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O Trypanosoma evansi € um protozoario o qual infecta uma grande diversidade
de hospedeiros mamiferos levando ao desenvolvimento da tripanossomiase. Diversos
trabalhos tém investigado as alteracdes enzimaticas em linfécitos, importantes células
envolvidas com respostas imunolégicas, as quais sdo importantes para a compreensao
do mecanismo patoldgico da tripanossomiase em animais. Dentre elas se destacam as
NTPDases, enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideos extracelulares de
adenina. A curcumina (Cur) tem sido relacionada com diversos efeitos benéficos
associados ao seu uso em animais experimentalmente infectados com o T. evansi, uma
vez que este composto apresenta dentre suas propriedades efeitos antiinflamatérios e
antiparasitarios. Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade das enzimas do sistema
purinérgico nos linfécitos de ratos, suplementados ou ndo com curcumina 30 dias antes
da infecgcéo por Trypanosoma evansi. Trinta e dois ratos Wistar adultos foram distribuidos
em grupos controle ndo infectado (C), recebeu solucao fisioldgica via intraperitoneal (IP),
o grupo controle infectado (Cl) recebeu pela mesma via 0,2ml de sangue com 1x10°
parasitas e tratamento com 6leo de milho. O grupo pré-infeccdo 20 (Prel20) recebeu
20mg/kg de curcumina e o grupo pré-infeccao 60 (Prel60) recebeu 60mg/kg de
curcumina por 30 dias prévios a inoculacdo com T. evansi.. Apés a inoculagdo, os 3
grupos tratados continuaram a receber a curcumina diariamente no periodo de 15 dias

até a eutanasia. A atividade da NTPDase tanto para a hidrélise do ATP quanto do ADP



aumentou significativamente no grupo Cl quando comparado ao grupo controle (P<0,05).
A atividade da ADA diminuiu significativamente no grupo Cl em relacdo ao controle
(P<0,05). A utilizacdo da Curcumina nas doses de 20 e 60mg/Kg por 30 dias prévios a
infecgdo com o T. evansi reduziu significativamente a atividade da NTPDase e aumentou
significativamente a atividade da ADA nos grupos tratados (P<0,05). Os resultados deste
trabalho reforcam a evidencia que o uso da curcumina previamente a infeccdo por T.
evansi induz efeitos imunomodulatérios, pois mantém a atividade da NTPDase nos
linfocitos reduzida, e mantém alta a atividade da ADA, favorecendo a resposta contra o
parasita. Desta forma, sugere-se que a curcumina possa ser utilizada como suplemento

alimentar para animais em areas onde a tripanosomose é endémica.

Palavras-chave: Tripanossomiase, sistema purinérgico, ADA, NTPDase.
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Trypanosoma evansi is a protozoan parasite which infects a wide variety of
mammalian hosts leading to the development of trypanosomiasis. Several papers have
investigated the enzymatic changes in lymphocytes, important cells involved in immune
responses, which are important for understanding the pathological mechanism of
trypanosomiasis in animals. Among them we highlight the ectoATPases, enzymes that
hydrolyze extracellular nucleotides and nucleosides of adenine. The curcumin (cur) has
been associated with several beneficial effects associated with its use in animals
experimentally infected with T. evansi, since this compound exhibits its properties among
inflammatory and anti-parasitic effects. This study aimed to evaluate the activity of
enzymes of the purinergic system in lymphocytes of rats supplemented or not with
curcumin 30 days before infection with Trypanosoma evansi. Thirty-two adult male Wistar
rats were divided into four groups. The uninfected control group (C) received saline
intraperitoneally (IP), the infected control group (Cl) received by the same route 0.2 ml of
blood with 1x10° parasites and treatment with corn oil. The group pre-infection 20 (Prel20)
received 20mg/kg curcumin and pre-infection group 60 (Prel60) received 60mg/kg of
curcumin for 30 days prior to inoculation with T. evansi. After inoculation, the 03 treated
groups continued to receive daily curcumin within 15 days before euthanasia. The
NTPDase activity for both the hydrolysis of ATP to ADP increased significantly in the

infected control group compared to the control group (P <0.05). The ADA activity
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decreased significantly in the infected control group compared to the control (P <.05). The
use of curcumin at doses of 20 and 60 mg / kg for 30 days prior to infection with T.evansi
reduced significantly NTPDase activity and increased significantly ADA activity in the
treated groups (P <0.05). The results of this study support the evidence that the use of
curcumin prior infection with T. evansi induces immunomodulatory effects, since they
maintain the NTPDase activity reduced in lymphocytes, and maintains high ADA activity,
favoring the response against the parasite. Thus, it is suggested that curcumin can be

used as a food supplement for animals in areas where trypanosomosis is endemic.

Keywords: trypanosomiasis, purinergic system, ADA, NTPDase.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito. Desta forma, as se¢Bes Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo e Referéncias encontram-se no proprio manuscrito e representa a
integra deste estudo.

Ao término do manuscrito serdo encontradas as conclusfes obtidas através
do referido estudo, assim como o referencial teorico utilizado para a elaboracao

da introducao deste estudo.



1. INTRODUCAO

O Trypanosoma evansi (T. evansi) € um protozoario da secdo salivaria
altamente patogénico para pessoas e animais domésticos. E o agente etiologico
da doenca tripanossomiase também conhecido como “Mal das Cadeiras” ou
“Surra” em equinos (SILVA et al., 2002). Apresenta ampla distribuicdo geografica
parasitando animais domésticos, silvestres, pequenos roedores (SILVA et al.,
2002) e humanos (JOSHI et al., 2005). O T. evansi foi 0 primeiro tripanossoma
patogénico descoberto em 1880 por Griffith Evans, que encontrou organismos
moveis no sangue de cavalos e camelos doentes (MAUDLIN et al., 2004).

Este protozoario teve sua origem no continente africano e foi introduzido
nas Américas pelos primeiros colonizadores europeus. Desde entdo, tem causado
numMerosos surtos em equinos, resultando em morte e elevados prejuizos aos
pecuaristas (SILVA et al., 2002). Surtos ou casos isolados de tripanossomiase
tém sido relatados, ha varios anos, em diversas regifes brasileiras (FRANKE et
al., 1994; SILVA et al., 1995; HERRERA et al., 2004). Na regido sul do pais, onde
até 2005 nao havia registro de ocorréncia desse flagelado, o niumero de casos
tem aumentado gradativamente ano apés ano (COLPO et al., 2005; CONRADO et
al., 2005; RODRIGUES et al., 2005; FRANCISCATO et al., 2007). Sugere-se que
0 aumento de casos da doenca esteja relacionado a presenca de animais
silvestres, como capivaras, quatis e demais roedores préximos dos animais com
sinais clinicos. (ZANETTE et al., 2008).

