provocar edema e pequenas hemorragias. O edema vasogénico (aumento de agua e
outros constituintes do plasma no encéfalo causado pela lesdo nos elementos
vasculares do encéfalo) geralmente ocorre nos estagios finais da infec¢do (PHILIP et
al., 1994).

A multiplicacdo deste protozodrio ocorre principalmente nos espagos teciduais
extracelulares. Eventualmente, o parasita é encontrado nos espagos vasculares e,

provavelmente, utiliza esta rota apenas como transporte. Sinais clinicos neurol6gicos
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parecem ocorrer com a presencga dos tripanossomas no liquido cefalorraquidiano (LCR).
Nesses casos, o0s tripanossomas induzem uma resposta inflamatéria nos nervos
espinhais, mas com pouco envolvimento do SNC (RADOSTITS et al., 2002b; LUCKINS

et al., 2004).

2.1.4. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos comumente observados na infeccdo por T. evansi sdo febre
intermitente, urticaria, anemia, edema das patas traseiras e das partes baixas do corpo,
perda de pélos, fraqueza progressiva, perda de condigdo corporal e inapeténcia
(LEVINE, 1973). Os animais afetados agudamente podem morrer dentro de dias,
semanas ou poucos meses, mas infecgdes crénicas podem durar anos (BRUN et al.,
1998). Os casos mais graves ocorrem em equinos e caes, enquanto casos crénicos sao
comumente observados em bufalos e bovinos, que podem nao apresentar sinais
clinicos.

Equinos experimentalmente infectados com T. evansi (FRAZER & SIMONDS,
1909) apresentam sinais clinicos como febre intermitente nos ultimos estagios da
doenca, com temperatura constantemente elevada. Outro sinal clinico observado é a
emaciagao das patas traseiras, do escroto, edema de mamas, no abdémen e térax. A
taquicardia e a taquipnéia ocorrem nos periodos febris e nos estagios finais e a
dispnéia poucos dias antes da morte. As mucosas conjuntivas inicialmente congestas
tornam-se amarelas e no estagio final da doenca apresentam-se palidas e com
petéquias. O lacrimejamento e a descarga nasal aquosa também foram relatadas.

A duracgao dos sinais clinicos varia de acordo com a condigao fisica do animal:

aqueles em mau estado corporal, geralmente sucumbem mais rapido. Além dos sinais
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clinicos descritos anteriormente, outros trabalhos sobre a infec¢do por T. evansi em
equinos descrevem letargia, depressao, fraqueza progressiva, inapeténcia, anemia
acentuada, conjuntivite, tosse, abortos, aumento dos linfonodos superficiais e edema
submandibular (SEILER et al., 1981; SILVA et al., 1995b; TUNTASUVAN & LUCKINS,
1998; MARQUES et al., 2000). Sinais clinicos de disturbios locomotores também podem
ocorrer e caracterizam-se por relutancia em se mover, ataxia, fraqueza, paresia e
incoordenacao dos membros pélvicos; o eqliino pode assumir posicao de cao-sentado
(SEILER et al. 1981; MARQUES et al., 2000).

Nos bovinos, bufalos e veados, os sinais clinicos sdo semelhantes aos
observados em equinos (FRAZER & SIMONDS, 1909; DAMAYANTI et al., 1994;
TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998; TUNTASUVAN et al., 2000). Em geral, bovinos e
bufalos desenvolvem um curso clinico cuja duracdo depende da condicdo do animal.
Geralmente o curso é crénico, mas animais em mau estado corporal apresentar doenca
aguda, e aqueles em bom estado corporal podem nao desenvolver doenca clinica
(FRAZER & SIMONDS, 1909). Vacas de leite e bufalos podem abortar do meio até o
final da gestacao, podendo haver também retencao de placenta, febre alta e diminuicao
na producao de leite (TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998).

Em cades descreve-se conjuntivite, febre, conjuntivas pélidas, emaciacao
progressiva e aumento dos linfonodos palpaveis. O apetite pode permanecer inalterado
e a emaciagao deve ser relacionada a outras causas (SILVA et al., 1995b; AQUINO et
al., 1999; HERRERA et al., 2004; COLPO et al., 2005). Animais silvestres, como
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) e quatis (Nasua nasua) podem desenvolver uma
forma crénica da doenca (NUNES et al., 1993; HERRERA et al., 2001). Sinais clinicos

geralmente ndo sado observados nas capivaras (FRANKE et al., 1994), mas quando



21

ocorrem se caracterizam por caquexia e andar cambaleante (NUNES et al., 1993). Os
quatis desenvolvem emaciacdo progressiva, aumento dos linfonodos palpéaveis,
depressao e letargia (HERRERA et al., 2001). Suinos podem ter inapeténcia, febre
intermitente, petéquias nas orelhas, patas e escroto. Algumas fémeas abortam e alguns
animais podem desenvolver sinais neurolégicos, como convulsdo e morte
(TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998).

