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"Ha quem diga que todas as noites sdo de sonhos. Mds hd também quem
garanta que nem todas, sé as de verdo. No fundo, isso ndo tem
importdncia. O que interessa mesmo ndo é a noite em si, sdo 0s sonhos.
Sonhos que o homem sonha sempre, em todos os lugares, em todas as
épocas do ano, dormindo ou acordado.”

(William Shakespeare)
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RESUMO
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INFLUENCIA DO METABOLISMO DO ATP EXTRACELULAR NA SI NALIZACAO
PURINERGICA EM LINFOCITOS E PLAQUETAS DE PACIENTES COM A FORMA
INDETERMINADA DA DOENCA DE CHAGAS

Autora: VIVIANE DO CARMO GONCALVES SOUZA
Orientadora: DANIELA BITENCOURT ROSA LEAL
Data e local de Defesa: Santa Maria, 15 de Julho de 2011.

A infeccdo pelo Trypanosoma cruzi causa a doencga de Chagas (DC), uma doenca inflamatéria
crénica. A maioria dos individuos infectados ndo apresenta morbidade aparente, compativel com
a forma indeterminada da doenca de Chagas (FIDC). Embora fatores relacionados ao parasito
possam influenciar a evolugéo clinica da doenca, fatores como resposta imune e inflamatéria do
hospedeiro tém fundamental participacdo na dindmica da patologia. A resposta imune celular
esta intimamente associada a presenca de um infiltrado inflamatério tecidual, composto por
células mononucleares que proliferam e produzem citocinas pré e anti-inflamatérias. A reacao
inflamatéria desencadeada pela infec¢éo pelo T. cruzi € mantida pela persisténcia do parasito no
hospedeiro, e produz alteracdes sistémicas, incluindo alteragbes microvasculares. O sistema de
sinalizagdo purinérgica desempenha um importante papel na modulacdo da resposta imune e
inflamatéria, assim como da trombose vascular, através dos nucleotideos da adenina (ATP, ADP
e AMP) e seu derivado nucleosideo adenosina. Estas moléculas sinalizadoras séo liberadas de
células como linfécitos e plaquetas em resposta ao dano ou ao estimulo celular por acdo de
patdgenos. Os efeitos dos nucleotideos de adenina e da adenosina sdo promovidos através da
ativacdo de receptores purinégicos especificos e controlados por um complexo enzimatico
localizado na superficie das células. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
sinalizacdo purinérgica na regulacdo das disfungbes microvasculares desencadeadas pela
infeccdo, bem como da resposta imune adaptativa induzida pelo hospedeiro, através da
determinacdo da atividade de ectoenzimas envolvidas no metabolismo do ATP em linfécitos e
plaguetas de pacientes FIDC. Foi observada uma diminuigdo nas atividades da E-NTPDase e da
E-ADA, representando uma conseqiéncia adaptativa do hospedeiro frente a uma baixa
estimulacéo antigénica durante o periodo de laténcia da doenga. Logo, baixas concentracdes do
ATP extracelular liberadas, levariam a inducao de uma resposta Th2 que protegeria 0 hospedeiro
de uma intensa resposta Thl, enquanto, elevadas concentracbes de adenosina extracelular
seriam responsaveis por efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores. Nao foi observada
alteracdo na expressdo da E-NTPDase em relacdo ao grupo controle, demonstrando que a
diminuicdo da sua atividade enzimética pode ser resultado de alguma modificacdo na
conformacéo tridimensional da prépria enzima. Em plaquetas de pacientes FIDC, foi observado
um aumento nas atividades da E-NPP e E-5-NT e uma diminui¢do na atividade da E-ADA, o que
poderia estar relacionado a um efeito tromborregulatério, com a formacédo e preservacao dos
niveis extracelulares de adenosina, tendo em vista seu papel vadodilatador e cardioprotetor. A
agregacao plaquetaria diminuida observada nos pacientes FIDC, provavelmente ocorreu devido
a acdo anti-agregante da adenosina circulante. Dessa forma, sugere-se que as ectoenzimas do
sistema purinérgico, responsaveis pelo metabolismo do ATP contribuem na tromborregulacéo e
na modulag&o das respostas imunes do hospedeiro durante a forma indeterminada da doenca.

Palavras-chave: ATP; doenca de Chagas; sistema purinérgico.
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INDETERMINATE FORM OF CHAGAS’ DISEASE
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Trypanosoma cruzi infection causes Chagas’ disease (CD), a chronic inflammatory
disease. The most infected individuals present no apparent morbidity, consistent with the
indeterminate form of Chagas’ disease (IFCD). Although parasite-related factors may influence
the clinical progress of disease, factors such as immune and inflammatory responses of host
have a fundamental participation in the dynamic of pathology. The cellular immune response is
closely associated with the presence of a tissue inflammatory infiltrate, which is composed by
mononuclear cells that proliferate and produce pro- and anti-inflammatory cytokines. The
inflammatory reaction triggered by T. cruzi infection is maintained by persistence of parasite in
the host, and produces systemic effects, including microvascular changes. The puricergic
signaling system plays an important role in the modulatiib of immune and inflammatory responses
as well as vascular thrombosis by adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) and their derivative
nucleoside adenosine. These signaling molecules are released from cells such as lymphocytes
and platelets in response to damage or cell stimulation by the action of pathogens. The effects of
adenine nucleotides and adenosine are promoted through the agonism of specific purinergic
receptors and controlled by an enzymatic complex located on the cell surface. The aim of this
study was to evaluate the influence of purinergic signaling in the regulation of microvascular
dysfunction triggered by infection and in the adaptive immune response induced by the host
through ectoenzymes activities involved in the metabolism of ATP in lymphocytes and platelets of
patients IFCD. It was observed a decrease in both E-NTPDase and E-ADA activities,
representing an adaptive consequence of host to a low antigenic stimulation during the latent
phase of disease. Therefore, low concentrations of extracellular ATP would lead the induction of
a Th2 response that would protect the host from an intense Thl response, while high
concentrations of extracellular adenosine would be responsible for anti-inflammatory and
immunosuppressive effects. It was not observed any change in E-NTPDase expression when
compared with the control group, demonstrating that its decreased activity may be a result of
some tridimencional alteration of the enzyme itself. In platelets of IFCD patients, there was an
increase in E-NPP and E-5'-NT activities and a decrease in E-ADA activity, which could be
related to tromboregulatory effects by nucleotides degradation as well as formation and
preservation of extracellular adenosine levels, in view of its vasodilator and cardioprotective roles.
The decreased platelet aggregation observed in IFCD patients probably occurred due to anti-
aggregating action of adenosine. In conclusion, the purinergic system ectoenzymes, which are
responsible for ATP metabolism, contribute in tromborregulation and modulation of host immune
responses during the indeterminate form of the disease.

Keywords: ATP; Chagas’ disease; purinergic system.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd descrita na seguinte forma: primeiramente sao
apresentados a introducao, os objetivos e a revisao bibliografica.

A seguir, os resultados estao apresentados na forma de manuscritos, 0s quais
se encontram na se¢ao Manuscritos.

Os itens discussdo e conclusdo, dispostos apdés 0 manuscrito, contém
interpretacdes e comentarios gerais referentes aos manuscritos.

As referéncias bibliograficas apresentadas no final da dissertacéo referem-se
as citacbes que aparecem nos itens Introducéo, Revisédo Bibliografica, Discussdo e

Conclusao.
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1  INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € uma doenca infecciosa endémica, presente em
varios paises da Ameérica e classificada como uma doenca negligenciada. A
descoberta desta patologia pelo médico e pesquisador brasileiro Dr. Carlos
Justiniano Ribeiro de Chagas representou um marco na histéria da medicina tropical.
Mesmo cerca de cem anos apds sua descoberta, constitui ainda um grande
problema de saude publica.

E também denominada tripanossomiase americana ou esquizotripanose,
sendo causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cuja principal via de
transmissdo € a vetorial, seguida das vias sangiinea (transfusdo), vertical
(placentéria), oral e acidental. Manifesta-se sob a forma aguda, indeterminada ou
cronica. Cerca de 60% dos individuos infectados néo apresenta morbidade
aparente, compativel com a forma indeterminada da doenca de Chagas (FIDC)
(DIAS, 1989). Porém, esta pode evoluir para forma cardiaca, digestiva ou mista
(cardiaca e digestiva). Em razdo das campanhas de saude publica para erradicacao
do vetor e do melhor controle de qualidade das transfusGes de sangue e derivados,
a incidéncia diminuiu consideravelmente e, hoje, a principal questdo esta voltada
para o contingente de pessoas infectadas. S6 no Brasil, existem cerca de dois
milhdes de pacientes chagésicos na fase cronica (MEDEI et al., 2008).

A evolucdo clinica da doenca pode ser influenciada tanto por fatores
relacionados ao parasito, como tropismo tecidual especifico e viruléncia; quanto ao
hospedeiro, em especial a resposta imune, a resposta inflamatoria e a disturbios
microvasculares. Os estudos imunoldgicos focalizam-se na resposta celular, devido
ao fato de que a destruicdo tecidual observada nos pacientes chagasicos cronicos
esteja intimamente associada a presenca de um infiltrado inflamatorio. Este por sua
vez, € composto principalmente por células mononucleares que proliferam e
produzem uma grande quantidade de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias,
guando expostas in vitro a antigenos do parasito ou componentes do hospedeiro.
Logo, acredita-se que essas ceélulas sejam fundamentais em orquestrar a resposta
imune nos pacientes chagasicos, influenciando a evolucdo clinica da doenca
(SOUZA et al., 2007).
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A reacao inflamatoria desencadeada pela infeccdo pelo T. cruzi, € mantida
pela presenca persistente do parasito no hospedeiro, e leva a destruicdo de células,
muasculos e neurbnios, com alteracdes na microcirculacdo e consequentemente
fibrogénese. A disfuncdo endotelial tem sido relatada em diversos estudos com a
doenca de Chagas, estando relacionada a progressao para a forma cardiaca, a
principal forma clinica da fase crénica (ROSSI et al., 1984; ROSSI et al., 1985;
TANOWITZ et al., 1990; MARIN-NETO et al., 1992).

Apos a infeccdo em humanos por agentes patogénicos, respostas imunes sao
montadas para controlar os agentes da infeccdo. O sistema de sinalizacao
purinérgica desempenha um importante papel na modulagédo da resposta imune e
inflamatoria através de biomoléculas extracelulares, como o0s nucleotideos da
adenina (ATP, ADP e AMP) e seu derivado nucleosideo adenosina (ZIMMERMANN,
2000; RALEVIC & BURNSTOCK, 2003).

Elevadas concentracfes de nucleotideos da adenina sdo encontradas no
meio extracelular representando dano ou estimulo de células por acdo de
patogenos. Diversos estudos mostram que os nucleotideos, ATP e ADP, secretados
por leucdcitos, plaquetas e células endoteliais danificadas, servem como mediadores
capazes de modular o processo de inflamacédo e trombose vascular (RALEVIC &
BURNSTOCK, 1998). A adenosina, que é um metabdlito da degradacdo de
nucleotideos da adenina, desempenha fungdes importantes como efeitos
neuromodulatérios, regulacdo de processos inflamatorios, inibicho da agregacao
plaguetaria e vasodilatacdo, sendo considerada um agente cardioprotetor (ELLY &
BERNE, 1992; SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997; BOROWIEC et al., 2006).

As moléculas de ATP, ADP, AMP e adenosina apds desempenharem suas
funcdes organicas através da ativacdo de receptores especificos purinérgicos da
membrana celular, devem ser metabolizadas a fim de manter seus niveis
extracelulares em concentracdes fisioldgicas. Para isto, existe um sistema
constituido por enzimas ancoradas a membrana plasmatica das células, como
plaquetas, linfocitos e células endoteliais, denominadas ectoenzimas, ou localizadas
no meio intersticial de forma soltvel.

Além de possuirem importante atividade na regulacdo dos niveis de
nucleotideos e nucleosideo da adenina, as ectoenzimas modulam funcbes no
sistema imunolégico e vascular tais como controle dos linfocitos, incluindo o

reconhecimento do antigeno e ativacao de funcdes efetoras das células T citotoxicas
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(FILIPPINI et al., 1990), capacidade de gerar sinais que amplificam interagbes
célula-célula (MALISZEWSKI et al., 1994; KACSMAREK et al., 1996), controle da
distribuicdo de fluxo sanguineo e de fornecimento de oxigénio (GONZALEZ-
ALONSO et al., 2002; SPRAGUE et al., 2007), além da manutencédo da ativacéo e
agregacao plaquetéria.

Algumas destas ectoenzimas ja foram caracterizadas em protozoarios, como
Trypanosoma cruzi, sendo sugeridas como alvos potenciais para estudos racionais
de desenvolvimento de novas drogas e de imundgenos para diagndsticos
alternativos e imunizacdo. Porém, ainda ndo ha estudos demonstrando o status do
sistema purinérgico em pacientes chagasicos.

Considerando que as respostas imune, inflamatéria e vascular
desencadeadas pela infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, sdo moduladas por
moléculas sinalizadoras do sistema purinérgico, é de grande relevancia a avaliacdo
da atividade de enzimas, presentes na membrana de linfécitos e plaquetas. Estas
enzimas medeiam muitos aspectos da funcéo celular, desde o controle dos eventos
pro-inflamatérios até processos pro-agregatérios em pacientes com a forma
indeterminada da doenca de Chagas, uma vez que estes se encontram em estado

de equilibrio entre hospedeiro e parasito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do metabolismo do ATP na sinalizacdo purinérgica em
linfécitos e plaquetas de pacientes com a forma indeterminada da doenca de

Chagas.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade das ectoenzimas NTPDase e ADA em linfocitos de

pacientes com forma indeterminada da doenca de Chagas (FIDC);

2. Avaliar a expressao de CD39 (NTPDase-1) em linfocitos de pacientes com
FIDC;

2. Avaliar a atividade das ectoenzimas NTPDase, 5’-nucleotidase, NPP e ADA
em plaquetas de pacientes com forma FIDC;

3. Verificar o perfil de agregacéo plaquetaria induzida pelo ADP em pacientes
com FIDC,;

4. Determinar as concentracdes séricas de ATP, ADP, AMP e adenosina em

pacientes com FIDC.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doenca de Chagas

3.1.1 Viséao geral

Descoberta em 1909, a doenca de Chagas € assim denominada em
homenagem ao seu descobridor, 0 médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano Ribeiro
das Chagas. A “tripla descoberta” de Carlos Chagas, considerada Unica na historia
da medicina, constitui um marco na historia da ciéncia e da saude brasileiras, onde
um sO cientista descobriu o vetor, 0 agente etiolégico e ainda descreveu a sua
patologia. Mesmo ha mais de 100 anos de sua descoberta, ela constitui ainda um
dos mais importantes problemas de salde publica em muitos paises das Américas.
A doenca de Chagas continua a ser a principal causadora de mortes por parasitas
nas Ameéricas, matando cerca de 20.000 pessoas a cada ano em areas endémicas.
Estima-se que 100 milhdes de pessoas estdo em risco, enquanto 8 a 10 milhdes ja
estéo infectadas (CDC, 2007; MUNOZ et al., 2009).