As formas encontradas na corrente sanguinea sao denominadas
tripomastigotas, basicamente lancetadas e com o corpo alongado e achatado, um
flagelo livre estd sempre presente. HA uma membrana ondulante bem
desenvolvida e a extremidade posterior pode ser arredondada ou afilada. Seu
tamanho varia de 15 a 33 ym, com média de 24 ym (HOARE et al., 1972). O T.
evansi é geralmente monomorfico, tendo um pequeno cinetoplasto subterminal.
Entretanto, existem formas acinetoplasticas em que o DNA cinetoplastico circular
€ ausente. Estes exemplares sdo encontrados em cepas silvestres como
resultado de mutacdo, apOs tratamento com tripanocidas (aceturato de

diminazeno), e apos longo tempo em cultura in vitro e criopreservacdo. As cepas
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brasileiras sdo comprovadamente acinetoplasticas. (ZWEYGARTH et al., 1990;
VENTURA et al., 2000).

Figura 1 — Formas tripomastigotas de T. evansi em esfregago sanguineo de ratos infectados
experimentalmente.
Fonte: PAIM et al., 2011

Short free flagellum
occaslonally present

Inconspicuous
undulating membrane

: /_.-

Short (congolense) form
approx. 3%
approx. 90%
Slender form
approx. 7%

Figura 2 — Esquema representativo do Trypanosoma evansi. O flagelo da direita representa as
cepas brasileiras.
Fonte: http://www.fao.org/docrep/006/x0413e/x0413e02.htm
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Os principais vetores transmissores pertencem aos géneros Tabanus sp.
(mutucas), porém insetos dos géneros Stomoxys sp, Haematopota sp. e
Lyperosia sp. podem transmitir o parasita (SILVA et al., 2002). Na América
Central e do Sul o morcego hematéfago Desmodus rotundus € considerado um
vetor importante, uma vez que também atua como hospedeiro do protozoario.
Além disso, carrapatos tém sido sugeridos como vetores na transmisséao do T.
evansi e T. vivax (CAMARGO et al., 2004). Isso levanta a possibilidade de um
carrapato estar envolvido na transmisséo de T. evansi de capivaras para equinos.
O carrapato-estrela (Amblyomma cajennense) parasita capivaras e equinos
(FIGUEIREDO et al., 1999)

A via oral pode ser importante na dispersao de infeccdo de T. evansi em
cachorros, quatis e capivaras, que podem ser infectados em consequéncia das
brigas frequentes entre animais infectados e ndo infectados. Além disso, espécies
gregérias como coatis e capivaras tém um comportamento agressivo facilitando a
transmissédo oral do protozodrio entre eles, e mantendo a infeccdo no grupo social, ja
gue a forma cronica da doenca causada por T. evansi foi identificada em capivaras
(Hydrochaeris hydrochaeris) e quatis (Nasua nasua), possiveis reservatorios do
agente. Os cédes e ruminantes também podem atuar como reservatorios do T. evansi
guando o curso da doenca for cronico (HERRERA et al., 2004).

Os T. evansi se reproduzem por fissdo binaria quando estdo no sangue de
seu hospedeiro. Esta multiplicacéo inicia-se no local da picada, na pele, invadindo a
corrente sanguinea e o sistema linfatico do hospedeiro, levando a picos de febre e
induzindo a uma resposta inflamatéria (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004).

Capilar

/
Tripomastigot: /s
rh J
y A
& g

\
\ Tripomastigotas

Figura 3: Transmissdo e multiplicacao (fissdo binaria) do T. evansi (Modificado de GARDINER et
al., 1988)



19

Em infec¢des naturais e experimentais, observou-se que a tripanossomiase
por T. evansi pode apresentar-se com um quadro clinico agudo e cronico.
Geralmente, a fase aguda da infeccdo € caracterizada pelo surgimento de febre
intermitente, edema subcutaneo, anemia progressiva, cegueira, letargia e
alteracdes hemostaticas. Os animais afetados agudamente podem morrer dentro
de semanas ou poucos meses. No entanto, as infecgdes cronicas podem durar
anos (BRUN et al.,, 1998). Durante a fase cronica, ocorre o agravamento dos
sinais clinicos e consequentemente observa-se nos animais infectados caquexia,
edema, incoordenacdo motora e paralisia de posterior (BRANDAO et al., 2002;
SILVA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2005). Os sinais neurolégicos tém sido
descritos na fase terminal da doenca, principalmente em equinos, bovinos,
veados e bdfalos infectados naturalmente (TUNTASUVAN et al, 1997;
TUNTASUVAN & LUCKINS, 1998; TUNTASUVAN et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2005).

Nas infeccbes aguda, subaguda, ou crbnica desencadeadas pela
tripanossomiase, os linfocitos possuem um importante papel realizando multiplas
funcdes na defesa pelo organismo (PAIM et al., 2011). Responséaveis pelo
reconhecimento e destruicdo de antigenos nao-proprios, participam de varias
funcBes do sistema imune. Sdo células de defesas pertencentes aos globulos
brancos perfazendo de 20 a 30% dos leucdcitos no sangue. Este niumero varia
muito de acordo com a higidez do paciente (SASSON & SILVA, 1989). A
linfopoiese (aumento de seu numero na corrente sanguinea) € estimulada por
exposicdo antigénica e deprimida por corticéides, horménios sexuais e ma
nutricdo. Dentre suas fun¢des incluem a imunidade humoral, imunidade celular,
regulacdo imune, atividade citotéxica e vigilancia imune e secrecdo de linfocinas
(JANEWAY et al., 2001).

S&o produzidos pela medula 6ssea vermelha, através das células-tronco
linféides que se diferenciam em células pré-bursicas e pré-timocitos. Os pre-
timocitos dao origem aos Linfécitos T que por sua vez vao amadurecer nos
tecidos linfoides, ja as células pre-barsicas dao origem aos Linfocitos B. Ha ainda
uma terceira classe os chamados linfocitos Natural Killer (células NK ou
exterminadoras naturais), células linfociticas granulares com tamanhos maiores.
(SASSON & SILVA, 1989).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bursa_(anatomia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Timo
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_NK
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Os linfocitos T sdo o principal responsavel pela chamada imunidade
celular, agindo ora de forma a estimular ou atenuar a producdo de anticorpos
pelos linfocitos B, ora diretamente sobre os antigenos ou células corporais
infectados por esses, destruindo-os através de um complexo mecanismo (CHAN
et al., 1988). Dentre os varios tipos que os correspondem destacam-se 0s
linfécitos CD8 ou Citotdxicos os quais destroem as células infectadas através do
mecanismo de apoptose, e os linfoécitos CD4+ ou Auxiliares, intermediarios da
resposta imunitaria que proliferam apds o contato com o antigeno ativando outros
tipos celulares. Existem 2 subtipos conhecidos de linfocitos T auxiliares: Thl e
Th2. (SEBASTIAO et al., 1994).