Varios estudos tém demonstrado que animais infectados com T. evansi podem
desenvolver disturbios neurol6gicos. Esses sinais caracterizam-se por andar em
circulos, excitacao, saltos, comportamento agressivo, decubito lateral, incoordenacgao e
paresia dos membros pélvicos, opistétono, convulsédo e, finalmente, morte. Em alguns
bovinos que morreram com sinais clinicos neurologicos os parasitas foram encontrados

no liquido cefalorraquidiano LCR (TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998).

2.1.5. Alteragbes Laboratoriais

A principal alteragdo hematoldgica identificada em animais com tripanossomose
€ a anemia acentuada (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004). As alteracdes
eritrocitarias podem incluir microesferdcitos, acantocitos, dacriocitos, micrécitos,
vacuolizagdo eritrocitaria, policromasia, poiquilocitose, adesao eritrocitdria dos
tripanossomas aos eritrocitos circulantes e eritrofagocitose (ANOSA & KANEKO, 1983;
SILVA et al., 1995b; CONRADO et al. 2005). A anemia intensa geralmente é seguida
por um pico de parasitemia (HERRERA et al., 2002; CONNOR & VAN DEN BOSSCHE,
2004).

Os valores leucocitarios podem estar normais (DAMAYANTI et al., 1994;

MARQUES et al. 2000; RUE et al., 2000; HERRERA et al., 2002), aumentados (ANOSA
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& KANEKO, 1983; EMERIBE & ANOSA, 1991; MONZON et al., 1991; DAMAYANTI et
al., 1994) ou diminuidos (SILVA et al., 1995b; 1999; AQUINO et al., 2002). A contagem
dos linfocitos pode estar aumentada (EMERIBE & ANOSA, 1991; MONZON et al., 1991;
DAMAYANTI et al., 1994; SILVA et al., 1995; BATISTA et al., 2006) ou diminuida
(MARQUES et al., 2000). Em geral, ndo ha alteracdes significativas na contagem de
mondcitos, eosindfilos e baséfilos (DAMAYANTI et al., 1994; RUE et al., 2000; AQUINO
et al., 2002).

Estudos com cées, bovinos, gatos e ratos infectados com T. evansi, também
relataram diminuicdo na contagem de plaquetas (DAMAYANTI et. al. 1994; RUE et al.

1997; FRANCISCATO et al. 2007, DA SILVA et al., 2009, DA SILVA et al., 2010)

2.1.6 Tratamento
O tratamento das tripanossomoses é baseado nas drogas suramine, diminazene,

quinapiramina, melarsoprol, homidium e isometamidium. A escolha da droga, as doses,
e a rota de aplicacdo dependem da espécie animal, do manejo a ser empregado e da
quimiosensibilidade da cepa de tripanossoma. Resisténcia a essas drogas ocorre
frequentemente, e pode restringir seu uso (BRUN et al., 1998)

O aceturato de diminazeno é o produto mais comumente usado no controle do T.
evansi nos animais domésticos, pois apresenta um maior indice terapéutico na maioria
das espécies domeésticas. Tem atividade contra tripanossomas que sao resistentes a
outros medicamentos e apresenta baixa incidéncia de resisténcia (PEREGRINE &
MAMMAM, 1993). Outro medicamento utilizado para a tripanossomose é a
oxitetraciclina, um antibiético de largo espectro que vem sendo freqlientemente usada
em formulagcdes comerciais associada ao aceturato do diminazeno, para tratar as

infeccdes secundarias por agentes bacterianos.
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2.2. Plaguetas

As plaguetas sao fragmentos citoplasmaticos derivados de megacariécitos,
envolvidos por membranas e destituidas de ndcleo. Nas plaquetas se reconhecem trés
zonas: (1) zona externa ou periférica que condiciona a propriedade de adesado. Nessa
porcdo encontram-se antigenos, glicoproteinas e varios tipos de enzimas. Mais
internamente existe a membrana plaquetaria, onde estao localizadas as glicoproteinas
que sao receptores especificos para determinados fatores de coagulacdo. (2) Uma
zona sol-gel ou citosol com proteinas actinomiosina e tubulina, formando microtubulos e
microfilamentos, responsaveis pelo esqueleto da plaqueta. (3) Uma zona de organelas
contendo corpusculos densos (Ca2+, ADP, ATP, Serotonina, Pirofosfato), granulos alfa
(fatores de crescimento, fatores de coagulacao e proteinas de adesao) e um sistema de
membrana, local de sintese de prostaglandinas e tromboxano A2 (LORENZI et al.,
2003).