E considerada uma doenca tropical negligenciada, com deficiéncias no
tratamento, auséncia de vacinas apropriadas, e em plena expansdao mundial
(HORTEZ et al., 2006; SAVINO et al.,, 2007). Tem por agente etiolégico, o
protozoario flagelado e digenético, Trypanosoma cruzi. Os tripanossomas primitivos
eram parasitas monogenéticos de insetos nao-hematéfagos. Quando os insetos
adquiriram o habito de hematofagia, os tripanossomas foram submetidos a
mudanc¢as morfologicas e funcionais, desenvolvendo um flagelo e uma membrana
ondulante para a sua movimentacao no sangue dos vertebrados (HOARE, 1972). O
protozoario vivia restrito a situacdo silvestre, circulando entre mamiferos do
ambiente natural, através do inseto vetor ou, também, muito comumente, por via oral
(ingestdo de vetores e mamiferos infectados). Foi o homem quem invadiu esses
ecotopos e se fez incluir no ciclo epidemioldgico da doenca, iniciando a endémica
doenca de Chagas humana (DIAS & BORGES DIAS, 1979, VINHAES & DIAS,
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2000). A infeccdo humana foi inicialmente rural na América Latina, porém,
atualmente, estende-se do sul dos Estados Unidos até a Argentina e é encontrada
também em zona urbana em desenvolvimento. A principal via de transmisséo € a
vetorial, por insetos hematéfagos da familia Reduviidae e subfamilia Triatominae,
vulgarmente conhecidos por “barbeiro”, “chup&o” ou “fincdo”. Os insetos tornam-se
vetores apos picarem hospedeiros infectados com T. cruzi (animais ou humanos).
Ha mais de cem espécies de triatomineos reconhecidos, porém somente cerca de
10 sdo amplamente colonizadores de habitacbes humanas e altamente
antropofilicos. O parasita também pode ser transmitido por via placentéria, oral,
acidentes em laboratérios, transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos. Por esta
razdo, a doenca de Chagas esta emergindo em paises ndo-endémicos como Japao,
Canada, Alemanha, Roménia, Espanha e Estados Unidos (DORN et al., 2007;
TARLETON et al., 2007).

A doenca de Chagas é uma infeccdo de evolugéo cronica. As manifestacfes
anatomoclinicas da doenca resultam de multiplos fatores e mecanismos que se
associam no decorrer da infeccdo, onde se distinguem as fases aguda e crbnica
(LOPES & CHAPADEIRO, 1995).

Considerado um “assassino silencioso”, a infeccéo pelo T. cruzi leva a uma
fase aguda, assintomética ou oligossintomatica. A fase aguda é de curta duracao (2-
4 meses) e € caracterizada por febre, mal-estar, dor muscular, inchaco dos ndédulos
linfaticos, hepatoesplenomegalia, efusédo pericardica, e reacdo inflamatoria no local
da picada do vetor (conhecido como “chagoma de inoculagdo”). Na conjuntiva, pode
resultar edema periorbital unilateral e inchaco de péalpebra (conhecido como “sinal de
Romafa”). Durante a fase aguda, os parasitos circulantes s&o humerosos e capazes
de infectar varios tecidos no hospedeiro, incluindo muasculo esquelético, tecidos
linféides, tecidos nervosos, e glandulas (DEVERA et al., 2003; SAVINO et al., 2007).
Em humanos, a mortalidade ocorre em 5 a 10% dos casos ndo submetidos a
tratamento especifico e pode levar a complicagbes como miocardites ou
meningoencefalites (PRATA, 2001). O diagndstico € estabelecido em menos de 10%
dos casos, possivelmente devido ao desenvolvimento de sintomas leves que
desaparecem espontaneamente em mais de 95% dos pacientes (PUNUKOLLU et
al., 2007). A fase aguda estad nitidamente relacionada com a parasitemia e a

evolucdo deve, muito provavelmente, estar relacionada a viruléncia da cepa e a
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efetividade protetora do sistema imunolégico do individuo infectado (HIGUSCHI,
1995).

A fase cronica é caracterizada por escassez de parasitos no sangue periférico
e nos tecidos e pela presenca de uma resposta imune anti-T. cruzi (PRATA, 1999).
Durante esta fase, cinco formas anatomoclinicas podem ser distinguidas:
indeterminada, cardiaca, digestiva, mista (cardiaca e digestiva) e nervosa
(ANDRADE, 1958). A maioria sobrevive a fase aguda da infeccdo e permanece na
chamada forma indeterminada da doenca, a qual se caracteriza por um longo
periodo de laténcia clinica, permanecendo por 10-30 anos ou por toda a vida
(PRATA, 2001). Os pacientes com a forma indeterminada além de sorologia positiva
e auséncia de sintomas clinicos, ndo apresentam uma redugcdo na resposta imune
celular, possuindo também exames como eletrocardiograma e radioldgicos do
coracdo, es6fago e colon normais. Uma pequena populacdo destes pacientes
apresenta anormalidades em algum teste cardiaco ou gastrointestinal, sendo estas
frequentemente de baixa intensidade, as quais podem ocorrer ocasionalmente
também em individuos saudaveis (PRATA, 2001). Admite-se que cerca de 60% dos
infectados das areas endémicas da doenca de Chagas pertencem a forma
indeterminada (DIAS, 1989). Os pacientes durante este periodo apresentam baixa
morbidade, sendo capazes de realizar qualquer tipo de atividade, e um excelente
prognoéstico, pelo menos a médio-prazo (5-10 anos). Em estudos de sobrevida,
individuos com a forma indeterminada apresentaram uma sobrevivéncia similar a de
uma populacao saudavel (MAGUIRE, et al., 1987; IANNI et al., 2001).

Apés o periodo de laténcia, cerca de um terco dos pacientes apresentam
manifestacdes relacionadas ao envolvimento de certos Orgaos tais como coracao,
esbfago, colon e sistema nervoso, caracterizando as formas clinicas da doenca.
Cerca de 20-30% da populacéo total chagasica em areas endémicas evolui para
uma grave descompensacdo cardiaca, caracterizada por arritmias, insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC) ou morte subita. Em torno de 15 a 20% dos pacientes
chagéasicos desenvolvem alteracbes de motilidade, secrecédo e absorcdo no trato
digestivo, especialmente eséfago e colon, desenvolvendo as sindromes dos megas
gastrointestinais (PRATA, 2001).

Entre as formas clinicas, a mais frequiiente e importante, pela sua alta
morbidade e mortalidade, é a cardiaca, a qual pode ser assintomética ou

sintomatica, onde uma cardiomiopatia crénica e inflamatéria pode levar a ICC
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(R1ZZO et al., 1989). Carlos Chagas (1916) e Vianna (1911) desde inicio do século
ja referiam que o parasito, apesar de dificilmente identificado nos cortes histoldgicos,
seria o0 responsavel pela manutencéo do processo inflamatorio crénico cardiaco. A
presenca do parasito, proliferando no miocardio, ocorreria em episédios, muito
provavelmente quando houvesse uma gqueda na vigilancia imunolégica (HIGUSCHI,
1995). A expectativa média de vida diminui cerca de 9 anos nestas formas clinicas
dos pacientes chagasicos cronicos (PUNUKOLLU et al., 2007).

3.1.2 Doenca de Chagas e sistema imune

Apbs infeccdo por patdgenos em humanos, uma resposta imunoldgica inata e
adquirida € montada para controlar o agente da infec¢cdo. A imunidade inata é
responsavel pela protecdo inicial contra as infec¢des, enquanto a imunidade
adquirida se desenvolve mais lentamente e € responsavel pela defesa mais tardia e
mais eficaz contra as infec¢des. Entretanto, o controle muitas vezes néo € eficiente
suficientemente para eliminar o patégeno, mas limita de forma efetiva a sua
replicacdo in vivo. A regulacdo da resposta imune adquirida € essencial nao
somente para controlar a replicacdo do parasito, mas também para minimizar a
patologia mediada pela imunidade (ANTONELLI et al., 2005; SOUZA et al., 2007).
No entanto, a grande maioria das infec¢gées que envolvem a participacédo de agentes
infecciosos parasitarios, virais ou bacterianos, causa no hospedeiro um estado de
estresse, levando a imunossupressao, que na realidade nada mais € que uma forma
do agente etiologico evadir-se da resposta imune e estabelecer-se nesse novo
ambiente, com condi¢cdes necessérias para a sua perpetuacao (SOUZA et al., 2007).

Os componentes classicos da imunidade inata, como células dendriticas,
macrofagos e células natural killer (NK) parecem ter papel crucial na imunidade anti-
T. cruzi, sendo induzida por diferentes moléculas de superficie do parasito. Através
da imunidade inata h& induc&o de genes de citocinas pro-inflamatoérias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12), que
controlam a replicagcdo do parasito e de componentes microbicidas como o6xido
nitrico (NO). Destaca-se a participacdo da atividade de macréfagos na resposta a

infeccdo, visto que esta € uma das principais células-alvo do parasito e que também
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exerce atividades de resisténcia a infeccao, principalmente relacionadas a producéo
de TNF-a e NO (ALBERTI et al., 1996). As células NK também possuem um papel
fundamental no controle da infeccéo por serem fonte primaria inicial de IFN-y na fase
aguda. O IFN-y produzido aumenta a sintese de IL-12 por macréfagos, promovendo
a ativacdo de células NK e a diferenciacdo de células T, do tipo Thl, especificas
para o parasito (resposta pré-inflamatéria), além da inibicdo da expansdo e da
sintese de citocinas por linfocitos Th2 (resposta anti-inflamatéria) (REED, 1995;
ALBERTI, 1996).

A acado da resposta imunologica adquirida, através de linfocitos T CD4+ e T
CD8+ assim como linfécitos B, contribuem a resisténcia contra o parasito através da
secrecdo de citocinas de citotoxicidade celular ou de producdo de anticorpos
especificos. As células T desempenham importante papel na dindmica da doenca de
Chagas, exibindo fun¢des imunorregulatorias e efetoras (SOUZA et al., 2007).

A principal funcdo dos linfocitos T na imunidade adquirida é combater as
infeccbes causadas por microorganismos intracelulares. Os linfocitos T CD4+ podem
se diferenciar em subgrupos de células efetoras que produzem grupos de citocinas,
expressam moléculas de adesdo e receptores de citocinas distintos, e
consequentemente fungbes diferentes. Entre os subgrupos destacam-se as células
T auxiliares do tipo 1 (Thl) e as células T auxiliares do tipo 2 (Th2). A eficacia das
respostas imunes mediadas por células contra um microorganismo é determinada
pelo equilibrio entre a ativacdo das células Thl e Th2 (ABBAS & LICHTMAN, 2009).

As células Thl estimulam a atividade microbicida dos fagdcitos e a morte dos
microorganismos ingeridos e induzem a inflamagcdo. A citocina mais importante
produzida pelas células Thl € o IFN-y, que é um potente ativador de macroéfagos,
além de estimular a producdo de anticorpos que promovem fagocitose de
microorganismos, amplificando as respostas das células T. Os macrofagos ativados
amplificam as respostas mediadas pelas células T através da producdo de IL-12,
além de secretar citocinas que induzem a inflamacdo como o fator de necrose
tumoral (TNF), a IL-1 e as quimiocinas. No entanto, as células Th2 produzem as
citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 que inibem a ativacdo de macrofagos e suprimem a
imunidade mediada pelas células Thl (Figura 1) (ABBAS & LICHTMAN, 2009).
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Figura 1 - Resposta Thl e Th2 nas infec¢8es intracelulares.
(ABBAS & LICHTMAN, 2009)

Os estudos pioneiros sobre imunidade celular de pacientes chagasicos
mostraram que células mononucleares do sangue periférico, especialmente células
T CD4+ e mondcitos, de paciente das formas indeterminada ou cardiaca, séo
capazes de proliferar quando expostas in vitro a antigenos do parasito e a
componentes do hospedeiro (DUTRA et al., 2000; SOUZA et al., 2004). Também
podem produzir uma grande quantidade de citocinas inflamatorias e anti-
inflamatorias que orquestrardo respostas imunes relacionadas ao controle da
diferenciacdo celular, da adesdo e da expressdo de moléculas co-estimulatorias,
além de migracdo e recrutamento, influenciando na evolucdo clinica da doenca
(SILVA et al., 1998; SOUZA et al., 2007).

Cardillo e colaboradores (2007), por sua vez, discutiram uma nova
contribuicdo dos linfécitos B na imunidade contra o T. cruzi. Ao infectarem animais
geneticamente deficientes de células B, observaram diminuicdo na frequéncia de
linfocitos T CD8+ no bacgo e no infiltrado inflamatério de tecido muscular esquelético
desses animais. Aléem disso, estes animais apresentaram uma diminuicdo do
infiltrado inflamatorio e um aumento do numero e tamanho dos ninhos de parasitos,
sugerindo que, na auséncia dos linfécitos B, existiia uma pobre ativacdo dos
linfécitos T CD8+ infiltrantes e, consequentemente, uma menor resisténcia a
infeccao.

Os linfécitos T CD4+ e T CD8+ sdo as principais células envolvidas na
imunidade adquirida humana contra o T. cruzi. Os linfocitos T CD4+ s&o necessarios

para a producdo de anticorpos liticos e de citocinas que auxiliam na destruicdo de
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formas intracelulares do parasito (TARLETON, 1996). No entanto, Cufia & Cufia
(1995) sugeriram a participacdo dos linfocitos T CD8+ nos mecanismos
imunopatoldgicos, a partir da observacdo do predominio destas células no sangue
periférico de individuos portadores da doenca de Chagas com sintomas cardiacos
ou gastrintestinais, diferentemente de individuos assintomaticos, nos quais 0s
linfécitos T CD4+ sdo predominantes. A figura 2 demonstra a participacdo da
resposta imunoldgica celular em pacientes chagasicos com a forma indeterminada e

cardiaca.
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Figura 2- Resposta imune nas formas cardiaca e indeterminada da doenga de Chagas.