Os linfécitos B dao origem aos plasmacitos e celulas B de memdria que
geram 0s anticorpos. S80 0s principais responsaveis pela chamada imunidade
humoral, que se d& via producao e diluicdo de anticorpos nos fluidos teciduais ou
corporais. Sao responsaveis pela producdo de  imunoglobulinas,
contra antigenos estranhos, fazendo reconhecimento direto de antigenos, através
de proteinas de superficie e marcadores fenotipicos (SASSON & SILVA, 1989)

Dentre os mediadores capazes de modular as acdes dos linfécitos
destacam-se os nucleotideos e nucleosideos de adenina que fazem parte do
sistema purinérgico. Em especial, o ATP extracelular é capaz de regular as
interacbes célula-célula, sendo importante nos processos de ativacao,
diferenciacdo, desenvolvimento, proliferacdo, morte celular e respostas efetoras
dos linfocitos (DI VIRGILIO, 2000). Enquanto isso, a adenosina apresenta-se
como uma molécula anti-inflamatéria (GESSI et al., 2007).

Trés componentes principais fazem parte do sistema purinérgico:
Nucleotideos e nucleosideos extracelulares, seus receptores e ectoenzimas
responsaveis pela regulacdo de niveis destas moléculas. Os nucleotideos de
adenina como ATP, ADP e AMP sado considerados importantes moléculas
sinalizadoras em tecidos (YEGUTKIN, 2008).

O controle dos niveis extracelulares de nucleotideos e nucleosideo de
adenina sao realizados por enzimas ancoradas na membrana celular ou meio
intersticial (Figura 4). Dentre estas enzimas destacamos as ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase), ectonucleotideo pirofosfatase (E-NPPSs),
5-nucleotidase e adenosina desaminase (ADA) (YEGUTKIN, 2008). Estas

enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimatica que tem inicio com
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a acao da E-NTPDase e da E-NPP as quais hidrolisam o ATP e ADP, formando o
AMP, que em seguida € hidrolisado pela 5-nucleotidase formando adenosina.

Finalmente, a adenosina € desaminada pela ADA em inosina (YEGUTKIN, 2008).

ATP ADP ANP = Ade > Ine

2. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP = AMP + P;
3. Ecto-5'-nucleotidase AMP - adenosine + P;
4. Adenosine deaminase Adenosine = Inosine

Figura 4 - Enzimas responsaveis pela hidrélise de nucleotideos e nucleosideos de adenina.
Fonte: YEGUTKIN, 2008.

A adenosina é um importante componente do sistema purinérgico em
mamiferos, regulando o metabolismo das células e desencadeando uma série de
efeitos fisiol6gicos que participam na apoptose, necrose e proliferacéo celular. Em
condi¢cdes patologicas, a adenosina desempenha um papel protetor atuando
como um regulador enddégeno da imunidade inata e na defesa do hospedeiro de
lesbes teciduais excessivas associadas a inflamacdo (RATHBONE et al., 1999;
HASKO & CRONSTEIN, 2004; SITKOVSKY & OHTA, 2005; BURNSTOCK et al.,
2006; DESROSIERS et al., 2007).

A concentracao de adenosina extracelular é regulada pela atividade de um
pequeno grupo de enzimas importantes, incluindo a adenosina desaminase (ADA,
EC 3.5.4.4), que catalisa a conversao da adenosina em inosina. Altos niveis desta
enzima séo encontrados no sistema linféide (linfonodos, baco e timo), podendo
também ser encontrada, mas em menor quantidade, nos eritrocitos (CRISTALLI et
al., 2001; SABOURY et al., 2003).
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A ADA esta presente em todos os tipos celulares, mas encontra-se em
elevada atividade no timo, tecidos linfoides e linfécitos periféricos. Estudos tem
demonstrado que esta enzima desempenha um importante papel na funcdo dos
linfocitos e € essencial para o crescimento normal, a diferenciacéo e proliferacao
de linfocitos T (FRANCO et al., 1997; CODERO et al., 2001). Ela divide-se em
duas isoformas ADAl e ADA2 e ambas estdo amplamente distribuidas nos
animais vertebrados. Os tecidos contém predominantemente ADAL, ja a ADA2 é
o principal componente do soro e é um suposto estimulador de células-T
(FRANCO et al., 1997; BURNSTOCK, 2006).

A localizacdo da ADAL é principalmente citosoélica, sendo encontrada em
todo o organismo e também na superficie de macroéfagos, linfécitos B e em alguns
linfocitos T. Esta pode estar combinada com uma proteina combinante nao
especifica (CD26) (TSUBOI et al., 1995). O complexo ADA-proteina combinante
constitui uma ecto-ADA, a qual é responsavel pelo controle dos niveis de
adenosina extracelulares (SAURA et al., 1996; FRANCO et al., 1997).

A adenosina atua como um sensor para o sistema imune informando sobre
alteracdes na sua circunvizinhanca, como nos casos de danos teciduais e até
mesmo no desencadeamento de processos inflamatérios agudos (KUMAR &
SHARMA 2009). A reducéo na atividade da ADA em linfocitos levaria a interacdo
da adenosina com receptores purinérgicos que existem em muitos tipos de
células, levando a efeitos anti-inflamatérios, entre eles a inibicdo da resposta
imune Thl.

Na infeccdo aguda causada por T. cruzi, ha uma predominancia de Thl e

resposta celular com producéo de interferon-y (KUMAR & TARLETON, 2001),

assim como na infec¢do por T. evansi relatada recentemente (PAIM et al., 2011a).
Portanto, a inibicdo dessa resposta pela acdo da adenosina extracelular em
receptores purinérgicos poderia atenuar a inflamacao e os danos teciduais.
Conjuntamente com as ac¢des da adenosina e a atividade da ADA, tem sido
sugerido que a enzima NTPDasel também desempenhe um importante papel na
regulacdo da funcdo de linfocitos, incluindo reconhecimento do antigeno e/ou

ativacado de atividades efetoras das celulas T-citotoxicas (FILIPPINI et al., 1990).
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A participacdo dessa enzima no curso de doencas envolvendo varios tecidos e
tipos celulares tem sido amplamente discutido. (SCHETINGER et al., 2007).