As plaguetas em média circulam no sangue de 9-10 dias. Durante esse tempo de
sobrevida, o seu metabolismo se baseia na liberacdo de energia, representada pela
transformacao do ATP em ADP, a partir da glicolise e do mecanismo oxidativos das
mitocondrias. Essa energia é utilizada para as fungdes basicas das plaquetas, que sao
a adesao, a agregacao e a secrecao de colageno. Apds a adesao das plaguetas no
subendotélio, novas plaquetas sdo ativadas e acabam aderindo a essas plaquetas.
Durante esta ativacdo, as plaquetas mudam sua forma passando de discbide a
irregular, emitindo pseuddpodes a partir da membrana e se agregam. Os granulos
plaquetérios séo liberados. O primeiro sinal de ativagdo plaquetaria € sentido na

membrana externa, onde os fatores capazes de promover esta ativacdo como a
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trombina, a adrenalina, o colageno e o ADP se ligam aos seus receptores especificos.
A seguir, ocorre a ligacao das plaquetas aos receptores das glicoproteinas e ativagcao
das moléculas de integrinas plaquetarias levando ao processo de agregacao

plaquetaria (LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003).

Membrana plasmética
Granulos defta

Figura 2: Representacédo de uma plaqueta, Adaptado de Freitas (2009)

2.2.1. Agregacao plaquetaria

A agregacgao plaquetaria ocorre devido a formagédo de pontes de fibrinogénio,
pois este se liga ao receptor na membrana plaquetaria, GP llb/llla, que na presenca o
Ca2+ forma um complexo estavel na superficie das plaquetas ativadas. Também ocorre
devido ao metabolismo do acido araquidénico, sendo o mesmo liberado a partir da
membrana fosfolipidica das plaquetas pela ativacdo da enzima fosfolipase A2 e,
subseqlientemente, a enzima cicloxigenase 1 (COX-1) converte o ciclo araquiddnico em
endoperoxidos ciclicos. Esses sao entdo convertidos pela tromboxano sintetase em
tromboxano A2 (TXA2), funcionando como um potente agonista que induz a agregacao

(LEE et al., 1998; ANDREWS et al., 1999; GAETANO, 2001). A amplificacdo e
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propagacao continua da agregagcdo plaquetaria sdo ativadas pela formacédo de
agregados plaquetarios e a expulsdo ADP e de outras substancias ativas das organelas

plaquetarias (LEE et al., 1998).

2.2.2. Hemostasia

A principal funcao das plaquetas é a hemostasia, na qual desempenham
atividade mecanica e bioquimica. As plaquetas aderem-se as estruturas subendoteliais
expostas e tornam-se ativadas; ocorrendo a adesao plaquetaria. Posteriormente, ocorre
uma intensa atividade metabdlica, havendo a sintese de mensageiros intracelulares e
formacgéo de agonistas plaquetarios. Na seqiiéncia as plaquetas sofrem transformacoes
morfolégicas, iniciando a formagéao de agregados plaquetarios também denominados de
rolhas, que vao constituir a barreira plaquetéria inicial. A liberagdo de ADP e outras
substancias ativas amplificam o processo de ativacao plaquetaria. Segue-se a ativagao
com a liberagao o fator 3 plaquetério e tem inicio o processo de coagulagdo sanguinea,
removendo a consolidacao da rolha plaquetaria pela fibrina e a conseqlente retracao

do coagulo (LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003; RAMASAMY, 2004).

2.9. Nucleotideos de adenina e o sistema vascular

A sinalizagdo purinérgica no sistema vascular tem o potencial de influenciar
funcbes cardiacas, participar de respostas vasomotoras e controlar muitas funcoes
plaquetarias (BURNSTOCK, 2002).

Os nucleotideos de adenina constituem 90% dos nucleotideos plaquetarios e
encontram-se distribuidos em dois pools distintos: o pool metabdlico, utilizado na

manutencao das funcdes celulares, constituido principalmente por ATP, e o pool de
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armazenamento, que contém ATP e ADP para a liberagdo durante a secrecéo
plaquetéaria (LEE et al., 1998).

O ADP constitui-se no principal agonista envolvido no recrutamento e agregacao
das plaquetas em locais de injuria vascular, enquanto que a adenosina possui efeitos
inibitérios sobre esta agregacdo (ANFONSI et al., 2002; ROZALSKI et al., 2005). O ATP
possui um papel complexo nos mecanismos de regulacao de agregacao plaquetaria,
sendo que em baixas concentragdes ativa e em altas concentragdes inibe a agregacao
de plaquetas induzida pelo ADP (SOSLAU & YOUNPRAPAKON, 1997; BIRK et al.,

2002; REMIJIN et al., 2002; ROZALSKI et al., 2005).

2.3. Enzimas que degradam nucleotideos de adenina

Os nucleotideos de adenina extracelulares sdo hidrolisados por enzimas
conhecidas como ecto-nucleotidases. Dentre estas se destaca a NTPDase (apirase,
CD39, ATP difosfoidrolase) e a 5-nuclectidase, duas enzimas capazes de controlar a
disponibilidade de ligantes como ATP, ADP e AMP a seus receptores especificos

(ZIMMERMANN, 2001).