(Disponivel em: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=163)

Gomes e colaboradores (2003) sugeriram associacao entre a producao de
IFN-y por linfocitos T e morbidade da doenca de Chagas, enquanto a producédo de
interleucina 10 (IL-10) por macrofagos/mondcitos leva a regulacdo da resposta
imune em pacientes com a forma indeterminada. Os autores hipotetizaram que uma
producdo exagerada de IFN-y contra antigenos do T. cruzi favorece o
desenvolvimento de uma resposta tipo Thl, o que leva a progressdo da doenca

cardiaca.
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Fuenmayor e colaboradores (2005) analisaram bidpsias endomiocardicas de
pacientes na fase aguda da doenca de Chagas com o objetivo de avaliar a
freqUéncia e a intensidade de antigenos do T. cruzi, e as células T CD4+ e CD8+.
Todos os pacientes com doenca de Chagas mostraram algum grau de miocardite
que parece estar relacionada com a presenca de antigenos do parasito sendo que,
tanto células T CD4+ quanto T CD8+ participaram desse processo. No entanto, a
avaliacdo de biopsias endomiocardicas de pacientes com miocardite chagasica
cronica, demonstrou que as células T ativadas formam 95% do infiltrado inflamatorio
cardiaco (REIS et al., 1993; HIGUCHI, 1995) e que as células T CD4+ estdo em
menor proporcdo do que as células T CD8+. Isto representaria uma resposta imune
especifica a persisténcia de parasitos no tecido cardiaco, resultando em processo
inflamatorio exacerbado com consequentes efeitos deletérios (HIGUCHI et al., 1993;
HIGUCHI, 1995).

3.1.3 Doenca de Chagas e microcirculacéo

O processo hemostatico consiste de mecanismos hemodinamicos e
bioquimicos que asseguram a obstrucdo de uma parede vascular traumatizada e o
impedimento do sangramento dos vasos sanguineos, evitando que ocorra um fluxo
sanguineo insuficiente para manter as funcdes teciduais normais (BAPTISTA-SILVA,
2004).

Sempre que um vaso ou tecido € lesionado quimica ou fisicamente, a
hemostasia € acionada através da vasoconstricdo, da formacdo do tampao
plaguetario, da formacdo do coagulo sanguineo, e da sua posterior dissolucao.
Nestas etapas, ocorrem interacdes entre os componentes teciduais, as proteinas
plasmaticas, os receptores celulares, permitindo a formacéo rapida e eficiente de
coagulos solidos para bloquear pontos de ruptura ou leséo vascular e fazendo com
que o0 sangue permaneca liquido e sem coagulos dentro do sistema vascular
(REVEL & DOGHMI, 2004).

As plaquetas desempenham um papel fundamental na hemostasia, intervindo
rapidamente na presenca de lesdes endoteliais. Possuem aproximadamente 3 pm

de didmetro, sem nuacleo, com forma e tamanho varidvel (FROJMOVIC &
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PANJWANI, 1976), resultando da fragmentacdo dos megacariécitos na medula
6ssea (CASTRO et al., 2006). A contagem normal em adultos é de 150-450 X 10%/L,
onde 70% estdo presentes na circulacdo e 30% no baco. A producédo plaquetaria
leva aproximadamente 4 dias e possui uma vida média de 9 dias em um ser humano
normal (HARKER & FINCH, 1969). Varios horménios e citocinas interferem no
desenvolvimento dos megacariécitos, como eritropoetina e interleucinas 3 (IL-3), 6
(IL-6) e 11 (IL-11) (KAUSHANSKY, 1995).

Os componentes estruturais das plaquetas consistem, essencialmente, em
membrana citoplasmatica, citoesqueleto, sistema tubular denso, sistema canalicular
aberto e multiplos granulos de secre¢do como representado na figura 3 (LORENZI et
al., 2003).

Micratlbulos

Membrana plasmatica

Sistemna tubular denso :
Granulos delta

Mitocdindnias .

Granulos alfa

Figura 3 — Representacdo de uma plaqueta (LORENZI et al., 2003).

A membrana celular é constituida por uma camada bifosfolipidica, contendo
muitos receptores responsaveis pelo desencadeamento da ativagdo plaquetéria e de
reacoes de adesdo-agregacdo (ZAGO et al., 2004). Estes receptores sao ativados
por diferentes agonistas como o colageno, fator de von Willebrand (FVW), ADP, ATP,
epinefrina e a trombina. Os receptores plasmaticos sédo glicoproteinas (GPs) com
estruturas distintas como, por exemplo, o receptor GPIb-IX-V, que € um complexo de

proteinas da familia das moléculas ricas em leucinas; o receptor GPVI da super-
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familia das imunoglobulinas; ou ainda os receptores de ADP/ATP ou de trombina,
gue sao receptores purinérgicos e integrinas (HARTWIG, 2002).

O citoesqueleto € composto por uma rede de estruturas filamentosas que
fornece a sustentacéo para a forma discoide da plaqueta, e por um sistema contratil
que permite a mudanca da forma discoide para a forma dendritica, perante seu
estado de ativagdo (LORENZI et al., 2003). Esta mudanca permite o prolongamento
de pseudopodos, a contracao interna e a liberacédo dos constituintes granulares.

O sistema tubular denso € um conjunto de tdbulos no citoplasma, que
constitui o principal local de armazenamento do calcio intraplaquetario (LORENZI et
al., 2003).

O sistema canalicular aberto consiste numa rede membranosa
intracitoplasmatica que permite a troca de moléculas com o0 meio externo, por onde
ocorre a liberacdo dos granulos de secrecdo quando a plaqueta estd ativada
(CASTRO et al., 2006).

Os granulos de secrecédo, contendo entre 30% e 50% de proteina total da
plagueta, dividem-se em dois grupos: granulos-a e corpusculos densos ou
granulos-6. Ha cerca de 80 granulos-a/plaqueta (SIXMA et al.,, 1989) e durante
ativacdo plaquetéria, eles fundem-se com o sistema canalicular aberto e com a
superficie da membrana, secretando proteinas adesivas, como o fibrinogénio, FVW,
fibronectina, vitronectina e trombospondina, que estdo em alta concentragcéao no local
de lesédo vascular, favorecendo a formacdo do trombo plaquetario (ZAGO et al.,
2004). Ja os granulos densos sao raros, estimando-se que haja cerca de 5 /plagueta
(SIXMA et al., 1989), contendo nucleotideos, como ADP e ATP, serotonina e o Ca*,
substancias que promovem a ativacao plaquetaria (ZAGO et al., 2004).

As plaquetas circulam normalmente no sangue como entidades isoladas que
nao interagem umas com as outras ou com outros tipos celulares. Entretanto, sob
um trauma vascular ou tecidual, com exposicdo do subendotélio e do colageno
subjacente, as plaquetas rapidamente aderem ao local lesado, formando um tampé&o
hemostético primario e iniciando uma série de fendbmenos que tem por finalidade
evitar a hemorragia (Figura 4) (SCHAFER, 1996; LORENZI et al., 2003).
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Figura 4 — Funcdes plaquetarias (Adaptado de SCHAFER, 1996).

O primeiro sinal de ativacao plaquetaria € sentido na membrana externa, onde
os fatores capazes de promover esta ativacdo como a trombina, a adrenalina, o
colageno e o ADP se ligam aos seus receptores especificos. As plaquetas passam
de forma discdide a irregular devido a emissao de pseudépodos, aumentando assim
a area de contato com o endotélio, tornando-se mais firmemente ancoradas
(VORCHHEIMER & BECKER, 2006). As plaquetas ativadas podem se acumular na
parede dos vasos das artérias, recrutar plaquetas adicionais e expandir o trombo.
Através da ligacdo das plaguetas aos receptores das glicoproteinas e da ativagédo
das moléculas de integrinas plaquetérias, ocorre o desenvolvimento do processo de
agregacao plaquetéaria (LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003). Algumas evidéncias
sugerem a participacdo das plaquetas na resposta inflamatoria, uma vez que, ha
ativacdo de plaquetas circulantes em doencas com componente inflamatoério agindo
na vasculatura (MASSBERG et al., 2002).

A agregacao plaquetaria é a propriedade que as plaguetas possuem de se
unirem entre si quando em estado ativado, formando trombo vascular. Uma vez
ativada, a plaqueta sofre acdo de agonistas que se ligam a receptores de membrana
da plaqueta e ativam cascatas bioquimicas (RUSSELL, 1999).

Ha trés vias principais de agregacao plaquetaria, que se inter-relacionam em
varias etapas do processo. A primeira via de agregacdo se manifesta pela acdo da
fosfolipase C, que atua catalisando a formacdo de inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga aos receptores no sistema tubular denso, elevando
a concentracdo citoplasmatica de calcio. O aumento dos niveis intracelulares de
calcio promove a contracdo da plaqueta, a secrecdo de ADP e a sintese de
tromboxano A2 (SOBOL & WATALA, 2000). A segunda via de agregacdo
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plaguetaria € mediada pelo ADP, o qual promove o recrutamento de outras
plaguetas para o tampédo plaquetério. A ligacdo do ADP ao receptor purinérgico de
plaguetas leva a ativacdo da cascata da proteinoquinase de ativacdo mitogénica.
Esta proteina induz a liberacdo de calcio do sistema tubular denso para o citosol. O
ADP caracteriza-se por ser um agente indutor da agregacdo plaquetaria em
presenca de célcio e fibrinogénio (VANNI et al., 2007). E na terceira via esti
envolvido o acido araquidbnico, que é liberado da membrana plaquetaria por acéo
da fosfolipase A2 e da fosfolipase C. O &acido araquidénico é rapidamente
metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase e lipooxigenase, formando as
prostaglandinas G2 e H2. Esses intermediarios sdo convertidos, pela tromboxano
sintetase, em tromboxano A2, que € um potente agente agregante plaquetario
(WAKEFIELD et al., 2008).

O organismo permanece equilibrado devido a hemostasia, porém, ela precisa
ser controlada por mecanismos inibidores, evitando crescimento do trombo
plaquetéario que ocasiona ocluséo vascular e que, consequentemente, compromete a
irrigacéo sanguinea de diversos 6rgdos (DAHLBACK, 2005), além de desencadear a
resposta inflamatéria (STRUKOVA, 2001).

Alteracdes patolégicas sdo encontradas na microvasculatura dos pacientes
com doenca de Chagas cronica, onde fenbmenos trombaéticos estdo intimamente
ligados a mecanismos fisiopatologicos primarios que levam a cardiomiopatia
(MARIN-NETO et al., 2009).

Desde a década de 80, o envolvimento de fendmenos microvasculares na
patogénese da doenca cronica tem sido bem documentado, onde diversas
alteracdes dinamicas nos vasos coronarianos, como vasodilatacdo, formacédo de
aneurismas e microespasmos foram descritos na infeccdo aguda pelo T. cruzi em
camundongos, de modo semelhante ao observado em outras cardiomiopatias
congestivas e relacionadas a microcirculacdo (FACTOR et al., 1985; ROSSI et al.,
1984).

Estudos prévios realizados em modelos animais evidenciaram que agregados
plaguetarios induzidos por ADP na microcirculagdo cardiaca estariam associados
com lesdes isquémicas do miocardio, arritmia cardiaca e morte subita (JORGENSEN
et al., 1967; JORGENSEN et al., 1970).

Em um modelo experimental de miocardite chagasica crénica em

camundongos, foi observado macroscopicamente cardiomegalia com hipertrofia e
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dilatagéo de camaras ventriculares associadas com aneurisma apical. Neste mesmo
estudo, os resultados microscépicos apresentaram lesdes focais de necrose
miocitolitica e degeneracdo miocardica associada com um predominante exudato
inflamatorio mononuclear acompanhado por fibrose intersticial e pseudocistos como
demonstrado na figura 5 (ROSSI et al, 1984). A evidéncia de doenca
microcirculatoria na cardiomiopatia crénica experimental foi obtida através da
deteccdo de agregados plaquetarios e trombose oclusiva em pequenos vasos
coronarianos epi e intramiocardicos, caracterizando microangiopatia. Estas
alteracbes sao importantes na patogénese de degeneracdo focal para o

desenvolvimento da cardiomiopatia (ROSSI et al., 1984).
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Figura 5 — Miocardio de modelo experimental infectado com T. cruzi (cortes histoldgicos). A) Necrose
miocitolitica. Infiltrado inflamatério denso. Hialinizacdo de miofibras. Edema intersticial; B) Miofibras
contendo pseudocisto. Mudancas degenerativas das células do miocardio. Infiltrado inflamatério

mononuclear. Edema intersticial e fibrose. (ROSSI et al., 1984).

A disfuncéo das células endoteliais relacionada a infeccao pelo T. cruzi com
consequiente aumento da reatividade plaquetaria foi demonstrada em estudos in
vitro (TANOWITZ et al., 1990). A interacdo entre as plaquetas e o endotélio lesado
ou a superficie subendotelial poderia estimular a ativacdo de plaquetas, com
subsequente producdo de substancias vasoativas, como tromboxano A2 e fator de
crescimento derivado das plaquetas, a partir de células do infiltrado inflamatorio,
contribuindo para hipoperfusdo microvascular (TANOWITZ et al., 1990, ROSSI,
1992; RAMOS & ROSSI, 1999) e consequente hipéxia miocardica. Além disto,
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infeccdes in vitro pelo T. cruzi, demonstraram que as alteracbes no endotélio com
consequente exposicdo do coldgeno poderiam favorecer a agregacdo paquetaria
(ROSSI, 1997) e que o0 aumento na producéo de endotelina, a qual medeia espasmo
arterial e inibe o mensageiro AMPc, estimularia a adesdo plaquetaria a parede
vascular (MORRIS et al., 1992; MARIN-NETO et al., 2009).

Estudos posteriores realizados por Herrera e colaboradores (2003)
observaram em pacientes chagasicos crénicos uma maior atividade plasmatica de
antitrombomodulina, sugerindo uma intensa formacao de fibrina intravascular bem
como um dano endotelial, além de altos niveis de produto de degradacgédo de fibrina
(PDF) e D-dimeros que refletem a presenca de fibrina ja formada.

Uma direta participacdo da infeccdo do T. cruzi que causa dano nas células
endoteliais (ROSSI, 1997) e dano no endotélio por células efetoras do sistema
imune foram relatados (ANDRADE et al., 1994), a fim de elucidar os mecanismos
responsaveis pela trombose plaquetaria oclusiva e pelo espasmo na
microcirculacao.

Através de técnicas modernas, tem sido observada uma parasitemia em
grande quantidade de individuos durante a fase crbénica da doenca (BRITTO, et al.,
1995) sendo que a presenca do T. cruzi estaria associada com o aparecimento de
lesbes cardiacas (TARLETON, 2001). No entanto, foi evidenciado que formas
tripomastigotas (infectantes) do T. cruzi produzem a enzima neuraminidase, que
remove 0 acido sialico da superficie de células endoteliais e do miocardio dos
mamiferos (LIBBY et al., 1986; MARIN-NETO et al.,, 2009). A perda deste
componente protetor da superficie endotelial pode causar a agregacgéo plaquetéaria e
a trombose microvascular. Ferreira e colaboradores (2005) apresentaram que
calreticulina, uma proteina ligadora de célcio presente no T. cruzi que é similar a
humana, pode modular o sistema complemento e inibir a angiogénese. Isto poderia
constituir um mecanismo molecular potencial que provocaria dano e disfungéo
microvascular.