A NTPDasel é pertencente a familia das NTPDases. Oito membros desta
familia (NTPDasel, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) ja foram identificados e diferem quanto a
especificidade de substratos, distribuicao tecidual e localizacao celular (SHI et al.,
2001; ZIMMERMANN et al., 2001; BIGONNESSE et al., 2004).

A familia das NTPDases estdo amplamente distribuidas na natureza, tendo
sido bem caracterizadas em plantas, parasitas, insetos e em varios tecidos e
células de mamiferos, como por exemplo em cortex cerebral, linfocitos, células
endoteliais e plaquetas (BATTASTINI et al., 1991; SARKIS et al., 1995; PILLA et
al., 1996; WANG & GUIDOTTI, 1998; LEAL et al., 2005).

A classificacdo dos antigenos ou marcadores de superficie celular, permite
a identificacdo das células do sistema imune, seus tipos de resposta e funcbes
efetoras. Estes antigenos recebem a designacdo CD (cluster differentiation).
Estas moléculas tém funcées como promover interacdes e adesao célula-célula e
traduzir sinais que levem a ativacéo de linfocitos (ABBAS et al., 2002).

Entre os CDs presentes nos linfécitos podemos encontrar o CD39 (membro
da familia das E-NTPDases, especificamente NTPDase 1), envolvido no
metabolismo de nucleotideos extracelulares e originalmente identificado como um
marcador da ativacdo linfoide expresso em linfécitos B, linfocitos T citotoxicos,
células NK e células endoteliais, tendo sido também reconhecido em plaquetas e
megacariocitos (KANSAS et al., 1991; DOMBROWSKI et al., 1998; KOZIACK et
al., 1999; COPPOLA et al., 2005).

Como dito anteriormente as enzimas NTPDases hidrolisam o ATP até
AMP. O ATP extracelular € capaz de regular varias acdes nas interacoes
celulares, mais especificamente nos linfécitos, e muitas dessas funcdes biologicas
tém sido demonstradas, em particular de interesse para este estudo, a regulacéo
da inflamacdo. Para executar esta funcdo, o ATP liberado interage com
receptores P2X7, induzindo a liberacdo de citocinas. Um exemplo disto € que a
estimulacdo do ATP de linfocitos e endotélio tem sido associada a inducdo de

respostas em grande parte pro-inflamatérias, tais como a liberacao de interleucina
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(IL) -1 (ou IL-8) (IMAI et al., 2000;. IA SALA et al., 2003) que pode contribuir para
os efeitos da infeccéo por tripanossomas.

Os principais componentes da resposta imune a infec¢do por T. evansi em
camundongos foram estudados por BARAL et al. (2007) e PAIM et al. (2011).
Segundo os autores, citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral
(TNF), que é também importante na infec¢cdo de outros tripanossomatideos, nao
influencia na parasitemia ou tempo de sobrevivéncia dos animais. Outra citocina
importante nos processos inflamatérios, o interferon-gama (IFN- y), também néo
influenciou na parasitemia e no tempo de sobrevivéncia.

Porém, durante a infec¢cdo, os autores sugeriram que outras citocinas pré
inflamatorias sdo ativadas, tais como a interleucina 1 e 6 as quais possuem
importantes funcdes na regulacdo dos processos de replicacdo do parasito e nas
respostas imunes em animais infectados. BARAL et al. (2007) concluiram que o
oxido nitrico, produzido pelo hospedeiro mediante a acdo de IFN-y tem efeito
supressivo nas células T do hospedeiro, mas esse efeito ndo influencia na
parasitemia e tempo de sobrevivéncia dos camundongos.

Embora existam varios trabalhos que descrevam a tripanossomiase em
equinos no Brasil (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995; DAVILA et al., 1999;
DAVILA & SILVA 2000; SEIDL et al., 2001; SILVA et al. 2002), inclusive com a
reproducao experimental da doenca em ratos (MARQUES et al., 2000; LEMOS et
al., 2003), ha ainda lacunas na epidemiologia, na patogenia e no tratamento da
tripanossomiase em equinos no pais, em particular a resposta do sistema imune
gue foi o foco deste trabalho.

O aceturato de diminazeno é o produto mais comumente usado no controle
da tripanossomiase dos animais domeésticos, pois apresenta maior indice
terapéutico que as outras drogas na maioria das espécies domésticas. Tem
atividade contra tripanossomas que sao resistentes a outros medicamentos e
apresenta baixa incidéncia de resisténcia, porém possui varios efeitos colaterais,
entre eles diversos graus de toxicidade nervosa, hepatica e renal (PEREGRINE &
MAMMAM, 1993). Outro produto de eficacia curativa para T. evansi € o suramin,

farmaco este utilizado no humano infectado com o parasito (JOSHI et al., 2006).
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No entanto, este farmaco tem uma limitacdo para animais devido ao elevado
custo do tratamento.

Em virtude disso, tratamentos alternativos contra a tripanossomiase tém
sido investigados de forma a minimizar estes efeitos indesejaveis. O estudo
utilizando compostos naturais tem sido amplamente investigado em uma
variedade de doencas devido as suas caracteristicas benéficas como baixo custo
e menos efeitos colaterais (ZHOU et al., 2004, LIAO & SHEN 2010). Dentre estes
compostos destaca-se a curcuma que ha séculos tem sido amplamente utilizado
na medicina indigena e tem mostrado uma variedade de atividades fisiologicas e
farmacolégicas ( MAHESHWARI et al., 2006; JAQUES et al., 2012)

A curcumina ou diferuloilmetano é o principio ativo da cdrcuma (Curcuma
longa L.), conhecida no mercado internacional por turmeric € originaria do sudeste
asiatico, considerada uma preciosa especiaria, tem sua importancia econdmica
devido as peculiaridades de seus rizomas. E uma espécie herbacea e perene da
familia botanica Zingiberaceae conhecida por diversos nomes populares, dentre eles:
acafrdo, gengibre amarelo, dentre outros (FILHO et al., 2000). Além de sua principal
utilizacdo como condimento, possui substancias antioxidantes, antimicrobianas,
antiparasitarias e corantes que lhe conferem possibilidade de emprego nas areas de

cosmeticos, téxtil, medicinal e alimenticio (FILHO et al., 2000).

Figura 5: Rizomas da Curcuma longa L., e o p6 amarelo extraido da planta.