2.3.1. NTPDase (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD39, E.C. 3.6.1.5)

E-NTPDases (Ecto — nucleosideo trifosfato difosfoidrolases) € o termo genérico
para designar uma familia de enzimas responséaveis pela hidrolise de nucleotideos tri e
difosfatados (ZIMMERMANN, 2001). Oito membros desta familia j& foram identificados
e diferem quanto a especificidade de substratos, distribuicdo tecidual e localizacao
celular (SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; BIGONNESE et al., 2004). Estas

enzimas apresentam um alto grau de similaridade na sua seqiéncia de aminoacidos,
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particularmente dentro de cinco regides que sado conhecidas como ‘regides
conservadas da apirase” (ACRs), as quais sao de extrema importancia para a atividade
catalitica (ZIMMERMANN, 1999).

A NTPDase 1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD 39) foi a primeira enzima da
familia E-NTPDase a ser descrita, e estd ancorada na superficie celular através de duas
regides transmembranas préximas ao grupamento amino e carboxi terminal, com o seu
sitio catalitico voltado para o meio extracelular (Fig.3) (ZIMMERMANN, 2001). Esta
enzima hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP na presenca de ions Ca ?* e Mg?*
(ZIGANSHIN et al., 1994).

A presenca da NTPDase ja foi relatada em plantas, parasitas, insetos e em varios
tecidos e células de mamiferos, como por exemplo em cértex cerebral, linfécitos,
células endoteliais e plaquetas (BATTASTINI et al., 1991; SARKIS et al., 1995; PILLA et
al., 1996, WANG & GUIDOTTI, 1998; LEAL et al., 2005). Esta enzima vem sendo
amplamente estudada nos ultimos anos tanto em condigdes fisiolégicas e patolégicas
(LUNKES et al., 2003; ARAUJO et al., 2005; LEAL et al., 2007). A funcdo geral da
apirase tem sido atribuida a hidrélise extracelular dos nucleotideos ATP e ADP e,
portanto, dependendo da localizagédo tecidual a atividade enzimatica possui diferentes

papéis fisiolégicos (SARKIS et al., 1995; ZIMMERMANN, 1999).

2.3.2. 5-Nucleotidase (CD73, E.C. 3.1.3.5)

A 5-nucleotidase é uma enzima ancorada a membrana plasmatica via molécula de
GPI (glicofosfatidil inositol) com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular.
Entretanto, formas sollveis e clivadas desta enzima também ja foram descritas

(ZIMMERMANN, 2001; HUNSUCKER et al., 2005).
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Esta enzima catalisa a desfosforilagdo de varios nucleotideos 5-monofosfatados
como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus respectivos nucleosideos (ZIMMERMANN,
1996). No entanto, foi demonstrado que a 5’-nucleotidase hidrolisa mais eficientemente
o AMP, sendo por isto considerada a principal enzima responsavel pela formacao de

adenosina (ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN et al., 1998; ZIMMERMANN, 2001).

Ecto=5"=
E-NTPDases Hucleciidase

P,
0

MTFDaze MTPDawes
MTFDaza2 NTPDaves
MTPDaze3
TP Dased

Figura 3: Ecto-ATPases, Adaptado de Zimmermann (2001).

2.3.3. Adenosina deaminase

A adenosina um importante componente do sistema purinérgico que age como
um modulador do SNC em mamiferos e regula o metabolismo das células,
desencadeando uma série de efeitos fisioldgicos que participam da apoptose, necrose e
proliferacdo celular. Em condi¢gbes patologicas, a adenosina desempenha um papel
protetor, modulando a liberacdo de neurotransmissores. A adenosina também atua

como um regulador enddégeno da imunidade inata, a defesa do hospedeiro de leséo



29

tecidual excessiva associada a inflamagao (RATHBONE et al., 1999; BERAUDI et al.,
2003; HASKO & CRONSTEIN, 2004; SITKOVSKY & OHTA, 2005; BURNSTOCK, 2006;
DESROSIERS et al., 2007).

A concentracdo de adenosina extracelular é regulada pela atividade de um
pequeno grupo de enzimas importantes, incluindo a adenosina deaminase (ADA, EC
3.5.4.4), que catalisa a conversao da adenosina em inosina seu metabdlito inativo. A
adenosina deaminase (ADA) é amplamente distribuida nos tecidos dos animais
vertebrados e divide-se em duas isoformas ADA1 e ADA2. Tecidos contém
predominantemente ADA1. Ja a ADA2 é o principal componente do soro € € um
suposto estimulador de células-T. ADA foi detectada na superficie de muitos tipos
celulares, incluindo sinaptossomas do cérebro. A expressao heterogénea da atividade
de ADA pode ser encontrada nos tecidos periféricos e no SNC. Conforme
pesquisadores, a atividade da ADA apresenta grande variagcdo em areas cerebrais
distintas (GEIGER et al., 1986; FRANCO et al., 1986; 1997).