No entanto, as células inflamatdrias também podem contribuir a hipoperfusao
microvascular e ao dano miocardico, através da secre¢do de citocinas (WEINSTEIN
& FENOGLIO, 1987). As células endoteliais e os mondcitos de sangue periférico de
humanos infectados com T. cruzi tém apresentado um aumento na sintese de
interleucina 1 beta (IL-13) e interleucina 6 (IL6) (VAN VOORHIS, et al., 1992), que

levam a alteracdes na fungéo endotelial, tais como o recrutamento de leucdcitos, a
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coagulacdo (GIMBRONE, 1984) e a proliferagdo de musculo liso (LIBBY et al.,
1988).

Episodios de tromboembolismo sdo frequentemente vistos tanto na fase
aguda quanto cronica da doenca de Chagas. A prevaléncia de trombo intracardiaco
tem sido estimado em 15-70% nos pacientes chagasicos, enquanto periféricos estao
presentes em 60% dos pacientes, e geralmente envolve tromboembolismo
pulmonar, trombose em artérias renal e esplénica ou acidente vascular cerebral
(AVC). Estes episodios estao relacionados principalmente com alteracées no fluxo
sanguineo vistos na cardiomiopatia chagasica que causam arritmias, dilatacédo
ventricular e aneurismas. Portanto, fenémenos inflamatérios e de
hipercoagulabilidade contribuiriam para o desenvolvimento da cardiomiopatia
chagéasica (REVERTER, 2006).

3.2 Sistema de sinalizacao purinérgica

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo
importante em diversos tecidos, desencadeando multiplos efeitos celulares, incluindo
resposta imune, inflamacéo, dor, agregacao plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo
endotélio, proliferacdo e morte celular (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).

A sinalizacdo purinérgica envolve trés principais componentes (ATKINSON et
al., 2006):

1) nucleotideos e nucleosideos extracelulares, que sd&o as moléculas
mediadoras da sinalizagao;

2) receptores purinérgicos especificos (P2X, P2Y e P1), através dos quais 0s
nucleotideos e nucleosideos exercem seus efeitos;

3) as ecto-enzimas, proteinas responsaveis pelo controle dos niveis dos
mediadores no meio extracelular.

Diferentes tipos celulares, como plaguetas, linfdcitos, células endoteliais entre
outros, expressam distintos conjuntos de componentes de sinalizagcdo purinérgica
descritos acima, permitindo a formacéao de complexos personalizados de sinalizacéo
purinérgica (figura 6) (JUNGER, 2011).
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Figura 6 — Representagdo dos componentes do sistema purinérgico (Adaptado de JUNGER, 2011).

3.2.1 Nucleotideos e nucleosideos

Os nucleosideos sdo moléculas resultantes da uniio de uma base
nitrogenada (purica ou pirimidica) a uma pentose. Uma vez que os nucleosideos sdo
fosforilados por quinases especificas ocorre a formacdo de um nucleotideo (figura
7). Os principais nucleotideos que exercem func¢des bioldgicas sdo: o ATP, o ADP e
0 AMP (ATKINSON et al., 2006).
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Figura 7- Estrutura de um nucleotideo de adenina (ATP).
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Ha significativo aumento na concentracdo de nucleotideos e nucleosideos
extracelulares liberados das células em sitios inflamatérios e de estresse vascular
mecanico ou oxidativo. Os ectonucleotideos e seus metabdlitos exercem seus
efeitos através de receptores especificos na membrana plasmatica, além de
servirem como substratos para ectoproteinas quinases (ATKINSON et al., 2006).

No entanto, os nucleotideos extracelulares podem estar relacionados com o
desenvolvimento de vérias patologias incluindo desordens do sistema imune e
doencas neurodegenerativas e vasculares (BOURS et al., 2006; ROBSON et al.,
2006).

Extracelularmente, o ATP participa de uma série de processos bioldgicos
como: neurotransmissdo, contracdo muscular, funcdo cardiaca, agregacéao
plaquetaria, metabolismo do glicogénio hepatico e processos inflamatérios
(TORRES et al., 2002).

O ATP, liberado no meio extracelular por dano ou estimulo celular por agédo
de patégenos, é interpretado pelo sistema imune como um “sinal de perigo” e
participa em varios aspectos do estabelecimento de uma resposta inflamatéria. Esta
envolvido no desenvolvimento da inflamagéo, por uma combinacdo de acdes, entre
elas a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (INF-y, IL-12 e TNF-a) e a liberacdo
de histaminas por mastocitos, provocando a producdo de prostaglandinas (DI
VIRGILIO 1998, LANGSTON et al.,, 2003). O ATP também exerce efeitos na
tromboregulacéo, pois € liberado dos granulos plaguetarios, juntamente com o ADP,
no momento que ocorre ativagdo das plaquetas. O ATP tem um duplo efeito sobre a
agregacéo das plaquetas, ou seja, em baixas concentracdes ele induz a agregacéo
plaquetaria, enquanto que em altas concentracdes ele provoca a inibicdo deste
fendbmeno (SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997).

O ADP é o primeiro produto gerado na hidrdlise do ATP, sendo conhecido por
induzir a agregacdo plaquetaria, alterar a forma das plaquetas, aumentar o célcio
citosdlico e inibir a adenilato ciclase ativada (PARK & HOURANI, 1999). Em
situacdes de disfuncédo ou dano vascular, o ADP é liberado do interior de granulos
existentes nas plaquetas, sendo entdo considerado o agonista mais importante do
recrutamento plaquetério e o indutor da formagédo de trombos no interior de vasos
(MARCUS et al., 2003).

O AMP é um metabdlito intermediario da hidrélise do ATP (BARSOTTI &

IPATA, 2004) que exerce a funcdo de sinalizador em situacdes de desequilibrio no
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metabolismo, servindo também como substrato para a formagdo da adenosina
(CUNHA, 2001; LATINI & PEDATA, 2001).

Formada a partir do precursor ATP nos espacos intra e extracelulares, a
adenosina (BARSOTTI & IPATA, 2004) desempenha um papel importante como
agente anti-inflamatério endégeno (CRONSTEIN, 1994) e imunossupressor, através
da inibicdo da liberacdo de citocinas, da adesdo de células imune e do
funcionamento de linfocitos citotéxicos (CRONSTEIN et al., 1983).

A adenosina inibe a agregacao plaquetéaria induzida pelo ADP, tornando-se
um agente protetor dos vasos e artérias, protegendo os mesmos da instalagdo da
placa arterosclerética (SPRONK et al., 2004; DUARTE et al., 2007). Também
apresenta uma acdo cardioprotetora em episédios de isquemia ou hipoxia
(MINAMINO et al., 1996, HASKO & CRONSTEIN, 2004) e insuficiéncia cardiaca,
atenuando a liberacdo de catecolaminas, aumentando o fluxo sanguineo coronario e
inibindo a ativacdo de plaquetas e leucocitos. A fungdo protetora da adenosina se
manifesta pela vasodilatacdo coronariana e de vasos colaterais, aumentando o
suprimento de oxigénio para os tecidos (HASKO & CRONSTEIN, 2004; KINUGAWA
et al., 2006).

3.2.2 Receptores purinérgicos

Uma vez liberados no espaco extracelular, os nucleotideos da adenina e a
adenosina, desempenham suas fun¢des bioldgicas através da ligacdo a receptores
purinérgicos especificos presentes na membrana celular (DI VIRGILIO et al., 2001).

Os receptores purinérgicos sao divididos baseado em suas propriedades
farmacoldgicas e estruturais em trés principais familias (RALEVIC & BURNSTOCK,
1998): receptores P2X, receptores P2Y e receptores P1.

Ao longo das ultimas duas décadas, um total de 19 subtipos diferentes de
receptores purinérgicos que reconhecem o ATP extracelular, a adenosina e
nucleotideos relacionados foram clonados e caracterizados, incluindo oito subtipos
de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14),
sete subtipos de receptores P2X (P2X1-7) e quatro subtipos de receptores P1 (A1,
A2a, A2b e A3) (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).
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Os receptores P2X estdo ligados a canais ionicos, sendo denominados de
ionotrépicos. Estes respondem somente ao ATP, facilitando o influxo de cations
extracelulares, como o ion calcio. Os receptores P2Y estdo acoplados a diferentes
proteinas G, sendo denominados de metabotrépicos. Eles respondem ao ATP e a
outros nucleotideos, incluindo o ADP, o UTP e o UDP, mas ndo ao AMP (DI
VIRGILIO et al., 2001).

Os receptores P1 reconhecem a adenosina e também sdo metabotrépicos
(BURNSTOCK, 2007). Os receptores subtipos A2a e A2b estdo acoplados a
proteinas estimulatérias G (Gg) e tipicamente suprimem as respostas celulares por
aumentar os niveis de AMPc intracelulares. Enquanto, os receptores subtipos Al e
A3 estdo acoplados a proteinas Gip ou Ggi1 € promovem a ativagdo celular
(JUNGER, 2011).

O ATP liberado no meio extracelular exerce seus efeitos ao se ligar a
receptores P2X ou a P2Y (figura 8), e consequentemente é metabolizado a
adenosina por ectoenzimas localizadas na superficie da membrana celular, que
controlam seus niveis extracelulares. A adenosina formada, por sua vez, exercera
seus efeitos biolégicos através da ativacdo de receptores P1 (DI VIRGILIO et al.,

2001).
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Figura 8 - Liberacdo de ATP no meio pericelular (DI VIRGILIO et al., 2001).
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3.2.3 Ectoenzimas

O controle dos niveis extracelulares dos nucleotideos de adenina e adenosina,
assim como da ativacao dos receptores purinérgicos € fundamental na manutencao
dos processos fisiolégicos de sinalizacdo purinérgica incluindo desenvolvimento,
fluxo sanguineo, secrecao, inflamacéo e tromboregulacdo (ROBSON et al., 2006).
Esse controle é realizado por uma cascata de enzimas localizadas na superficie
celular que sequencialmente degradam nucleotideos e nucleosideos, gerando seus
respectivos metabdlitos (BOROWIEC et al., 2006), finalizando a ativacdo dos
receptores purinérgicos e evitando a dessensibilizacdo desses receptores (JUNGER,
2011). As ectoenzimas também podem ser encontradas na forma solivel no meio
intersticial ou em fluidos corporais (BOURS et al., 2006).

As ectonucleotidases sdo ectoenzimas responsaveis pela hidrolise de
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e incluem diversos membros das
seguintes familias: Ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDases), Ecto-
Nucleotideo pirofosfatases/ fosfodiesterases (E-NPPs), Fosfatase Alcalina e Ecto-5'-
nucleotidase (E-5'-NT). Elas revelam ndo somente uma sobreposicao de distribuicdo
tecidual (figura 9), mas também uma sobreposicdo de substratos especificos. Outra
ectoenzima importante no metabolismo purinérgico € a adenosina deaminase (ADA),

responsavel pela degradacgéo do nucleosideo adenosina (ZIMMERMANN, 2001).

Alkaline Ecto-5'-
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Figura 9 - Topografia das ecto-nucleotidases (Adaptado de ZIMMERMANN, 2001).

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma complexo multienzimatico

(figura 10) que tem inicio com a acdo da NTPDase e da NPP, as quais catalisam a
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hidrolise do ATP e do ADP formando AMP. Em seguida, a enzima 5’-nucleotidase
hidrolisa a molécula do AMP formando adenosina, que por fim é degradada pela
ADA gerando inosina (BOURS et al., 2006). A fosfatase alcalina além de hidrolisar
nucleotideos di, tri e monofosfatados também €& responsavel pela liberacdo de
fosfato inorganico de uma variedade de compostos organicos, incluindo proteinas,
além de hidrolisar PPi (GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008).

ATP

HTPDase 1,2,3,8
Fosfatase alcalina

ADP

HTPDase 1,3
HPP 1,2
Fosfatase alcalina

E-5'-nucleotidase
HPP2
Fosfatase alcalina

adenosing

Adenosina
desaminase

inozina

Figura 10 — Representacdo da acdo das ectoenzimas no metabolismo dos nucleotideos da adenina
(ATP, ADP e AMP) e nucleosideo adenosina (Adaptado de BOURS et al., 2006).

3.2.3.1 NTPDase

A familia ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase; EC 3.6.1.5)
representa uma classe de enzimas que se caracteriza pela capacidade de hidrolisar
uma variedade de nucleosideos 5'-trifosfato e nucleosideos 5’-difosfato (como ATP e
ADP, respectivamente) produzindo monofosfonucleotideos correspondentes (como

AMP) e fosfato inorganico (Pi).
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Estruturalmente, os membros desta familia possuem 5 regiées denominadas
regides conservadas da apirase (ACRs), que apresentam grande similaridade na
sequéncia de aminoacidos e estdo envolvidas no reconhecimento do substrato,
ligacdo e hidrélise (ZIMMERMANN, 2001).

Estas ectoenzimas estdo envolvidas em uma série de processos fisiolégicos e
patolégicos em diversos tecidos. Muitas das suas ac¢fes biologicas representam
consequéncias da atividade fosfohidrolitica dos nucleotidieos extracelulares que
limita os efeitos mediados pela ativacdo dos receptores P2, além do envolvimento na
producdo de adenosina, que por sua vez exercera seus efeitos através da ativagéo
de receptores P1 ou participara da via de recuperacdo de nucleotideos (BURNS,
1990).

Oito diferentes genes E-NTPD codificam os membros da familia E-NTPDase
(Figura 11). De acordo com a nomenclatura atual, todos os membros desta familia
sdo chamados de NTPDase e classificados na ordem de descoberta e
caracterizacdo (ROBSON et al., 2006), os quais sao diferenciaveis através da
preferéncia por um ou outro substrato, pela presenca de cations divalentes,
localizacéo celular e também pelo tipo de produto formado (ZIMMERMANN, 2001;
ROBSON et al., 2006).

Os genes da NTPDase sédo expressos ndo somente em vertebrados, mas
também em invertebrados, plantas, fungos e importantes patdgenos humanos, como
Herpetomonas muscarum, Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis,
Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi, agindo como
facilitadores da infecgcéo, estando possivelmente envolvidos com a captacdo de
purinas, capacidade infectiva e modulacdo da resposta imune do hospedeiro
(ALVES-FERREIRA et al., 2003; BERMUDES et al., 1994; BERREDO-PINHO et al.,
2001; DE JESUS et al., 2002; PENIDO et al., 2007; FIETTO et al., 2004).
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Figura 11 - Membros da familia das NTPDases (Adaptado de ROBSON et al., 2006).

As NTPDases 1, 2, 3 e 8 estdo localizadas na membrana celular com o sitio
catalitico voltado para o meio extracelular e requerem Ca®* ou Mg?* para sua
méxima atividade, sendo inativas na auséncia desses cations (ZIMMERMANN,
2001; KUKULSKI et al., 2005; ROBSON et al., 2006). Todas as NTPDases
localizadas na superficie celular consistem de um dominio amino-terminal
citoplasmatico, um dominio transmembrana, um dominio catalitico glicosilado
extracelular, um segundo dominio transmembrana e um dominio carboxi-terminal
citoplasmatico. Estas NTPDases estédo frequentemente associadas com resposta a
dano tissular, e 0 aumento de sua expressdo leva ao aumento das atividades
ATPase e ADPase nas células (WANG et al., 1997).