Fonte: http://www.pharmaciaessentia.com.br

O primeiro trabalho da literatura que relaciona a atividade da curcumina

contra tripanossomatideos foi estudada em promastigotas (extracelular) e formas
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amastigotas (intracelulares) de Leishmania amazonensis. Os autores mostraram
em experiéncias in vitro que tanto a curcumina quanto seus derivados semi-
sintéticos possuem uma excelente atividade contra formas promastigotas. Os
testes foram realizados in vivo em ratos e mostraram uma atividade de 65,5% de
inibicdo do tamanho da lesdo em uma das patas traseira dos animais, quando
comparado com o grupo inoculado com o0s parasitas sem a intervengcao da
curcumina (ARAUJO et al., 1998, 1999).

Outro interessante ponto mencionado pelos autores é que eles nao
observaram qualquer reacdo inflamatéria na area onde as drogas foram injetadas,
de acordo com os autores, porque os curcumindides sdo potentes inibidores da
inflamacdo. RASMUSSEN et al. (2000) relataram a eficacia de um extrato
etandlico de C. longa contra Plasmodium falciparum e Leishmania major, o qual
foi capaz de inibir o crescimento in vitro destes parasitas.

Segundo estudo recente (CHANGTAM et al.,, 2010) foi investigado a
atividade antiparasitaria de analogos curcumindides contra formas de protozoarios
tripanosoma e espécies de leishmania, e o resultado contribuiu particularmente
para mostrar uma alta atividade tripanocida contra todas as espécies de
trypanosoma em relagdo a atividade leishmanicida. O que reforgou a ideia do
nosso grupo de trabalho optar pela curcumina como fonte de terapia alternativa
antiparasitaria.

A curcumina e seus Oleos essenciais apresentam-se em concentracdes
variaveis de 2,5 a 5,0% (GOVINDARAJAN et al., 1980), constituidos, segundo
trabalhos relacionados por MARTINS & RUSIG (1992), de um composto principal,
a turmerona (cerca de 59%), d-hidroturmerona e de um percentual menor de
cetonas aromaticas: zingibereno (25%), d-a-felondrena (1%), d-sabineno (0,6%),
cineol (1%) e borneol (0,5%). ZWAVING & BOS (1992) relatam a presenca de
outros compostos: b-cariofileno (0,2%), b-farneseno (0,2%), ar-curcumeno (1,4%),
b-curcumeno (2,5%), b-sesquifelandreno (2,4%), b- bisabolol (0,3%), ar-turmerol
(0,9%), curcufenol (0,6%), a-atlantona e tracos (<0,5%) de a- felandrena, p-
cimeno, limoneno, 1,8-cineol, canfor, b-elemeno e germacrona.

Os mesmos autores verificaram que a curcumina esta presente nos
rizomas em concentracdo que varia de 2,8 a 8% (GOVINDARAJAN et al., 1980).
Conforme GOVINDARAJAN (1980) e TAKAHASHI (1987), denomina-se

curcumina ao conjunto dos trés compostos apresentados na figura 6.
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Figura 6 - Representacéo gréafica dos trés compostos corantes da curcuma: |) curcumina, 1,7-bis-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona; 1l) demethoxicurcumina, 1-(4-hidroxifenil)-7-(4-
hidroxi-3-methoxife-nil)-hepta—1,6— dien — 3,5 — diona; Ill) bisdemethoxi-curcumina, 1,7 — bis (4 —
hidroxifenil) hepta — 1,6 — dien — 3,5 — diona.

Fonte: GOVINDARAJAN & WILLIAM,1980.

Dessa maneira a curcumina tem demonstrado apresentar diversas
propriedades. Sabe-se que a mesma se liga a uma variedade de proteinas e inibe
a atividade de diversas quinases, modulando a acédo de diversos fatores de
transcricdo, regulando a expressédo de diversos fatores inflamatorios, citocinas e
moléculas de adesdo (AGGARWAL et al., 2010).

Uma das propriedades mais bem estudadas da curcumina é a sua
caracteristica anti-inflamatoria, a qual tem sido descrita em uma ampla variedade
de doencas como a retinopatia diabética (KOWLURU & KANWAR, 2007),
obesidade induzida pela inflamacdo (AGGARWAL, 2010), infec¢cao pelo
Helicobacter pylori (KOOSIRIRAT et al., 2010), fibrose e inflamagéo hepética
induzida por compostos quimicos (WU et al., 2010), dentre outras.

WOLKMER et al., 2012 demonstraram que o0 pré-tratamento com
curcumina é capaz de modular o sistema imunolégico de animais infectados por
T. evansi, através da quantificacdo da inducéo e liberacdo de citocinas pré e
antiinflamatdrias. Na tripanossomiase os linfécitos produzem IFN-y em resposta
aos antigenos do parasita, o IFN-y ativa os macrofagos aumentando sua
capacidade em destruir organismos fagocitados. Os macréfagos ativados
induzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-1, IL-6 e TNF-q,
desempenhando assim um importante papel no processo de replicagdo do
parasita, e na resposta imune do hospedeiro (TRUYENS et al., 1994; GAO &
PEREIRA, 2002; PAIM et al., 20011). A acao anti-inflamatdria da curcumina deve-
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se aos grupos fendlicos presentes em sua molécula, o que resulta em inibicao das
prostaglandinas e leucotrienos (ARAUJO & LEON, 2001).

Algumas pesquisas tém mostrado que ratos sdo altamente suscetiveis a
tripanosomiase, mostrando alteracdes bioquimicas, hematoldgicas e patologicas
associadas a sinais clinicos como ataxia, tremores e coma terminal em animais
nao tratados (MENEZES et al.,, 2004; WOLKMER et al., 2009). Em um estudo
recente, nosso grupo de pesquisa concluiu que ratos sdo um O6timo modelo
experimental para estudar T. evansi, pois foi observado que os ratos infectados
agudamente e cronicamente podem manifestar sinais neuroldgicos e problemas
locomotores como paralisia de membros pélvicos com lesBes histologicas
semelhantes aos equinos, principais animais afetados naturalmente. A patogenia
das alteracOes clinicas ndo esta completamente esclarecida e como o sistema
purinérgico é responsavel por varias fung¢des vitais dos mamiferos consideramos
oportuno investigar esse sistema na infeccdo por T. evansi em ratos.

Neste contexto, tendo em vista os varios beneficios associados ao uso da
curcumina, torna-se relevante investigar os efeitos do pré-tratamento com este
composto sobre a atividade das ectoenzimas do sistema purinérgico em linfécitos,
a fim de contribuir para a busca de novas terapias que possam beneficiar
pacientes com esta enfermidade parasitaria. Além disso, a regido Sul carece de
pesquisas relacionadas a tripanossomiase, e estudos através de técnicas mais
sensiveis, sdo necessarios, com a finalidade de determinar a abrangéncia desta
doenca e atenuar 0s prejuizos econdbmicos causados principalmente aos

pecuaristas.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade das enzimas do sistema purinérgico nos linfécitos de
ratos, suplementados ou ndo com curcumina 30 dias antes da infeccao por
Trypanosoma evansi, e 15 dias pos-infeccdo, através da atividade das enzimas

nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e da adenosina desaminase.