A atividade da ADA foi detectada na superficie das células hematopoiéticas
(ARAN et al., 1991). ADA esta presente em todos os tipos de células, mas a atividade é
mais alta no timo, tecidos linféides e em linfocitos periféricos. Tem sido demonstrado
que esta enzima desempenha um papel importante na funcdo dos linfécitos e €
essencial para o crescimento normal, diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos T

(FRANCO et al., 1997; CODERO et al., 2001).
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Activity of adenine nucleotide and nucleoside degradation enzymes in platelets of

rats infected by Trypanosoma evansi

Abstract

Nucleotide and nucleoside-degrading enzymes are present in the surface of platelets,
blood cells involved in clotting disturbances of Trypanosoma evansi-infected animals.
Thus, this study was aimed at evaluating the activity of the enzymes NTPDase, 5'-
nucleotidase and adenosine deaminase (ADA) in platelets of rats experimentally
infected by T. evansi. Animals were divided four groups according to the degree of
parasitemia. Samples were collected at days 3 (group A: at the beginning of
parasitemia), 5 (group B: high parasitemia) and 15 (group C: chronic infection). Group D
(control group) was composed of non-infected animals. Blood samples with citrate as
the anticoagulant were collected and used for platelet separation and enzymatic assays.
NTPDase, 5'-nucleotidase and ADA activities were decreased (p<0.05) in platelets from
rats of groups A and B, when compared to the control group. In group C, only NTPDase
and 5’-nucleoside activities were increased (p<0.001), observed by ADP and AMP
hydrolysis. The correlation between platelet count and nucleotide/nucleoside hydrolysis
was positive and statistically significant (p<0.05) in groups A and B. Platelet aggregation
was decreased in all infected groups, in comparison to the control group (p<0.05).
Based upon the results, it is concluded that the alterations observed in the activity of the
enzymes NTPDase, 5-nucleotidase and ADA in platelets of T. evansi-infected animals
might be related to thrombocytopenia.

Keywords: NTPDase, 5’-nucleotidase, adenosine deaminase, thrombocytopenia.



33

1. Introduction

The protozoan Trypanosoma evansi is the etiologic agent of the disease known
as “Mal das Cadeiras” or “Surra” in equines. This parasite is reported affecting domestic
and wild mammals and, in rare cases, humans (Powar et al., 2006). The disease is
widely distributed, occurring in Africa, India, Malaysia, Indonesia, China, Russian,
Philippines and Latin America (Silva et al., 2002). The trypomastigote forms are mainly
transmitted by blood-sucking insects (Hoare, 1972). Trypanosome-infected animals
present clinical signs as fever, poor body condition, weakness, subcutaneous edema,
petechiae of the serous membranes and instability of the hind limbs (Silva et al., 1995).
Low platelet count and clotting disturbance may occur in the acute phase of the disease,
as reported in dogs, cats and rats infected by T. evansi (De La Rue et al.,, 1997,
Franciscato et al., 2007; Da Silva et al., 2010a; Da Silva et al., 2010b).

Coagulopathies are alterations related to the number of platelets or to the
coagulation cascade that consequently interfere in the coagulation process (Jain, 1993).
The platelet reduction may be a consequence of bone marrow impairment, short life
span, immunomediated thrombocytopenia, disseminated intravascular coagulation (DIC)
and splenic sequestration (Jenkins and Facer 1985; Stephen 1986). Platelets truly play
important homeostatic functions, through the mechanisms of adhesion, aggregation and
subsequent formation of clots at sites of vascular damage (Harker, 1997; Marcus et al.,
2002; Wagner and Burger, 2003).

The platelet surface contains purinergic receptors for the nucleotides ATP and
ADP. These nucleotides are controlled by the enzymes NTPDase and 5’-nucleotidase,
through the degradation of adenosine to inosine (Pilla et al., 1996). Adenine nucleotides

are considered important endogenous signaling molecules in inflammatory and
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immunological processes and in vasomotor responses, through the control of platelet
functions and thromboregulation (Burnstock, 2002; llles and Ribeiro, 2004).

Platelet nucleotides play a fundamental role in normal homeostasis and in the
prevention of excessive ADP-induced platelet aggregation (Lunkes et al., 2004). They
are distributed in two distinct pools; the metabolic, used for maintaining cellular
functions, mainly constituted of ATP; and the storage pool, which contains ATP and
ADP that are released during platelet secretion (Lee et al., 1998).

Enzymatic activities of NTPDase, 5’-nucleotidase and adenosine deaminase
(ADA) represent essential mechanisms for thromboregulation and homeostasis. Within
this context, the study of such enzymatic activities in platelets of T. evansi-infected
animals is important, since the acute phase of the disease course with
thrombocytopenia. Thus, the aim of this study was to evaluate the NTPDase, 5'-
nucleotidase and ADA activities, which participate in ATP/ADP hydrolysis and in ADA
deamination, in platelets of T. evansi-infected rats during different periods of the

infection.