A primeira a ser identificada e descrita foi a NTPDase-1, como proteina CD39
em ceélulas linfoides, representando um marcador de ativacdo de linfocitos B
(MALISZEWSKI et al.,, 1994). Subsequentemente, também foi identificada em
linfécitos NK, linfécitos T ativados, mondcitos, assim como em células dendriticas e
plaquetas (KANSAS et al., 1991; FAVALORO, 1993; GODING, 2000; ROBSON et
al., 2006; ATKINSON et al., 2006).

A NTPDase-1 foi caracterizada em linfécitos de sangue periférico humanos
por Leal e colaboradores (2005), e foi demonstrado que sua atividade em células B &

maior do que em células T (PLESNER, 1995). Dentre as principais func¢fes
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imunoreguladoras mediadas pela atividade da NTPDase-1 estdo a expressao de
citocinas, a adesdo célula-célula, a proliferacédo celular, a apoptose via modulacao
dos niveis de ATP, e a producdo de adenosina, que possui efeitos
imunossupressores (MIZUMOTO et al., 2002; ROBSON et al., 2006).

No sistema vascular, a NTPDase-1 desempenha um papel importante no
sistema hemostatico, uma vez que ela controla os efeitos pré-tromboéticos e pro-
inflamatorios de nucleotideos como o ATP e o ADP, prevenindo assim a formacao
de coagulos e vaso-oclusdo (YEGUTKIN, 2008).

A NTPDase-1 hidrolisa nucleosideos di e trifosfatados em proporgées
semelhantes, portanto, hidrolisa ATP quase que diretamente a AMP com uma
producdo transitoria de pequenas quantidades de ADP. E considerada a ecto-
nucleotidase dominante na vasculatura (ENJYOJI et al., 1999; ROBSON et al., 2006)
e a sua acao fosfohidrolitica limita a ativagdo e a agregacdo plaquetaria induzida
pelo ADP.

A NTPDase-2, é particularmente associada com as superficies adventicias
dos vasos (ROBSON et al., 2005) e células do sistema nervoso central e periférico
(ROBSON et al., 2006). A enzima presente no sistema vascular pode regular ou
inibir a agregacdo plaquetaria induzida pelo ADP ou ATP (YEGUTKIN, 2008).
Destaca-se por uma atividade hidrolitica preferencialmente a nucleosideos
trifosfatados, podendo induzir consequentemente ativacao plaquetéaria por hidrolisar
o ATP a ADP, e desfosforilar o ADP a AMP muito lentamente (ZIMMERMANN, 2001;
KUKULSKI et al., 2005).

Embora a maioria das NTPDases esteja presente na superficie celular, ha
quatro membros localizados no meio intracelular entre eles estdo NTPDases 4,5,6 e
7 (ZIMMERMANN, 2001).

3.2.3.2 5'-nucleotidase

A enzima 5'-nucleotidase (5’-NT; EC 3.1.3.5) pertence a uma superfamilia de
dinuclear metalofosfoesterases, a qual hidrolisa diferentes substratos, incluindo
fosfoproteinas, nucleotideos e acidos nucléicos (HUNSUCKER et al., 2005;

STRATER, 2006). Amplamente distribuida em bactérias, plantas e animais, a enzima



catalisa a hidrdlise da ligacéo fosfodiéster de varios nucleosideos 5’-monofosfatados
(ex.: AMP) a seus respectivos nucleosideos (ex.: adenosina) (ZIMMERMANN, 1996).
Até o momento, sete membros da enzima 5-NT foram isolados e caracterizados em
humanos, diferindo entre si através das suas propriedades moleculares e cinéticas,
bem como de sua especificidade pelo substrato e localizacao celular (BOROWIEC et
al.,, 2006). Cinco membros estdo localizados no citoplasma, um na matriz
mitocondrial e um ancorado a membrana plasmatica externa, sendo este uma ecto-
5-NT (E-5-NT) (HUNSUCKER et al., 2005). Embora hidrolise uma variedade de
nucleosideos 5’-monofosfatados, foi demonstrado que a 5’-NT tem maior afinidade
por AMP, com valores de Km na faixa de micromolaridade, sendo por isto
considerada a principal enzima responsavel pela formacdo de adenosina
(ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN, 2001).

A E-5'-NT ativa é um dimero composto de subunidades de 71kDa ancorado a
membrana plasmatica por uma glicosil fosfatidilinositol (GPI) com seu sitio catalitico
voltado para o meio extracelular (figura 12) (ZIMMERMANN, 2001; HUNSUCKER et
al., 2005).

NH.

Figura 12 - Estrutura da ecto-5-nucleotidase ancorada a membrana (Adaptado de ZIMMERMANN,
2001).

A enzima, além de participar da finalizacdo das acdes de nucleotideos como
ATP e ADP, é importante para reciclagem de nucleotideos extracelulares, os quais
sdo convertidos pela E-5'-NT e internalizados através de transportadores de
nucleosideos especificos (figura 13). Como outras enzimas localizadas na superficie

celular, a E-5’-NT, também conhecida como CD73, tem sido implicada em funcdes
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ndo-enziméticas como ativagdo de células T, adesdo célula-célula (RESTA et al.,
1998; ZIMMERMANN, 2001; STRATER, 2006) e sinalizagbes transmembranas
(KAWASHIMA et al., 2000).
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Figura 13 — Participacdo da ecto-5'-nucleotidase no metabolismo de nucleotideos de adenina e
producéo de adenosina (Adaptado de HUNSUCKER et al., 2005).
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3.2.3.3 NPP

A familia ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP; EC 3.1.4.1)
consiste de sete enzimas (NPP1-7) relacionadas estruturalmente, localizadas na
superficie celular, expressas como ectoenzimas transmembranas ou como enzimas
secretadas (figura 14) (STEFAN et al., 2005; RUCKER et al., 2007). Formas solluveis
de NPP1l, NPP3, NPP6 e NPP7 tém sido identificadas (BELLI et al.,, 1993;
YEGUTKIN et al., 2003; SAKAGAMI et al., 2005), no entanto, NPP2 ¢é sintetizada
COmo uma pré-pré-enzima e somente existe como uma proteina secretada (JANSEN
et al., 2005).

E-NPPs hidrolisam ligagBes pirofosfato ou fosfodiéster em uma ampla
variedade de substratos, como nucleotideos, acidos nucléicos, fosfoésteres de
colina e fosfolipideos, resultando na liberacdo de 5-monofosfatos (BOLLEN et al.,
2000; GODING et al., 2003; STEFAN et al., 2005), porém as diferentes isoformas
apresentam especificidade por determinados substratos (figura 15) (STEFAN et al.,
2006).
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Figura 14 — Representagéo estrutural da familia E-NPP (STEFAN et al., 2006).

Somente os trés primeiros membros desta familia (NPP 1, 2 e 3) sado
relevantes no contexto da cascata de sinalizagcao purinérgica, por serem capazes de
hidrolisar uma variedade de nucleotideos. Os membros NPP1-3 sdo classificados
como glicoproteinas transmembranas tipo I, com um curto dominio amino terminal
intracelular, um dominio transmembrana simples, e um grande dominio voltado para
espaco extracelular (CIMPEAN et al., 2004). NPP1-3 tém sido detectadas em quase
todos tecidos (BOLLEN et al., 2000), embora isoformas individuais sejam geralmente
confinadas a subestruturas especificas e/ou tipos celulares (STEFAN et al., 2006;
RUCKER et al., 2007).

Nucleotide Other
subsirates subsirates
ATP, Ap A, ADP /
. ATFE, Ap. A, ADP /
. NPP2 ATP, Ap,A, ADP LPC
] I: NPP4 ? ?
NPP5 ? ?
/ GPC, LPC
/ SM,LPC

Figura 15 — Representacgdo de alguns substratos especificos das E-NPPs (STEFAN et al., 2006).
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As E-NPPs possuem multiplos e relacionados papéis fisiol6gicos, regulando
processos intra e extracelulares, incluindo reciclagem de nucleotideos, modulacéo
da sinalizacdo dos receptores purinérgicos, regulacdo dos niveis de pirofosfato
extracelular, diferenciacdo celular, estimulacdo da motilidade celular, atividade das
ecto-quinases e provavelmente, regulacdo do receptor de insulina (BOLLEN et al.,
2000).

3.2.3.4 Adenosina desaminase

A enzima adenosina desaminase (ADA; CD26; E.C. 3.5.4.4) faz parte do
conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo sequencial dos nucleotideos e
nucleosideos da adenina (YEGUTKIN, 2008). E responsavel por catalisar a
desaminacéo irreversivel da adenosina e 2’-deoxiadenosina em inosina e 2'-
deoxinosina, respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006).

Esta enzima € encontrada em praticamente todos os vertebrados. Em
humanos existe na forma de duas isoenzimas classificadas como: ADA1 e ADAZ2,
cada uma com suas particulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al.,
2006).

A ADA1 € um mon6émero com massa molecular de aproximadamente 40 kDa,
cuja localizagédo é principalmente citosélica. Esta isoenzima é encontrada em todas
as células e tecidos humanos, apresentando alta atividade em linfocitos e mondcitos.
Tem sido demonstrado que quase toda atividade da ADA humana € atribuida a esta
isoenzima (ZAVIALOV & ENGSTROM, 2005).

Apesar de sua localizag&o intracelular, ADA1 pode estar combinada com uma
glicoproteina dimérica ndo especifica de aproximadamente 200kDa, designada
como proteina combinante (CP), formando o complexo ADA-CP que constitui uma
ecto-ADA, localizada na superficie celular (TSUBOI et al., 1995).

Diferentemente da ADA1l, a ADA2 apresenta diferencas tanto estruturais
guanto cinéticas e é encontrada predominantemente no soro de individuos normais
(UNGERER et al., 1992). Sua massa molecular é de aproximadamente 100 kDa e
representa a menor parte da atividade da ADA total em tecidos. A maioria das

células humanas contém pequena quantidade de ADA2 e provavelmente sua maior
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fonte seja o sistema mondcito-macréfago (GAKIS, 1996). Dados recentes tém
sugerido que ADA2 no plasma humano pode ser secretada por mondécitos ativados
em processos inflamatérios, tendo a habilidade de regular a proliferacdo celular
(IWAKI-EGAWA et al., 2006).

A regulacdo da concentracdo da adenosina extracelular, foi uma das
primeiras funcgdes fisioldgicas atribuidas a ecto-ADA, logo apds sua descoberta na
membrana celular (FRANCO et al., 1997). A adenosina é liberada de células,
dependendo da sua concentracao intracelular ou ser proveniente da degradacéo do

bY

ATP extracelular devido a acdo de ecto-nucleotidases. O controle da sinalizagéao
adenosinérgica também pode ser exercido através da via de recuperacdo da
adenosina através de transportadores de nucleosideos, seguida por fosforilacdo a
AMP pela adenosina quinase ou desaminacgao a inosina pela ADA citosélica (figura

16) (HASKO & CRONSTEIN, 2004).
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Figura 16 — Principais vias envolvidas no metabolismo da adenosina (Adaptado de HASKO &
CRONSTEIN, 2004).

Além do importante papel na regulagdo dos niveis extracelulares de
adenosina, a ecto-ADA desempenha fungdes independentes de sua atividade
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enzimatica (FRANCO et al, 1998). Estas funcbes extra-enzimaticas estao
associadas a ligacdo da ecto-ADA a trés diferentes moléculas da superficie celular
incluindo a CD26 e receptores de adenosina A1 e A2b. Desta forma, foi proposto
que a ecto-ADA atue como uma molécula co-estimulatoria de receptores de
adenosina e/ou CD26 (MARTIN et al., 1995; CIRUELA et al., 1996; HERRERA et al.,
2001).

A primeira proteina de superficie celular capaz de ancorar a ecto-ADA a
membrana plasmatica foi identificada como CD26 por Kameoka e colaboradores
(1993). A proteina CD26, por sua vez, tornou-se conhecida como um marcador
molecular de ativacdo de células T (FOX et al., 1984; FRANCO et al., 1997), pois
quando estas células estdo ativadas, o nivel de expressdo da CD26 aumenta
consideravelmente. Martin e colaboradores (1995) demonstraram que a ecto-ADA
poderia atuar como uma molécula co-estimulatéria, uma vez que, a proliferacéo
celular é acelerada quando células T periféricas sdo ativadas na presenca da ecto-
ADA.

Os receptores de adenosina Al e A2b também sado proteinas responsaveis
pelo ancoramento da ecto-ADA a membrana (SAURA et al., 1996; HERRERA et al.,
2001). Sugere-se que esta interagdo aumenta a afinidade da adenosina ao seu
receptor especifico, e consequentemente permite eficiéncia nos seus processos de
sinalizacdo (FRANCO et al., 1997; ROMANOWSKA et al., 2007).

No sangue periférico, a ecto-ADA é encontrada na maioria dos mondcitos e
células B, assim como em 10-20% de células T (ARAN et al., 1991; FRANCO et al.,
1997). Além de maior porcentagem de células B expressarem ADA na sua
superficie, o numero de moléculas de ADA na membrana plasmatica das células B é
muito maior do que das células T, entretanto, a atividade enzimatica da ecto-ADA é
muito maior em células T do que em células B. Portanto, altera¢cdes na atividade da
ecto-ADA podem ocorrer como consequéncia da variacdo em sua expressao em
tecidos e células (ARAN et al., 1991; FRANCO et al., 1997).

A ecto-ADA por ser principalmente encontrada em linfocitos de sangue
periférico de humanos, desempenha um papel chave no sistema imune, uma vez
que esté diretamente relacionada com a proliferacdo, a maturacéo e a funcao destas
células (GORELL et al., 2001).
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4 MANUSCRITOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de dois manuscritos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo e
Referéncias Bibliograficas, encontram-se compondo 0s proprios manuscritos e
representam a integra deste estudo.

Os manuscritos estdo estruturados de acordo com as normas das revistas
cientificas para as quais foram submetidos: Clinical Biochemistry (Manuscrito |) e
Thrombosis Research (Manuscrito I1).

Manuscrito I: NTPDase and ADA activities are altered in lymphocyt es of

patients with indeterminate form of Chagas’ disease

Manuscrito Il:  Purinergic system ectoenzymes partic ipate in the

thromboregulation of patients with indeterminate fo rm of Chagas’ disease.
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Abstract

Objectives: to investigate the E-NTPDase and E-ADA activities in lymphocytes of
patients with indeterminate form of Chagas’ disease (IFCD).

Design and Methods : Twenty-five IFCD patients and twenty-five healthy subjects
(control group) were selected. The peripheral lymphocytes were isolated and then E-
NTPDase and E-ADA activities were determined. In addition, the adenine nucleotides
and adenosine levels were determined in serum by HPLC and the E-NTPDase 1
expression in lymphocytes by Western blot analysis.