2.2 Especificos

e Determinar a atividade da NTPDase em linfocitos de ratos, suplementados
ou ndo com curcumina 30 dias antes da infec¢do por Trypanosoma evansi,
e 15 dias pos-infecgéo.

e Avaliar a atividade da adenosina desaminase em linfocitos de ratos,
suplementados ou ndo com curcumina 30 dias antes da infeccdo por

Trypanosoma evansi, e 15 dias pos-infeccéao.



3. MANUSCRITO

Curcumin pre-treatment capacity to modulate the ectonucleotidases in rats
infected with Trypanosoma evansi
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ABTSRACT

This study aimed to investigate the activities of the enzymes nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) and adenosine deaminase (ADA) in
lymphocytes from rats supplemented or not with curcumin 30 days prior to
experimental infection with Trypanosoma evansi. Thirty-two adult male Wistar rats
were divided into four groups. The uninfected control group (C) received saline
intraperitoneally (IP), the infected control group (IC) received by the same via 0.2
ml of blood with 1x10° parasites and treatment with corn oil. The pre-infection
group 20 (Prel20) received 20mg/kg curcumin and pre-infection group 60 (Prel60)
received 60mg/kg of curcumin for 30 days before T. evansi inoculation with. After
inoculation the groups continued treatment until euthanasia (15 days). The
NTPDase activity for both hydrolysis of ATP and ADP increased significantly in
the IC group compared to the C group (P <0.05). The ADA activity decreased
significantly in the IC group compared to the C group (P <0.05). The use of
curcumin at doses of 20 and 60 mg / kg for 30 days before T. evansi infection
reduced significantly NTPDase activity and increased significantly ADA activity in
the curcumin treated groups (P <0.05). The results of this study support the
evidence that the use of curcumin before T. evansi infection induced
immunomodulatory effects, since they maintain the NTPDase activity reduced in
lymphocytes, and maintains high ADA activity, favoring the response against the
parasite. Thus, it is suggested that curcumin can be used as a food supplement for

animals in areas where trypanosomiasis is endemic.

Key words: Trypanosomiasis, purinergic system, ADA, NTPDase.



1. INTRODUCTION

Trypanosoma evansi is a protozoan belonged to the Salivarian group that
infects a variety of mammals causing trypanosomiasis. In horses it causes the
disease secularly know as “Mal de Cadeiras” or “Surra” (POURJAFAR et al.,
2012). The disease was first described in horses and camels from India, in 1881
by Griffith Evans (MAHMOUD e GRAY, 1980), and ever since has been described
in tropical and subtropical regions of the world (DARGANTES et al., 2009;
MEKATA et al., 2009; PERRONE et al., 2009; SILVA-ITURRIZA et al., 2013). In
infected hosts T. evansi can be found in tissues, blood and body cavities fluid,
inducing an immune response (SHARMA et al., 2000; PAIM et al., 2011).

The enzymatic (AchE, NTPDase) changes related to immune response
have been investigated by others (DA SILVA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012,
WOLKMER et al., 2012), and it is a key point to understand the pathogenicity of
the trypanosomiasis in animals. As part of these important enzymes, can indicate
the adenine nucleotide and nucleoside converting ectoenzymes. The ecto-
nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDase) dephosphorylate the
nucleotide ATP via ADP to AMP, whereas adenosine deaminase (ADA) catalyzes
the conversion of adenosine to inosine (YEGUTKIN, 2008).

These enzymes are extensively present in blood cells influencing several
events such as platelet aggregation, inflammation and immune response
(ZIMMERMANN, 2001). The lymphocytes, cells of the immune system, are
responsible for recognition and destruction of invading antigens. The number of
lymphocytes can be affected by antigenic stimuli, or benign and malignant cellular
proliferation (DI VIRGILIO, 2000). Adenine-nucleotide and —nucleoside modulate
the lymphocytes function, mainly the extracellular ATP that regulates cell-cell
interaction, important in activation processes, differentiation, development,
proliferation, cell death and lymphocytes function (DI VIRGILIO, 2000). The
adenosine is an anti-inflammatory molecule (GESSI et al., 2007).

WOLKMER et al. (2012) showed that the pre-treatment with curcumin
modulates the immune response in rats infected with T. evansi. They determined
the levels of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines. During the disease,

lymphocytes release interferon-gamma (IFN-y) in response to parasite antigens,
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IFN-y activates macrophages increasing their phagocytic capacity. Activated
macrophages induce proinflammatory cytokines production, such as IL-1, IL-6 and
TNF-a, participating in parasite replication and host immune response (PAIM et
al., 2011; GAO & PEREIRA, 2002; TRUYENS et al., 1994). The anti-inflammatory
property of curcumin is due to the phenols group incorporate in its molecule, which
inhibit prostaglandins and leukotrienes (ARAUJO & LEON, 2001). Curcumin is a
substance present in food spices such as curry and Indian saffron (GOEL et al.,
2008).

Considering the immune-modulatory function of curcumin, and its role in the
immune system during T. evansi infection, we aimed to determine, in vivo, the
effect of pre-treatment with different doses of curcumin in NTPDase and ADA

enzymatic activity in rat lymphocytes.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Reagents

Adenosine 5'-triphosphate disodium salt (ATP), adenosine 5'-diphosphate
sodium salt (ADP), and Cur (curcumin > 80%; curcuminoid content > 94%) were
purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). All other reagents used

in the experiments were of analytical grade and of highest purity.

2.2. Animals

32 male Wistar rats (90—110 days) were used in this experiment. They were
housed five to a cage on a natural day/night cycle at a temperature of 21°C with
free access to water and standard chow ad libitum. This study was approved by
the Ethics and Animal Welfare Committee of the Rural Science Center of the
Federal University of Santa Maria (CCR/UFSM), N°. 017/2012 in accordance with
existing legislation and the Ethical Principles published by the Brazilian College of

Animal Experiments (COBEA).
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2.3. Experimental design and curcumin treatment

The animals were randomly divided into four groups (8 rats in each group) that
consisted of: control group (C; non-infected rats); T. evansi infected control group
(IC) both control groups received only vehicle (corn oil); T. evansi pretreated and
infected group with Curcumin 20 mg/kg body weight for 30 days (Prel20); T.
evansi pretreated and infected group with Cur 60 mg/kg body weight for 30 days
(Prel60). The choice of Cur dosages was made based in previous studies that
described beneficial propriets (WOLKMER et al., 2012). Cur was diluted with corn
oil and administered by oral gavage, daily, not exceeding 0.1 ml/kg body weight.
Treatments were administrated once a day (8-9 h a.m.). The treatment of the

groups continued for 15 days after inoculation.