2. Material and methods
2.1 Animals

We used 45 male rats (Rattus norvegicus) with 70 days old (250 to 300g). The
animals were kept in cages and placed in an experimental room with controlled
temperature and humidity (25 °C and 80% RH) and had free access to water and
commercial chow throughout the experiment. All animals were treated with pyrantel
pamoate, praziquantel and fenbendazole, and were submitted to a period of 15 days for

adaptation before the beginning of the experimental period (day 0). The procedure was
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approved by the Animal Welfare Committee of Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), number 23081.014999/2009-63, in accordance to brazilian laws and ethical

principles published by the Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

2.2 Inoculation and estimation parasitemia

The T. evansi strain used in this study had been obtained from a naturally
infected dog (Colpo et al., 2005) and had been kept in liquid nitrogen and in Wistar rats.
Thirty animals were inoculated intraperitoneally (Day 0) with 0.2ml of blood containing
an average of 2.5 x 10° parasites, according to methodology described by Assoku
(1975). Fifteen rats received 0.2ml of saline by the same route and were used as
control. Parasitemia was estimated daily by microscopic examination of smears (Da
Silva et al., 2006). Each slide was mounted with blood collected from the tail vein,

stained by the panoptic method and visualized at a magnification of 1000x.

2.3 Experimental design

The animals were grouped (n=10) according to the degree of parasitemia and
time of infection (Wolkmer et al., 2007). Thus, group A (early infection) consisted of rats
with 3 days post-infection (PI), group B (acute infection) consisted of rats with 5 days PI
and group C (chronic infection) consisted of rats with 15 days PIl. Group D (non-infected
rats) was divided into subgroups D1, D2 and D3 (n=5) for comparison with the infected

animals of groups A, B and C, respectively.

2.4 Samples collection
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The animals were anesthetized in a chamber with isoflurane for collection of
blood by cardiac puncture (8.5ml). Thereafter, rats were decapitated following
recommendations of the Ethics Committee. Part of the material collected was allocated

in tubes containing citrate anticoagulant for separation of platelets.

2.5 Platelet counts
Platelet counts were performed by using a Neubauer chamber filled with whole

blood diluted in calcium oxalate.

2.6 Platelet preparation

Platelets were isolated from plasma obtained from blood collected with sodium
citrate as anticoagulant (0.129M, 1:9 v/v), according to described by Pilla et al. (1996)
and modified by Lunkers et al. (2003). Cell viability was estimated by lactate
dehydrogenase release before and after incubation at 37 °C. Values of the sample were
compared to the enzymatic activity obtained from cells lysed with 0.1% Triton X-100, as
described by Bergmeyer (1983). Cell viability was also estimated by trypan blue dye

exclusion.
2.7 Protein determination
Protein was measured by the Coomassie blue method using bovine serum

albumin as standard, as described by Bradford (1976).

2.8 NTPDase and 5’-nucleotidase activity determination
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The NTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction medium containing 5
mM CaCl,, 100 mM NaCl, 4 mM KCI, 50 mM glucose and 50 mM Tris-HCI buffer, pH
7.4, at a final volume of 200 pl as described by Lunkes et al. (2004). Twenty microliters
of the enzyme preparation (8-12 ug of protein) were added to the reaction mixture and
the pre-incubation proceeded for 10 min at 37 °C. The reaction was initiated by the
addition of ATP or ADP at a final concentration of 1.0 mM, and the time of incubation
was 60 minutes.

5’-Nucleotidase activity was determined essentially as described by Heymann et al.
(1984) in a reaction medium containing 10 mM MgSO4 and 100 mM Tris-HCI buffer, pH
7.5 at a final volume of 200 ul. Twenty microliters of enzyme preparation (8-12 pg of
protein) was added to the reaction mixture and the pre-incubation proceeded for 10 min
at 37 °C. The reaction was initiated by the addition of AMP at a final concentration of 2.0
mM. The time of incubation was 60 minutes.

Both enzyme assays were stopped by the addition of 200 ul of 10% trichloroacetic
acid (TCA) to provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were chilled
on ice for 10 min. Released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of
Chan et al. (1986) using malachite green as the colorimetric reagent and KH.PO4 as
standard. Controls were carried out to correct for non-enzymatic hydrolysis of
nucleotides by adding platelets after TCA addition. All samples were run in triplicate.

Enzyme specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein.

2.9 ADA enzyme assay
ADA activity was measured spectrophotometrically in serum, lymphocytes and

erythrocytes by the method of Giusti and Gakis (1971). The reaction was started by
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addition of the substrate (adenosine) to a final concentration of 21 mmol/l and
incubations were carried out for 1 h at 37 °C. The reaction was stopped by adding 106
mmol/l/0.16 mmol/l phenol-nitroprusside/ml solutions. The reaction mixtures were
immediately mixed to 125 mmol/l/11 mmol/l alkaline hypochlorite (sodium hypochlorite)
and vortexed. Ammonium sulphate of 75 umol/l was used as ammonium standard. The
ammonia concentration is directly proportional to the absorption of indophenol at 650

nm. The specific activity is reported as U/l in platelets.