Results: E-NTPDase and E-ADA activities were decreased in lymphocytes of IFCD
patients (p<0.05), while the E-NTPDasel expression presents no changes in these
patients. Serum ATP levels showed to be decreased (p<0.05) and both AMP
(p<0.01) and adenosine (p<0.001) levels were increased in the IFCD group.
Conclusions : The enzymatic alterations observed are in agreement with the immune
response against T. cruzi infection in IFCD patients, since the decreased
extracellular ATP and the increased adenosine levels triggers a Th2 anti-

inflammatory response, which can be found in this phase of disease.

Key words: lymphocytes, E-NTPDase, E-ADA, Chagas’ disease, nucleotides.
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Introduction

Chagas’ disease is a neglected illness caused by the obligatory intracellular
parasite Trypanosoma cruzi, which determines a systemic infection that is controlled,
but not completely eliminated by host immune responses. Control of parasite load
and host survival depend on effective T cell-mediated immunity via Th cell-dependent
protective responses, macrophage activation for intracellular killing of the protozoan,
and class I-dependent effector mechanism [1,2].

A wide clinical spectrum is observed in the chronic phase of Chagas’ disease.
Sixty percent of affected individuals have the indeterminate form of Chagas’ disease
(IFCD) with morbidity apparently absent, 30% show heart involvement, leading to
heart failure and less than 10% of the infected patients display the gastrointestinal
form of the disease [3]. The development of the indeterminate form results from a
blend of Thl and Th2 responses soon after infection. Therefore, a fine balance of
pro- and anti-inflammatory cytokines could be the major key in controlling morbidity
during chronic disease [4-6].

The purinergic signaling system plays an important role in modulating the
inflammatory and immune responses by extracellular biomolecules such as adenine
nucleotides (ATP, ADP and AMP) and their derived nucleoside adenosine [7].
Evidence indicates that extracellular ATP acts through specific cell surface receptors
as a pro-inflammatory agent that potentiates the release of pro-inflammatory
cytokines [8] from activated lymphocytes [9]. However, extracellular ATP also plays
an additional role as a negative modulator of immunity [10-12]. Its breakdown
product, adenosine, exhibits potent anti-inflammatory and immunosuppressive action
by inhibiting proliferation of T cells and secretion of cytokines [13,14].

Extracellular ATP and adenosine are controled by ectoenzymes such as
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase; CD39; EC 3.6.1.5)
and ectoadenosine deaminase (E-ADA; CD26; EC 3.5.4.4), which are anchored in
the cellular surface with their active site facing the extracellular environment [15].

E- NTPDase activity was characterized by Leal et al. [16] in human peripheral
lymphocytes and it starts the sequential cascade of hydrolysis of extracellular
adenine nucleotides producing adenosine monophosphate (AMP), which is
converted to adenosine by the catalytic action of ecto-5’-nucleotidase enzyme (E-5'-



54

NT; EC 3.1.3.5). Adenosine, in turn, is irreversibly deaminated into inosine by E-ADA
[17].

E-NTPDase was identified as a lymphoid cell antigen (CD39) [18] and
described as a B lymphocyte activation marker. Its expression was also described on
the surface of natural killer cells, monocytes and cytotoxic T lymphocytes [19,20].
The fact that CD39 is expressed only on subsets of activated T lymphocytes
suggests that CD39 plays important functions in the immune system including
cytokine expression, cell-cell adhesion and cell proliferation and apoptosis via
modulation of ATP levels [21].

E-ADA is present in all cell types and an increased activity is observed in
thymus, lymphoid tissues and peripheral lymphocytes. It has fundamental biological
role in proliferation and differentiation of lymphoid cells, particularly T lymphocytes,
and maturation of monocytes [22], performing an important function in the immune
system and inflammatory processes [23].

Taking into account that the purinergic system enzymes are closely involved in
the modulation of immune system, patrticipating in the regulation of pro- and anti-
inflammatory events, this study aimed to investigate the E-NTPDase and E-ADA
activities in lymphocytes of patients with indeterminate form of Chagas’ disease.

Patients and Methods

Chemicals

The substrates adenosine 5’-triphosphate disodium salt (ATP), adenosine 5'-
diphosphate sodium salt (ADP), adenosine, bovine serum albumin, Trizma base and
Coomassie Brilliant Blue G were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
K,HPO, was purchased from Reagen and Tetrabutylammonium chloride from Merck
(Darmstadt, Germany). ENTPD1 mouse monoclonal antibody was obtained from
eBioscience (Anti-Human CD 39 APC). Laemmli sample buffer and polyvinylidine
difluoride (PVDF) membrane were obtained from Bio-Rad Laboratories. All the other

chemicals used in this experiment were of analytical grade and of the highest purity.
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Patients

The samples constituted of twenty-five healthy subjects (47 + 1.43 years old)
as control group and twenty-five IFCD patients (54 = 1.61 years old) diagnosed by
two positive serologic reactions for Chagas’ disease. The IFCD group were carefully
selected from the Federal University of Santa Maria Hospital and showed normal
conventional electrocardiogram and chest X-ray. From each subject it was collected
about ten milliliters of peripheral blood with and without anticoagulant.
All participants selected had not been submitted to any pharmacological treatment
during the last 30 days and subjects with any autoimmune disease or
immunodeficiency were excluded from this study. All subjects gave written informed
consent to participate in the study. The Human Ethics Committee of the Health
Science Center, from Federal University of Santa Maria approved the protocol under
number 23081.008343/2009-10, Brazil.

Hematological determination

It was performed the completed hemogram in the blood samples collected in
tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA anticoagulant (SYSMEX XT-1800i,
Roche Diagnostic, USA).
Separation of blood serum

The blood samples were colleted in tubes without anticoagulant and after the
clot formation were centrifuged at 1400 g for 15 min at room temperature. The
resultant serum samples were aliquotted in microtubes and kept on ice until the C-
reactive protein measurement and purines quantification.

C-reactive protein measurement

The serum levels of C-reactive protein were determined by agglutination latex

kit (MBiolog Diagnosticos, Brazil) in order to exclude acute infection.
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Isolation of lymphocytes from human blood

Lymphocytes were isolated from peripheral human blood collected with 7.2 mg
dipotassium EDTA as anticoagulant and separated on Ficoll-Histopaque density
gradients as described by Boyum [24].

Right after lymphocytes separation the cell viability was determined by
measuring the activity of lactate dehydrogenase (LDH) present in the sample, using
the kinetic method of the Labquest apparatus (Diagnostics Gold Analyzer). The
procedure was repeated before and after the incubation period and samples with
more than 10% of disrupted cells were excluded.

Protein determination

Protein was measured by the Comassie Blue method according to Bradford

[25] using serum albumin as standard.

NTPDase enzyme assays

After lymphocytes isolation, NTPDase activity was determined as described by
Leal et al [16]. This method is based on the measurement of inorganic phosphate (Pi)
released by colorimetric assay. The reaction medium contained 0.5 mM CacCl,, 120
mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose and 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0 in final
volume of 200 pL. Twenty microliters of intact lymphocytes suspended in saline
solution was added to the reaction medium (2-4 pg protein) and pre-incubated for 10
min at 37°C. The reaction was started by the addition of substrate (ATP or ADP) at a
final concentration of 2 mM and stopped with 200 pL 10% trichloroacetic acid (TCA)
to provide a final concentration of 5%. The incubation proceeded for 70 min and the
released inorganic phosphate was assayed by the method of Chan et al [26] using
malachite green as colorimetric reagent and KH,PO, as standard. Controls were
carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to correct for non-
enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate and specific

activity is reported as nmol Pi released/min/mg of protein.
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Adenosine deaminase activity assay (ADA)

ADA activity were measured spectrophotometrically in lymphocytes by the
method of Giusti and Galanti [27], which is based on the direct measurement of the
formation of ammonia produced, when ADA acts in excess of adenosine. Briefly, 25
puL of lymphocytes reacted with 21 mM of the substrate (adenosine), pH 6.5, and
incubation was carried out for 1 h at 37°C. The reaction was stopped by adding 106
nM and 167.8 mM sodium nitroprussiate and hypochlorite solution. Ammonium
sulfate of 75 yM was used as ammonium standard. All the experiments were
performed in triplicate and the values were expressed in U/l for ADA activity.

Quantitative determination of ATP, ADP, AMP and adenosine by high pressure liquid
chromatography (HPLC)

The quantitative determination of adenine nucleotides and adenosine levels
were performed in serum blood by HPLC. At first, the proteins were denaturated by
the addition of 0.6 mol/L of perchloric acid. Then, all samples were centrifuged
(14000 g for 10 minutes) and the obtained supernatants were neutralized with 4 N
KOH and were clarified with a second centrifugation (14000 g for 15 minutes).
Aliquots of 40 pL were applied to a reversed-phase HPLC system using a 25 cm C18
Shimadzu column (Shimadzu, Japan) at 260 nm with a mobile phase containing 60
mM KH,PO4, 5 mM tetrabutylammonium chloride, pH 6, in 30% methanol according
to a method previously described by [28]. The peaks of purines (ATP, ADP, AMP and
adenosine) were identified by their retention times and quantified by comparison with
standards. The results are expressed as nmoles of the different compounds per mL

of serum.

Western blot of protein ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolasel (ENTPD1)

Electrophoresis was performed using 12% polyacrylamide in a Bio-Rad Mini-
Protean Ill apparatus. For Western blotting assays, peripheral blood lymphocytes
were lysated inside microtubes containing an extraction buffer (50 mM Tris HCI,
1 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7,5) in the presence of Triton® X-100 (0.5%, v/v),

glass pearls and vortexed for a minute, twice, on ice. Samples were centrifuged at
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10,000 g for 20 min at 4°C. The protein present in the supernatant, determined by
colorimetric assay [23], was diluted (1:1, v:v) in the Bio-Rad Laemmli sample buffer
(62.5 mM Tris HCI, pH 6,8; 25% glycerol, 2% SDS, 0,01% Bromophenol Blue) added
5% of mercaptoethanol and then loaded (10 ug) and size-separated in 12% sodium
dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, 100V). The running
buffer used contained 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 0,5% SDS. The proteins
were blotted onto a polyvinylidine difluoride (PVDF) membrane for 1h (Bio-Rad) in
blotting buffer containing 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 20% methanol.
Subsequently, the membrane was incubated with anti-human ENTPD21 polyclonal
antibody (primary antibody used at a dilution of 1:2000; eBiosciences) at room
temperature for 1 h. The sensitivity and specificity of this antibody for rat antigen has
been previously validated. The amount of protein was corrected in order to load a
fixed concentration of protein (25 ug) in 12% SDS-PAGE, and it was determined
based on preliminary experiments by using different concentrations of proteins. To
ensure equal protein loading, we used the Ponceau method to Western blot [29].
Membranes were developed using the substrate of alkaline phosphatase, nitro blue

tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate.
Statistical analysis
Data were expressed as mean + standard error of the mean (SEM) and analyzed
statistically by the Student’s t test, except in Western blot in which the statistical
analysis of protein intensities was carried out by the t test with Welch’s correction. A
p<0.05 was considered to represent a significant difference in all analyses used.
Results
Hematological determination

Table 1 shows the hematological parameters of the IFCD group. The patients

showed a hemogram compatible with their age and sex in according with reference

values [30].
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C-reactive protein measurement

The patients with indeterminate form of Chagas’ disease and the healthy
subjects had serum levels lower than 6 mg/L of C-reactive protein by latex

agglutination.

ATP and ADP hydrolysis

The ATP and ADP hydrolysis by E-NTPDase in peripheral blood lymphocytes
are showed in Fig.1l. The results obtained in the present study demonstrated a
decrease in both ATP (Fig. 1A) and ADP (Fig. 1B) hydrolysis in lymphocytes of IFCD
group (p<0.05, n=25).

ADA activity

Fig. 2 shows the E-ADA activity in peripheral blood lymphocytes. It was
observed a significant decreased in E-ADA activity in lymphocytes of IFCD group
(p<0.05, n=20).

Quantitative determination of ATP, ADP, AMP and adenosine by HPLC

Table 2 shows the adenine nucleotides and adenosine levels in the serum of
control and IFCD group quantified by HPLC. The concentration of ATP was
significantly decreased (p<0.05) in the IFCD group. However, the concentration of

AMP (p<0.01) and adenosine (p<0.001) were significantly increased in the same

group.

Western blot of protein ENTPD1

The Western blot quantification of NTPDasel protein content did not show any

difference between the groups (p > 0.05) as demonstrated in figure 3.
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Discussion

Upon T. cruzi infection, both the innate and adaptive immune responses lead
to the control of parasite levels in the acute phase of infection, but are insufficient for
complete clearance of the T. cruzi, developing a chronic inflammatory process in
human host. The factors that determine the distinct clinical outcomes, leading to a
mild or severe form, are not completely understood. However, it is clear that chagasic
pathology is associated with the host immune response [31]. T cells play an
important role in the establishment and development of human Chagas’ disease,
exhibiting both immunoregulatory and effector functions [32].

The role of extracellular ATP in immunity is closely related to one of its
breakdown products, the nucleoside adenosine (Ado). The extracellular
concentration of ATP and Ado are dynamically controlled by ectoenzymes such as E-
NTPDase and E-ADA [8]. Several studies have demonstrated that these
ectoenzymes have significant roles in coordinated regulation of immune responses
and alterations in their activities have been observed in many diseases in which
immunity is altered [33-35].

The results of this study demonstrated that during the indeterminate form of
Chagas’ disease, there is a decrease in the activity of E-NTPDase (ATP and ADP as
substrates) in lymphocytes of patients with IFCD. It is believed that this decreased
activity is related to the enzymatic modulation, since low concentration of ATP is
generated chronically in response to low grade stimulation by pathogens [12], leading
to a regulation of immune and inflammatory response in these individuals

It seems that low-level purinergic signaling induced by nucleotides at
decreased concentrations, modulates ongoing inflammatory and immune responses
by P2 receptors [36]. At low concentration extracellular ATP possess affinity for P2Y
receptors subtype on the surfaces of lymphocytes. These purinergic receptors when
stimulated, develops a down-modulation of pro-inflammatory cytokines and
stimulates the Th2 immune response, leading to the production of anti-inflammatory
cytokines, protection from oxidative damage and down-production of oxygen radicals
in whole blood [8]. P2Y receptor signaling might, therefore, be an important stop
signal to prevent excessive stimulation of inflammation and avoid conditions that

might favour autoimmunity [12].
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It is established that the increase in expression of E-NTPDase leads to an
enhancement of ATPasic and ADPasic activities [37]. Futher, it demonstrates a state
of cellular activation in lymphocytes [19]. However, the Western Blot analysis showed
that E-NTPDase expression was not altered in lymphocytes of IFCD patients, which
suggests that the enzymatic alterations observed may be a consequence of some
tridimencional alteration in the enzyme itself and not from changes in its expression.

In addition, a decrease in E-ADA activity was observed in lymphocytes of
patients with IFCD, representing an important mechanism to preserve adenosine
levels in the circulation. Adenosine stimulates A2 receptors couple to stimulatory G
proteins (Gs) which typically suppress cell responses upregulating intracellular cyclic
AMP levels. Therefore, Ado-mediated A2 receptor signaling may down-regulates
neutrophil effector functions, stimulates the Th2 cell-stimulatory capacity of dendritic
cells and inhibits lymphocytes effector functions, maintaining the chronic infection by
parasites [8].