2.4. Etiological agent and inoculation

The rats were inoculated intraperitoneally with 0.2 ml of blood containing 10°
parasites. All rats were infected by T. evansi at the same day. The control rats
received 0.2 ml of physiological solution by the same route. The etiological agent
isolate used here is from a naturally infected dog, and maintained in liquid

nitrogen.

2.5. Parasitemia estimation

The presence and degree of parasitemia were determined daily for each
animal by blood smear examination. The blood films were stained with
Romanowsky (Diff-Quick) and visualized under optical microscope (1000x)
determining the average number of trypanosomes in 10 homogeneous random

fields (considering erythrocytes).
2.6. Collection and preparation of blood samples
Fifteen days post inoculation (pi) the animals were anesthetized with isoflurane

for blood collection by cardiac puncture and then euthanized. Blood samples were

stored in tubes with ethylene-diaminetetraacetic acid (EDTA 10%). The peripheral
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lymphocytes were isolated using Ficoll Hypaque density gradient as described by
BOYUM (1968). After separation, only samples with at least 95% of lymphocytes,
as verified in the coulter STKS (Miami-USA) were used. Lymphocyte viability and
integrity were confirmed by determining the percentage of cells excluding 0.1%
Trypan blue and measuring lactate dehydrogenase (LDH) activity STROBER et al.
(2001). Enzymatic activity was measured immediately after obtaining the

lymphocytes.

2.7. NTPDase determination

NTPDase activity was determined according to the method described by LEAL
et al. (2005). Briefly, proteins of all samples were adjusted to 0.1-0.2 mg/ml and
20 pl of intact cells (2—4 ug protein) were added to a reaction medium containing
0.5/mM CacCl, 120/mM NaCl, 5.0/mM KCI, 60/mM glucose and 50/mM Tris-HCI
buffer, pH 8.0, in a final volume of 200 ul, and preincubated for 10 min at 37 °C.
The reaction was started by adding ATP or ADP as substrate at a final
concentration of 2.0mM and was stopped with 5% trichloracetic acid (TCA). All the
samples were run in triplicate, and enzymes (intact lymphocytes) were added to
the control after the addition of TCA in order to correct the non-enzymatic
hydrolysis of the substrate. The inorganic phosphate (Pi) released was measured
by the method of CHAN et al. (1986) and enzymatic activity was reported as nmol

of Pi released/min/mg protein.

2.8. ADA Activity in Lymphocytes

ADA activity in lymphocytes was measured in spectrophotometer by the
method of GIUSTI & GALANTI (1971). The reaction was started by adding
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 solution. The reaction mixtures were immediately
mixed to 125 mmol/l/11mmol/l alkalinehypochlorite (sodium hypochlorite) and
vortexed. Ammonium sulfate of 75umol/l was used as ammonium standard. The
ammonia concentration is directly proportional to the absorption of indophenol at

620 nm. The specific activity is reported as U/L in lymphocytes.
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2.9. Statistical analysis

Data was analyzed statistically by one-way ANOVA followed by Duncan’s
multiple tests. Differences were considered significant when the probability was P

< 0.05. The values were represented as mean + standard error.



3. RESULTS

3.1 Parasitemia

T. evansi could be detected in the blood of all infected rats from 24 to 48h after
inoculation (1-2 parasites/field at 1000x). Independent of dose used (20 or
60mg/Kg), throughout the entire experimental period, the parasites circulation
levels were significantly lower in Cur pretreated groups (P<0.05) compared to T.
evansi infected control group (IC) . Three animals from IC group died during the

experimental period ( Data not shown).

3.2 NTPDase activity

Our results showed that curcumin pretreatment could affect NTPDase activity
in rats infected by T. evansi (P < 0.05). In the ATP (Fig. 1) and ADP (Fig. 2)
hydrolysis, a significant increase (P < 0.05) was observed in rats infected by T.
evansi compared to control group (C). Groups pretreated with Cur (20 and 60
mg/Kg) prevented the increase in ATP and ADP hydrolysis when compared to the
infected control group (IC) (P < 0.05).

3.3 Adenosine deaminase activity

Fig.3 showed a significant decrease in ADA activity in the T. evansi (P < 0.05)
in the T. evansi infected group (IC) when compared to the not infected control
group (C). The pretreatment with Cur in the doses of 20 and 60 mg/kg was able to
prevent the decrease in the ADA activity when compared to the infected control
group (IC) (P < 0.05).

4. DISCUSSION

Studies have demonstrated changes in enzymes of the purinergic system in T.
evansi infection (DA SILVA, 2011; OLIVEIRA et al., 2012). The changes during
the host immune response to the parasite. These enzymes are part of a complex

system wich regulates the signaling mediated by adenine-nucleotide and -
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nucleoside, controling their degradation and formation (LEAL et al., 2005).
Therefore, depending on the ATP and ADP concentration, they function as
proinflammatory molecules, affecting the stimulation and proliferation of
lymphocytes and cells that release cytokines (BOURS et al.,, 2006). The
adenosine is an anti-inflammatory molecule (GESSI et al., 2007).

In Fig. 1 and 2, it is possible to observe increase NTPDase activity through
degradation of ATP and ADP in T. evansi infection (IC group) compared to control
group (C group) (P<0.05). FILIPPINI et al. (1990) suggested an important role of
NTPDase in controlling the lymphocytes function, including antigen recognition
and/or activation of cytotoxic T-lymphocytes. The increase of ATP and ADP
hydrolyzes by NTPDase can decrease the levels of these nucleotides. ATP and
ADP have affinity to P2Y receptors in the surface of lymphocytes, and should
stimulate the Th2 immune response, resulting in IL-4 production, activation of
eosinophils and mast cells (OLIVEIRA et al.,, 2012; KUMAR e SHARMA, 2009).
Due to these findings, there is a reduced immune response and the host is not
able to control the infection causing high parasitemia levels.