2.10 Platelet aggregation

Platelet aggregation was assessed by the method of Born and Cross (1963) by
turbidimetric measurement with a Chrono-log optical aggregometer, with
AGGRO/LINK® Model 810-CA software for Windows version 5.1. The preparation of
platelet rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation of blood for 20 min at 1000
rpm and the preparation of platelet poor plasma (PPP) was obtained by centrifugation of
the sample at 3700 rpm for 30 minutes. After calibration of the aggregometer, the
animals data concerning the assays and reagents were entered on a computer coupled
to the equipment, and the animals test was then performed. Aggregation was measured
at 37 °C and expressed as the maximal percent change in light transmittance from
baseline at 5 min after the addition of the agonist ADP at concentrations of 10 pM, with

PPP as a reference. The results were expressed as percentage of aggregation.

2.11 Statistical analysis
Data were submitted to analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s

test (P<0.05). The correlation of NTPDase, 5-nucleotidase and ADA in platelets was
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analyzed by linear regression. The analyses were performed using SAS statistical

package (SAS Institute, Cary, NC, USA) with a significance level of 5% (P <0.05).

3. Results
3.1 Parasitemia and clinical signs

Examination of the peripheral blood smears showed a prepatency period ranging
between 24 and 48 h in the infected rats. The parasitemia curve can be observed at Fig.
1. Mild parasitemia and absence of clinical signs (two trypanosomes per microscopic
field at 1000x magnification) were observed in group A animals. Moderate parasitemia
(144 trypanosomes per microscopic field) and clinical signs characteristics of the
trypanosomosis, as apathy, anorexia and pyrexia, as well as neurological signs and
motor incoordination, were observed in group B rats (day 5). Low parasitemia (zero to
one parasite per microscopic field) and no clinical signs were observed in group C

animals.

3.2 Platelet counts
Animals from groups A and B showed marked thrombocytopenia, and an

increase in platelet count was observed in chronically infected rats (Fig. 2).

3.3 Enzymatic activities

Results of ATP, ADP and AMP hydrolysis can be observed in Fig. 3, and ADA
activity in platelets can be observed at Fig 4. Significant reductions of 48 and 44% were
observed in the conversion of adenosine to inosine in groups A and B, respectively

(p<0.05). The hydrolysis of ATP by the enzyme NTPDase was decreased (p<0.05) in
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groups A (63%) and B (47%), when compared to the control group. Similarly, reductions
of 66% (group A) and 42% (group B) were observed in ADP hydrolysis (p<0.05),
whereas in group C a significant increase (p<0.001) of 50% was observed in
comparison to the control group.

A positive and significant correlation (p<0.05) between platelet count and ATP
(r=0.64), ADP (r=0.69), AMP (r=0.66) and adenosine (r=0.58) hydrolysis was observed
in group A. Similar correlation was observed between platelet count and ATP (r=0.73),
ADP (r=0.67), AMP (r=0.71) and adenosine (r=0.75) hydrolysis in group B (p<0.05). No
statistically significant correlation was observed between platelet count and enzyme
activities in group C.

Platelet aggregation was decreased (p<0.05) in groups A, B and C, in

comparison to the control group using ADP agonist, as observed in Fig. 5.

4. Discussion

Several studies with ectonucleotidases have been reported in protozoa as T.
cruzi, Tritrichomonas foetus, Toxoplasma gondii and Leishmania sp. (Jesus et al., 2002;
Asai et al., 1995; Meyer-Fernandes et al., 1997; Fietto et al., 2002). However, only few
reports on the activity of theses enzymes in the infected hosts are available. Altug et al.
(2007) and Yasuda et al. (1996) reported serum ADA activity in cattle affected with
naturally acquired theileriosis and babesiosis, respectively. The present study is the first
report of enzymes that degrade adenine nucleotides/nucleosides in platelets of T.
evansi-infected rats.

The decrease in the number of platelets observed in groups A (beginning of the

infection) and B (acute infection) had been previously reported and may be associated
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to reduced platelet life span, bone marrow impairment, immunomediated
thrombocytopenia and DIC (Facer and Jenkins 1985; Stephen 1986; Murray and Dexter,
1988; Rue et al., 1997). Reduced number of circulating platelets may also be a
consequence of splenic and hepatic sequestration, as previously reported in T. evansi
infections (Rue et al., 1997; Da Silva et al., 2009; Da Silva et al., 2010).

The thrombocytopenia observed in the animals of groups A and B of our study,
can also be a predictable outcome of self immune response of the host against
alterations in the surface proteins of the protozoan (Maudlin et al., 2004). This is likely
due to the increase in the number of megakaryocytes, an indicative of bone marrow
response, as reported in rats acutely infected by T. evansi (Da Silva et al., 2010).