It is speculated that increased levels of extracellular adenosine in IFCD
patients observed by HPLC, may be related with an increase in 5-NT activity in
lymphocytes of these patients. And the increased levels of extracellular AMP,
possibly can be attributed to the action of adenylate kinase on surface of
lymphocytes in response to low levels of ATP and high levels of extracellular
adenosine, in which the increased activity leads to the recovery of adenine
nucleotides such as ATP and regulation of adenosine-induced immunosuppresion.

Many studies have demonstrated that immunoregulatory mechanisms are
important for the control of infection, possibly affecting disease morbidity in chronic
clinical forms [38,39]. A balance between Thl and Th2 responses modulates the
resistance against the parasite and the development of chronic Chagas’ disease. A
downregulation of Thl cytokine production accompanied by induction of a
nonprotective Th2-type response may be an important immunological consequence
of infection related to host adaptation.

In the same line of reasoning, Araujo et al. [38] observed that patients IFCD
have higher percentages of CD4+CD25"%" T cell population secreting IL-10. These
data suggest that an increase in the IL-10 released by regulatory T cells during the
chronic phase of disease may be associated with protection of the host against the
severe tissue damage induced by Thl immune response. In agreement, Souza et al.

[40] observed that patients with IFCD display a lower ability to stimulate CD4+ T cells
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representing an important mechanism of controlling inflammatory reaction and
consequently less tissue damage in these patients. Moreover, it was observed a
slightly lower proliferative response of CD4+ T cells from patients with IFCD,
compared to cardiac-disease patients, on stimulation with parasite antigens.

The biochemical data observed by purinergic system ectoenzymes activities
corroborate with several studies about cell-mediated immunity in Chagas’ disease,
since an induction in Th2 response during the chronic phase may be associated with
protection from the host against excessive pathology induced by Thl responses

Although enzymatic alterations were showed in lymphocytes of IFCD group,
no change was observed in leukocytes and lymphocytes peripheral count, as well as
in the serum C-reactive protein measurement, indicating that these patients present
no immune response deficiency and acute T. cruzi infection or other ethiology. The
present results corroborate with the finding from Ribeiro et al. [41] that demonstrated
the absence of immunosuppression in the IFCD by analysis of the lymphocyte
proliferative response after stimulation with T.cruzi antigens.

E-NTPDase and E-ADA are essential to the regulation of purinergic signaling
mediated by extracellular ATP and Ado. The changes in their activities in
lymphocytes from patients IFCD are consistent with the establishment of a
modulatory response, since the regulation of the adaptive immune response is
important not only for controlling parasite replication but also for minimizing immune-
mediated pathology, leading the host to adaptive response.

In conclusion, the decreased E-NTPDase and E-ADA activities observed in
lymphocytes, suggest to be involved in maintain of balance between parasitism and
tissue integrity in patients IFCD. The purinergic signaling plays an important role in
dynamic of Chagas’ disease in response to chronic ATP concentrations and the
activation of suppressive A2 and P2Y receptors are additional mechanisms that may
affect the type immune responses in these patients, controlling pro and anti-

inflammatory events.
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Figure Legends

Figure 1. ATP (A) and ADP (B) hydrolysis in lymphocytes of patients with
indeterminate form of Chagas’ disease (IFCD). Bars represent meanszSEM. The
symbol * represents statistical difference from the control group (Student’s T test,
P<0.05, n=25).

Figure 2. E-ADA activity in lymphocytes of patients with indeterminate form of
Chagas’ disease (IFCD). Bars represent means +SEM. The symbol * represents
statistical difference from the control group (Student’s T test, P<0.05, n=20).

Figure 3. Expression of the ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase
(ENTPDase 1) in lymphocytes of patients with indeterminate form of Chagas’
disease. Densitometric analysis (arbitrary units, A.U.) of the protein NTPDasel. Data
are represented as the mean + SEM. (Student’s T test, P<0.05, n=4).
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Table 1 Hematological determination in patients with indeterminate form of Chagas’

disease (IFCD)®.

Patients IFCD Patients IFCD R(:;?]rggcce R?;?]rgegcc ©
ltem® (men n=14) (women n=11) (men) (women)
RBC (xloelpl) 4.81+£0.10 4.59 £ 0.08 5.30 £ 0.80 470+£0.70
Hemoglobin (g/dL) 14.94 £ 0.37 13.84 £0.28 153+ 25 13.60 £2.00
HCT (%) 4490 £1.05 42.32 £0.85 46.7 £7.00 42.00 £6.00
MCV (pg) 93.23+1.01 92.09+1.13 89.00 £ 9.00 89.00 £9.00
MCHC (g/dL) 33.08+£0.31 32.51+£0.26 31-36 31-36
WBC (x10%/uL) 5.65+0.19 6.84 £ 0.48 3.60-11.00 3.60-11.00
Lymphocytes (x 10%/uL) 2.01+0.12 2.30+0.23 1.00 - 4.50 1.00 - 4.50
Neutrophils (x10°/uL) 3.05+0.15 3.88£0.35 1.50-7.00 1.50-7.00
Monocytes (x 10%/uL) 0.37 +0.03 0.38+0.05 0.10 - 1.00 0.10 -1.00
Eosinophils (x 10*/uL) 0.18 £ 0.04 0.25+0.09 0-0.50 0-0.50
Basophils (x 10*/uL) 0.01 +0.00 0.01 +0.00 0-0.20 0-0.20
Platelets (x10°/uL) 206.6 +12.55  254.2 +15.41 140 - 360 140 - 360

 Results are presents as means = SEM (n=25 for IFCD group).

® RBC, red blood cells; HCT, hematocrit; MCV, mean corpuscular volume; CHCM, mean corpuscular
hemoglobin concentration; WBC, white blood cells.

°Take from Failace (2003) to according with age and sex.



Table 2 Adenine nucleotides and adenosine levels measurement in patients
with indeterminate form of Chagas’ disease (IFCD).

Control group IFCD group
(nmol/mL; n=10)) (nmol/mL; n=21)
ATP 19.05 +1.86 14.31 +1.29*
ADP 9.02+ 0.44 8.94 £ 0.68
AMP 5.49 +1.20 9.17 £ 0.67**
Adenosine 4.76 £ 0.68 9.39 £ 0.71***

The measurement of purine levels from serum of control and IFCD group was addressed using
HPLC methodology. Results are presented as means + SEM. The comparison among groups
was made by Student’s t test. Statistically significant differences are represented by * (p<0.05);
** (p<0.01) and *** (p<0.001).
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PURINERGIC SYSTEM ECTOENZYMES PARTICIPATE IN THE
THROMBOREGULATION OF PATIENTS WITH INDETERMINATE FO RM OF
CHAGAS'’ DISEASE
Abstract

Introduction: Chagas’ disease (CD) is a chronic and endemic illness caused by the
parasite Trypanosoma cruzi. Microvascular disturbances play an important role in the
progress of the disease. The purinergic signaling system participates in regulatory
functions, such as immunomodulation, neuroprotection and thromboregulation.
Objective: This study aimedto investigate the activities of purinergic system
ectoenzymes present on the platelet surface from patients with indeterminate form
of Chagas’ disease (IFCD).

Materials and methods: Thirty patients diagnosed with IFCD and thirty healthy
subjects were selected. E-NTPDase, E-NPP, E-5-NT and E-ADA activities were
measured in platelets isolated from these individuals as well as the platelet
aggregation.

Results: Results demonstrated an increase of 21% in the E-NPP activity and 30% in
the E-5'-NT activity in IFCD group (p<0.05), however, a decrease of 34% in the E-
ADA activity was determined in the same group (p<0.001). A significant decrease of
12.7% and 12.8% in the platelet aggregation of IFCD group in two different
concentrations of agonist 5 uM and 10 uM of ADP was observed, respectively.
Conclusion: Increased E-NPP and E-5-NT activities as well as decreased E-ADA
activity in platelets of patients with IFCD resulted in a decrease of platelet
aggregation, suggesting that the purinergic system is involved in the
thromboregulation process in these patients, since adenosine (the final product of
ATP hydrolysis) has cardioprotective and vasodilator effects that prevent the
progress of the disease.

Key words: adenosine triphosphate, Chagas disease, Trypanosoma cruzi, platelet

aggregation, adenosine.



Abbreviations

CD: Chagas’ disease

IFCD: indeterminate form of Chagas’ disease

ADP: adenosine diphosphate

ATP: adenosine triphosphate

AMP: adenosine monophosphate

NTPDase: Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase
NPP: Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
5'-NT: 5’-nucleotidase

ADA: Adenosine deaminase

p-Nph-5’-TMP: thymidine 5’-monophosphate p-nitrophenyl ester sodium salt
PRP: platelets-rich plasma

PPP: platelets-poor plasma

LDH: lactate dehydrogenase

TCA: trichloroacetic acid

Pi: inorganic phosphate

CcAMP: cyclic adenosine monophosphate

PKA: protein kinase A

IP3: inositol triphosphate
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Introduction

Chagas’ disease (CD) or American trypanosomiasis, caused by
hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi, is a parasitic illness that infects the
blood and several tissues of the host. It is a chronic and endemic disease
widespread in Central and South America.

The infection is presented under two distinct clinical phases. An initial acute
phase, short-term, which can be fatal from 3% to 5% of the cases and that
progresses to a lifelong chronic phase characterized by distinct clinical forms known
as indeterminate, cardiac and digestive [1]. The most infected individuals show the
indeterminate form of the disease, which is characterized by long-term (10-30 years),
in which the patients have no symptoms of the disease and present clinical,
radiological (heart, esophagus and colon) and normal conventional
electrocardiogram. About 25% to 30% of the infected subjects develop severe
cardiac and/or digestive lesions in the chronic phase of the infection [2], such as
cardiac  arrhythmias, congestive heart failure, thromboembolic events,
megaesophagus and megacolon [3,4]. Microvasculature disorders play an important
role in the pathogenesis of chronic cardiomyopath disease [1,5]. It has been
described that the cardiac involvement constitutes the main cause of death [4,6,7],
since heart is the most often and seriously involved organ in the chronic CD.

The protozoan invades and reproduces in a variety of host cells, such as
striated muscle and endothelial cells. Endothelium dysfunction can occur during the
T. cruzi infection and promote thromboembolic disturbances. Thromboregulation is a
process in which circulating blood cells and the endothelium regulate thrombus
formation [8]. Platelets are important mediators in the maintenance of endothelial
integrity and hemostasis [9] as well as in inflammation, which emphasize their
importance in the development and treatment of vascular diseases.

The purinergic signaling system plays an important regulatory role in
inflammation, cellular activation, blood flow and vascular thrombosis by extracellular
biomolecules, such as adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) and their derivative
nucleoside adenosine [10]. Some authors have described that as a consequence of
pathogen infection, high concentration of adenine nucleotides
secreted by erythrocytes, leukocytes, platelets and endothelial cells [11] are found in

the extracellular medium representing damage or stimulation of cells.
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After exerting their functions, the nucleotides are hydrolysed by a
multienzymatic system in order to maintain the extracellular levels at the
physiological concentration and to avoid purinergic receptors desensitization. These
enzymes are found on the surfaces of virtually all mammalian cell types and include
ectonucleotidases from distinct families such as the E-NTPDase (EC 3.6.1.5, CD39),
E-NPP (EC 3.1.4.1), and E-5-NT (EC 3.1.3.5, CD73). These ectoenzymes are
responsible for the hydrolysis of ATP, ADP and AMP until the formation of
adenosine, which in turn, is converted into inosine by ADA ectoenzyme (EC 3.5.4.4,
CD26) [12]. Of particular interest for this study, ADP plays a key role in the platelet
activation and recruitment, while adenosine and high concentration of ATP inhibit
ADP-induced platelet aggregation.

Lesions developed by the parasite infection in the acute phase lead to
pathological changes such as immunosuppression, increased fibrogenesis,
microthrombi, microspasm and microinfarctions, which influence the progress of the
disease into chronic phase.

Taking into account that the ectoenzymes activities are important in the
maintenance of hemostasis, this study aimed to investigate the participation of
purinergic system in thromboregulation of patients with IFCD, since alterations in the
activity of these enzymes have been observed in many pathophysiological conditions
such as diabetes mellitus, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, uterine cervix

neoplasia, ischemic heart disease and pregnancy [13,14-18].

Material and Methods

Chemicals

The substrates adenosine 5'-triphosphate disodium salt (ATP), adenosine 5'-
diphosphate sodium salt (ADP), 5’-monophosphate sodium salt (AMP), thymidine 5’-
monophosphate p-nitrophenyl ester sodium salt (p-Nph-5’-TMP), adenosine, as well
as bovine serum albumin, Trizma base, HEPES and Coomassie Brilliant Blue G were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). K;HPO, was purchased from
Reagen and Tetrabutylammonium chloride from Merck (Darmstadt, Germany). All the
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other chemicals used in this experiment were of analytical grade and of the highest

purity.

Patients and samples

Thirty patients with a diagnosis of CD from the Federal University of Santa
Maria Hospital were included in the study. The group of patients showed an average
age of 55 + 1.57 years old, and two confirmed positive serologic reactions for CD and
normal conventional electrocardiogram and chest X-ray classified as presenting the
IFCD group. The control group was constituted by thirty healthy subjects with an
average age of 45 + 235 years old and negative serology for CD.
All participants were without any treatment therapy and subjects with autoimmune
disease or immunodeficiency were excluded from the study. Fifteen milliliters of
peripheral blood was obtained from each patient and used for platelet-rich plasm
(PRP) preparation and other determinations. The same procedure was carried out for
the control group. The protocol was approved by the Human Ethics Committee from
Federal University of Santa Maria, protocol number 23081.008343/2009-10, Brazil.
All subjects gave written informed consent to participate in the study.

Platelet preparation

PRP was prepared by the method of Pilla et al. [19] modified by Lunkes et al.
[13]. Briefly, peripheral blood was collected in 0.129 M sodium citrate as
anticoagulant and centrifuged at 160 g for 15 min. Afterwards, the PRP was
centrifuged at 1,400 g for 30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH
7.0, containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCI| and 5.5 mM glucose. The washed
platelets were resuspended in HEPES isosmolar buffer.

Cellular integrity

The integrity of the platelet preparation was confirmed by determining the
lactate dehydrogenase (LDH) activity in intact and disrupted platelets using the
kinetic method of the Labquest apparatus (Diagnostics Gold Analyzer). The

procedure was repeated before and after the incubation period.
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Protein determination

Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum

albumin as standard [20].

Quantitative determination of platelets

Total blood was colleted in tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA as an
anticoagulant and the quantitative determination of platelets was performed by
automated haematology analyzer (SYSMEX XT-1800i, Roche Diagnostic, USA).