As a compensatory response to the infection and inflammatory process there
was a reduction in ADA activity (P<0.05) in infected rats (IC group) when
compared to not infected control group (C) (Fig. 3). The reduction in ADA activity
suggests an increase in the extracellular adenosine levels, as previously described
by SILVA et al. (2011). The adenosine reflects what occurs in the immune system
during acute tissue inflammation (KUMAR & SHARMA, 2009). The reduction of
ADA activity in lymphocytes increases adenosine concentration and promote
interaction of this molecule with its purinergic receptor present in many cells,
resulting in an anti-inflammatory response, such as inhibition of Thl immune
response ( FRANCO et al., 1997; CODERO et al., 2001). Consequently, the anti-
inflammatory effect mediated by adenosine can be due to its sensibilization of
purine type 1 receptors (ALR and/or A2AR) inducing a compensatory effect. Since
the T. evansi infection activates the immune system, increasing concentration of
adenosine could minimize the inflammatory process.

In this study the benefits of Cur have been recently investigated, although the
mechanism how it affects the purinergic system are not known (JAQUES et al.,

2011). Additionally, others have demonstrated that enzymes of the purinergic
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system are closely evolved in the modulation of the immune system with anti-
inflammatory and proinflammatory effects (DWYER et al. 2007).

The effect of Cur in the NTPDase and ADA activity was investigated in rats
infected by T. evansi. The results revealed an efficacy of pre-treatment with Cur
with both doses (Prel20 and Prel60 groups). They received Cur in a period of 30
days prior and 15 days post infection. We observed a modulation of the immune
response via purinergic system that was demonstrated through the reduction of
NTPDase activity by degradation of ATP and ADP in lymphocytes of infected rats
(Fig. 1 and 2). This, probably, maintains higher levels of ATP and ADP, stimulating
a more efficient immune response against the parasite, since it induces activation,
differentiation and secretion of important mediators in T-lymphocytes such as IL-2
(DI VIRGILIO et al.,, 2001a;); and cytokines that control the T. evansi infection
(PAIM et al., 2011; WOLKMER et al., 2012).

According to WOLKMER et al. (2012), the treatment with Cur 30 days previous
T. evansi infection modulates the proinflammatory cytokines, as well as reduces
parasitemia and mortality. In agreement, our study shows that daily use of Cur,
administered at doses of 20 or 60 mg/kg, as preventive treatment (30 days pre
infection) was effective in decreasing parasitemia (Fig. 1). Several evidences
reveal that Cur has an immune modulatory role due to its influence on cytokines,
eicosanoids, protolithic enzymes and antioxidants and several molecules involved
in cellular inflammation (SHEHZAD et al., 2013).

Related to ADA activity, the pretreatment with Cur maintained the enzymatic
activity high in both doses (P<0.05), when compared to the untreated infected
group (Fig. 3). This enzyme catalyzes the desamination of adenosine in inosine,
and closely regulates the extracellular concentration of this molecule (FRANCO et
al., 1997). Adenosine, which is considered an anti-inflammatory molecule, inhibits
lymphocyte activation and reduce cytokines secretions via A2A receptors
(DOMBROWSKIET et al., 1998). Considering these activities, ADA can increase a
rapid desamination from adenosine leading to lower extracellular concentrations of
this nucleoside and this may affect triggering A2A and A2B receptors, and alter
inflammation. For this reason, ADA activity on lymphocytes decreases
concentrations of extracellular adenosine, which favors an inflammatory response

that may control the parasite.
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These data suggest a positive effect of Cur in controlling ADA activation and
probably in reducing adenosine, showing its interaction on purinergic system.
Subsequently, Cur may regulate immune response, once it prevented increase in
pro inflammatory cytokines and increased anti-inflammatory cytokine, such as IL-
10 (WOLKMER et al., 2012). Cur reduces and control deleterious effects caused
by inflammatory response on hosts. Considering all the data from our group, we
believe the increase in ADA activity on lymphocytes reduces extracellular
adenosine concentrations and this may favor an inflammatory response, what may

be adequate to control parasite proliferation.

5. CONCLUSION

The results of the present study highlight the immune modulatory effects of
pre-treatment with Cur in T. evansi infection, since the NTPDase activity in
lymphocytes is preserved. This mechanism can induce a more efficient
inflammatory response. We also detected an increase of ADA activity, which
maybe favors the immune response against the parasite. In conclusion, the Cur
could be used as a food supplement for animals in endemic areas for

trypanosomiasis.
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Figure 1: Effect of oral curcumin pre-treatment for 30 days in the NTPDase (ATP)
activity in lymphocytes on the parasitemia of Trypanosoma evansi infected rats.
Curcumin was administered daily by oral gavage. All rats were infected by T.
evansi at same day. The treatment of the groups continued until the day of
euthanasia (15 days after inoculation). (C) control group - non-infected; (IC) T.
evansi infected control group; (Prel20) T. evansi infected and pretreated with
curcumin 20 mg/kg body weight for 30 days; (Prel60) T. evansi infected and
pretreated with curcumin 60 mg/kg body weight for 30 days; Values represent

meanzSE, (n= 5-8 per group); at 1000x magnification.
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Fig. 2: Effect of pre-treatment for 30 days with curcumin in the NTPDase (ADP)
activity in lymphocytes from rats infected with Trypanosoma evansi (C) control
group - non-infected; (IC) T. evansi infected control group; (Prel20) T. evansi
infected and pretreated with curcumin 20 mg/kg body weight for 30 days; (Prel60)
T. evansi infected and pretreated with curcumin 60 mg/kg body weight for 30 days.
Values represent mean+SEM, ++ represents statistical difference between C and
IC groups (P <0.001); * represents statistical difference between IC and groups

that received curcumin (P < 0.05, n= 5-8 per group).
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Fig. 3. Effect of pre-treatment for 30 days with curcumin in the ADA activity in
lymphocytes from rats infected with Trypanosoma evansi (C) control group - non-
infected; (IC) T. evansi infected control group; (Prel20) T. evansi infected and
pretreated with curcumin 20 mg/kg body weight for 30 days; (Prel60) T. evansi
infected and and pretreated with curcumin 60 mg/kg body weight for 30 days.
Values represent meantSEM, ++ represents statistical difference between C and
IC groups (P <0.001); * represents statistical difference between IC and groups

that receive curcumin (P < 0.05, n= 5-8 per group).



5. CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

1. A infeccdo experimental por Trypanosoma evansi aumenta a atividade da
NTPDase (hidrélise de ATP e ADP) e reduz a atividade da adenosina desaminase
em linfécitos de ratos, o que pode estar associado a uma resposta compensatoria

a infeccdo e ao processo inflamatério causado pelo parasita.

2. O tratamento prévio com a curcumina previne tanto o aumento na atividade da
NTPDase (hidrélise de ATP e ADP) , como a reducdo na atividade da adenosina
desaminase, sugerindo que este composto exerce um efeito imunomodulador
sobre as ecto-ATPases em linfécitos de ratos submetidos a infecgédo experimental

por Trypanosoma evansi.
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