During the process of immunological stimulation, platelets are exposed to
cryptoantigens that bind to antibodies or make the connection to immunocomplexes
(Feldman et al., 2003). This work, the thrombocytopenia may be attributed to the
presence of the parasite in the bloodstream, in animals chronically infected platelet
count was higher than in other periods of infection and leading to a compensatory
mechanism, as the thrombopoiesis and the increased platelet life span with reduction of
the immunomediated thrombocytopenia (Jain, 1993).

Studies with NTPDase, 5’-nucleotidase and ADA have demonstrated the
involvement of these enzymes in the thromboregulation mechanisms, and altered
enzymatic activities have been reported in many diseases (Silva et al., 2005; Shetinger
et al., 2007). Decreased enzymatic activities were observed in our study, in comparison
to the control group. This may be a consequence of the reduced number of platelets in
groups A and B, as these cells present specific receptors for ATP and ADP nucleotides.

Nucleotides/nucleosides have a key role in modulating diverse effects on the vascular
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system through the interaction with platelet-specific receptors (Di Virgilio et al., 2001).
Contradictory, an increase in NTDase and 5°-nucleotidase activities was observed in
group C, probably due to the increased number of platelets and ATP/ADP receptors,
yielding the hydrolysis of these nucleotides. However, the augmented enzymatic activity
could also represent a compensatory mechanism to the increased extracellular
nucleotide levels (Spanevello et al., 2010).

No aggregation tendency was observed in platelets of T. evansi-infected rats, in
comparison to the control group. Conversely, groups A, B and C showed a decrease in
aggregation amplitude throughout the experiment. In groups A and B, this can be
explained by the thrombocytopenia and consequent decrease in ADP release. The
positive correlation among platelet aggregation, platelet count and ADP in these groups
suggests an association of the results.

Chronically infected animals showed normal platelet count, what could contribute
to platelet aggregation due to ADP metabolism and platelet recruitment and aggregation
(Ziganshin et al., 1994; Pilla et al., 1996; Gayle et al., 1998; Lunkes et al., 2004; Araujo
et al., 2005). Contradictory, the adenosine resulting from ATP/ADP hydrolysis is a potent
inhibitor of this aggregation and an important modulator of vascular tonus via acting on
A2 receptors (Buffon et al., 2006). Thus, in the chronic infection (group C), where the
platelet count was inside normal physiological range and therefore a greater aggregation
would be expected, the decrease aggregation amplitude observed was attributed to the
increase in ADP and AMP levels and consequent adenosine accumulation.

NTPDases are present in many tissues, including the platelet surface membrane.
NTPDase expression in platelets regulates nucleotide-mediated signaling in the

vasculature in a temporal and spatial manner with consequences for thrombogenesis
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and platelet activation (Atkinson et al., 2006). Considering this, it can be hypothesized
that alterations in platelet membranes may have corroborated with the reduction of the
activity and expression of the enzymes NTPDase and 5’-nucleotidase in platelets of T.
evansi-infected rats.

ATP, ADP and AMP hydrolysis and adenosine deamination were altered in
platelets of T. evansi-infected rats. During the infection period, the decrease in the
enzymatic activities may be related to thrombocytopenia, whereas in the chronic
infection the increase in the activity may be attributed to a compensatory mechanism.
Alterations in the activities of these enzymes may implicate in the pathophysiology of

trypanosomosis.
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Fig.1. Parasitemia by T. evansi in infected rats 15 days post-inoculation. The collection of

material was performed in groups A, B and C groups in 3 days, 5 and 15 post-infection,
respectively.
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Fig.2. Platelet counts in rats infected and uninfected at days 3, 5 e 15 post-infection. - Represents
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Fig.3. Hidrolysis of ATP (A), ADP (B) and AMP (C) from rats experimentally infected
with T. evansi on 3, 5 and 15 post-infection. * Represents significant difference
between groups (p <0.05). The columns are represented as mean * standard
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54



12 -

10 A

U/L
(=]

Day 3 Day s Day 15

Day post-infection

B Not-infected [] Infected

Fig.4. Activity of enzyme adenosine deaminase (ADA) from rats experimentally infected with T.
evansi on 3, 5 and 15 post-infection. Represents significant difference between groups (p<0, 05).
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Fig.5. Platelet aggregation on days 3, 5 and 15 post-infection in mice infected with T. evansi
compared to uninfected animals, using ADP as an agonist at concentration of 10 uM. The
results are expressed as percentage of aggregation (n=15)
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4- CONCLUSAO

A hidrélise de ATP, ADP e AMP e a desaminacdo de adenosina apresentaram-se
alteradas em plaquetas de ratos infectados por T. evansi. Durante o periodo de
infeccao a diminuicdo na atividade enzimatica pode estar relacionada a trombocitopenia
e na infeccao crénica o aumento da atividade pode ser atribuido a uma resposta
compensatoria do organismo. As alteragbes na atividade destas enzimas podem ter

implicacdes na patogenicidade da enfermidade.
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