E-NTPDase and E-5'-NT activity determination

The E-NTPDase enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction
medium containing 5 mM CacCl,, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose and 50
mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 uL as described by Lunkes et al.
[13]. For AMP hydrolysis, the E-5-nucleotidase activity was carried out as previously
described, except that the 5 mM CaCl, was replaced by 10 mM MgCl,. Twenty
microliters of the isolated platelets (8-12 pg of protein) was added to the reaction
mixture and pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was started
by the addition of ATP or ADP at a final concentration of 1 mM, and AMP at a final
concentration of 2 mM, and the time of incubation was 60 min. Both enzyme assays
were stopped by the addition of 200 pL of 10% TCA to provide a final concentration
of 5%. Subsequently, the tubes were chilled on ice for 10 min. The Pi released was
measured by method of Chan et al. [21] using malachite green as the colorimetric
reagent and KH,PO, as standard. Controls were carried out to correct for non-
enzymatic hydrolyses of nucleotides by adding enzyme preparation after 10% TCA
addition. All samples were run in triplicate. Enzyme-specific activities are reported as

nmol Pi released/min/mg of protein.

E-NPP activity determination

The E-NPP activity, from platelets, was assessed using p-Nph-5-TMP as

substrate as described by Firstenau et al. [22]. The reaction medium containing 50
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mM Tris—HCI buffer, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose, 5 mM CacCl,, pH 8.9
was preincubated with approximately 20 pg per tube of platelet protein for 10 min at
37T in a final volume of 200 mL. The enzyme reacti on was started by the addition of
p-Nph-5'-TMP to a final concentration of 0.5 mM. After 80 min of incubation, 200 mL
NaOH 0.2 N was added to the medium to stop the reaction. The amount of p-
nitrophenol released from the substrate was measured at 400 nm using a molar
extinction coefficient of 18.8x10/M/cm. Controls to correct nonenzymatic substrate
hydrolysis were performed by adding platelet preparations after the reaction had
been stopped. All samples were performed in triplicates. Enzyme activities were
expressed as nanomol of p-nitrophenol released per minute per milligram of protein

(nmol p-nitrophenol released/min/mg protein).
E-ADA activity determination

E-ADA activity from platelets was determined according to Giusti and Galanti
[23] based on the direct measurement of the formation of ammonia produced when
adenosine deaminase acts in excess of adenosine. Briefly, 50 uL of platelets reacted
with 21 mmol/L of adenosine, pH 6.5, and was incubated at 37 °C for 60 min.
Afterwards, the reaction was stopped by adding a solution of 106.2 nM phenol and
167.8 nM sodium nitroprussiate and a hypochlorite solution. The amount of ammonia
produced was measured at 620 nm and the results were expressed in units per

milligrams of proteins (U/mg of protein).
Platelet aggregation

Platelet aggregation was measured by the method of Born and Cross [24] by
turbidimetric measurement with a Chrono-log optical aggregometer (AGGRO/LINK®
Model 810-CA software for Windows version 5.1). The PRP was obtained by
centrifugation of peripheral blood for 15 min at 160 g and the preparation of platelets-
poor plasm (PPP) was obtained by centrifugation of the sample by 1,400 g for
30 min. After the calibration of the aggregometer, the data concerning the assays
and reagents were entered on a computer coupled to the equipment, and the test of
patient was then performed. Aggregation was measured at 37C and expressed as

the maximal percent change in light transmittance from baseline at 5 min after the



82

addition of the agonist ADP at concentrations of 5 yM and 10 pM, with PPP as a
reference. Results were expressed as percentage of aggregation.

Statistical analysis

Variables were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). The
data obtained for the enzymatic activities in platelets from patients were analyzed
statistically by the Student's t test for independent samples. Differences were

considered significant when the probability was p<0.05.

Results

LDH measurement

Almost 4% of the platelets were disrupted indicating that the preparation was

predominantly intact as observed by LDH determination (data not shown).

Quantitative determination of platelets

Patients with indeterminate form of CD showed an average of 235,000
platelets per microliter of blood (platelets/mL of blood) (data not shown). These data
are within physiological values for humans, since adult normal values are between
140,000 and 360,000 platelets/mL of blood.

E-NTPDase and E-5'-nucleotidase activities

Figure 1 shows the results obtained for E-NTDase activity by ATP and ADP
hydrolysis and E-5-NT activity by AMP hydrolysis. As can be seen neither ATP
hydrolysis (Fig. 1A) nor ADP hydrolysis (Fig. 1B) was altered in the IFCD group
(p>0.05, n=30). However, AMP hydrolysis (Fig. 1C) was 30% increased in the same
group (p<0.01, n=30).
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E-NPP activity

Results obtained for the E-NPP activity are shown in Fig. 2. Statistical analysis
showed an increase of 21% in the E-NPP activity in the IFCD group when compared

with the control group (p<0.05, n=20).

E-ADA activity

E-ADA activity in the platelets is shown in Fig. 3. Results demonstrated a
decrease of 34% in the E-ADA activity in the IFCD group when compared to the
control group (p<0.001, n=30).

Platelet aggregation

Fig. 4 presents the results obtained for platelet aggregation using ADP as an
agonist. As can be observed there was a decrease of 12.7% and 12.8% in the
platelet aggregation of IFCD group in 5 yM and 10 yM concentrations of ADP,
respectively (p<0.05, n=15).

Discussion

Chagas’ disease is a chronic inflammatory iliness, in which the most infected
individuals are diagnosed during the latent phase, showing absence of symptoms for
many years or even for the entire life. However, many studies in both animal models
of chagasic myocarditis and humans presented a persistence of parasite in tissue
inflammatory foci by immunohistochemistry, polymerase chain reaction (PCR) and in
situ hybridization methods [25]. The presence of the parasite in tissues suggests the
possibility of disease progress to a symptomatic clinical form, since the chagasic
cardiomyopathy represents the major cause of morbidity and mortality of this
infection and can lead to chronic congestive failure.

As shown in experimental models, Chagas cardiomyopathy is more evident in
the acute phase and clinically silent but incessant in patients with the indeterminate

form of disease [26]. Myocarditis may result from alterations in the microvasculature
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that leads to changes in vascular perfusion and development of microspasm and
aneurysm formation, characterizing the chronic Chagas heart disease [27]. A
possible explanation for this is the interaction between platelets and damaged
endothelium, which stimulates the platelet activation. Activated platelets play a
pivotal role in the release of additional agonists such as collagen, adenosine
diphosphate (ADP), adenosine triphosphate (ATP), serotonin, epinephrine and
thromboxane A2, which cause further platelet recruitment to the injured site, favoring
platelet aggregation and later thrombus formation.

Experimental and in vitro studies have shown that endothelium dysfunction
related to T. cruzi infection leads to increased platelet reactivity. This contributes to
intravascular platelet aggregation, which can lead to areas of myocardial ischemic
injury, cardiac arrythmias and even sudden death in both acute and chronic cardiac
phases [28,29]. Although an excessive platelet aggregation can occur in damaged
vasculature as consequence of inflammation, the platelet aggregation in this study
showed to be decreased in IFCD group. However, no change in platelet count in this
same group was observed, which is a phenomenon commonly seen in acute phase
of the disease.

Adenine nucleotides (ATP and ADP) and nucleosideo adenosine are released
of cells such as platelets into extracellular medium during infection and inflammatory
process and act modulating vascular response, as agonist and antagonist in the
platelet aggregation, respectively. Their effects are mediated by cell surface
purinergic receptors and their extracellular concentrations are regulated by
ectoenzymes of purinergic system including E-NTPDase, E-NPP, E-5-NT and E-
ADA.

Some studies have reported that vascular functions of E-NTPDase activity
(thromboregulation and vascular permeability) probably correlate with high hydrolytic
activity on the endothelial and vascular smooth muscle cells [30,31] in the vasomotor
responses. In contrast, in this study no alteration was observed in the E-NTPDase
activity in platelets of IFCD group. It is well established that cells and tissues can co-
express two or more ectoenzymes for nucleotide hydrolysis. This indicates they may
present different catalytic properties and may perform distinct physiological functions,
however, they may also share common characteristics [22,32]. Thus, the
investigation showed that E-NPP activity was increased in platelets of IFCD group,

probably leading to a decrease in extracellular ATP levels and consequently
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increased AMP levels in the blood circulation confirmed by the quantification of
purines by high pressure liquid chromatography (HPLC) (data not shown). While high
concentrations of extracellular ATP inhibit ADP-induced platelet aggregation by both
competitive and noncompetitive mechanisms, low concentrations induce platelet
aggregation [15-17,33,34].

ATP released into the extracellular space is rapidly hydrolysed in a stepwise
manner to ADP and AMP by NTPDase or directly to AMP by NPP enzymes. This
nucleotideo sequential degradation mechanism is followed by the activity of 5-NT
which not only terminates ATP signaling but also generates the intermediate
adenosine. Thus, high AMP levels serve as substrate for the production of adenosine
by catalytic activity of 5-NT. As observed in this study, the 5-NT activity was
increased in the IFCD group, resulting in the formation of high extracellular
adenosine concentration which presents anti-inflammatory properties as well as
neuromodulatory and thromboregulatory effects [33,35], besides participating as a
salvage product of cellular purine metabolism.

In addition to the enhancement of NPP and 5-NT activities, a decrease in
ADA activity was observed in the platelets of IFCD group. The reduced activity of
ADA in platelets of this group could represent important mechanism to preserve high
extracellular adenosine levels as confirmed by the quantification of purines by HPLC
(data not shown), preventing platelet aggregation and inducing vasodilation.

It is known that CD vascular disorders can be caused by inflammatory
process. This process may generate vascular occlusion by platelet thrombi leading to
congestive heart failure. However, the organism can prevent the thrombotic process
increasing the hydrolysis of ATP, ADP, and AMP. As a consequence, the production
of adenosine increased, inducing a state of equilibrium between host and parasite by
limiting the formation of thrombus and the disease progress.

As previously mentioned, adenosine is an important signaling molecule in
vasculature that has the potential to influence vasomotor responses, cardiac function,
inflammatory responses, and platelet aggregation. Its anti-aggregant effects are
mediated via G-protein coupled adenosine receptors, specifically the A;a and Azs
adenosine receptor subtypes [36,37]. The agonism of these receptors upregulates
the production of intracellular cyclic adenosine monophosphate (CAMP), an inhibitor
of platelet activation by activation of adenylyl cyclase [38,39]. CAMP, in turn, inhibits

platelet activation through the activation of protein kinase A (PKA), which
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phosphorylates several substrates such as the IP3 receptor, reducing the release of
intracellular calcium stores [40]. Moreover, PKA inhibits signaling to the cytoskeleton
and may stabilize the resting cytoskeleton by phosphorylation of cytoskeletal
proteins, such as actin-binding protein and caldesmon [36]. Thus, PKA activity
induced by the generation of cCAMP leads to the inhibition of the reorganization of the
cytoskeleton, activation of integrin, and secretion of granules [38,40]. Intracellular
signaling complexes and metabolites present prior to the binding of platelet receptors
determine the rate at which platelets accumulate and participate in thrombus
formation at the site of vascular injury [36,40].

Therefore, the decrease in the platelet aggregation and enzymatic changes
observed in the IFCD group allows to suggest that the purinergic signaling system is
involved in the thromboregulation, possibly due to the production of large amounts of
adenosine, a molecule with anti-aggregant properties and cardioprotective effects.

In this context, the findings in this study corroborate with the evidence that
ectoenzymes contribute to a number of process involved in normal cardiovascular
function and that disorders in purinergic signaling are involved in some

cardiovascular diseases.

Conclusion

Altogether, the results suggest that the regulation of extracellular nucleotides
levels through the modulation of the E-NPP, E-5'-NT and E-ADA activities in the
platelets of chagasic patients represents an important control of purine-mediated
thrombogenic function in the cardiovascular system during the indeterminate form of
CD. Thus, the organism could exert a cardioprotective action and avoid coagulation
process by increasing adenosine, a vasodilatator and anti-thrombotic molecule which

would prevent the progress of CD.
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Figure Legends

Figure 1. ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis in platelets of patients with
indeterminate form of Chagas’ disease (IFCD). Bars represent meanszSEM. The
symbol ** represents statistical difference from the control group (Student’s T test,
P<0.01, n=30).

Figure 2. E-NPP activity in platelets of patients with indeterminate form of Chagas’
disease (IFCD). Bars represent means +SEM. The symbol * represents statistical
difference from the control group (Student’s T test, P<0.05, n=20).

Figure 3. E-ADA activity in platelets of patients with indeterminate form of Chagas’
disease (IFCD). Bars represent means +SEM. The symbol *** represents statistical
difference from the control group (Student’'s T test, P<0.001, n=30).

Figure 4. Platelet aggregation profile in patients with indeterminate form of Chagas’
disease (IFCD) and healthy subjects (control). Platelet aggregation was evaluated by
using ADP as agonist at concentrations of 5 and 10 pM. The results are expressed
as percentage of aggregation (n=15).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou 0 envolvimento de ectoenzimas responsaveis pelo
metabolismo do ATP, na microcirculagdo e na resposta imune de pacientes com a
forma indeterminada da doenca de Chagas. A doenca de Chagas é causada pelo
Trypanosoma cruzi, um parasito intracelular obrigatério, que leva a uma infeccéo
cronica. A maioria dos individuos infectados sobrevive a fase aguda da infeccao,
mas cerca de 30% desenvolvem a doenca inflamatoria crénica, que frequentemente
resulta em insuficiéncia cardiaca ou distarbios gastrointestinais severos (PRATA,
2001).

A regulacdo da resposta imune adaptativa do hospedeiro é essencial para o
controle da replicacdo do parasito e para minimizar a patologia mediada pela
imunidade (ANTONELLI et al., 2005; SOUZA et al., 2007). No entanto, respostas
imunes exacerbadas, enquanto eficientes na eliminacéo do parasito, podem levar a
danos teciduais por serem altamente prejudiciais ao hospedeiro (FARIA et al., 2005).

A presenca de antigenos parasitarios nos infiltrados inflamatorios na fase
cronica da infeccdo suporta a hipétese de que uma persistente estimulacdo
antigénica teria papel importante na patogénese da doenca de Chagas (BEN
YOUNES-CHENNOUFI et al.,, 1988; HIGUCHI et al., 1993). Em resposta a
persisténcia do parasito nos tecidos do hospedeiro, a resposta imune especifica
resulta em processo inflamatorio exacerbado, levando a evolucgéo clinica da infec¢ao
pelo T. cruzi.

Uma vez que esta bem definido que o sistema de sinalizagdo purinérgica €
um componente fundamental do ambiente imunorregulatério (DI VIRGILIO, 2006)
avaliaram-se as atividades das enzimas E-NTPDase e E-ADA em linfocitos de
pacientes FIDC. As atividades das enzimas E-NTPDase e E-ADA revelaram uma
menor degradagdo de nucleotideos (ATP e ADP) e de adenosina, respectivamente,
em linfocitos de pacientes FIDC. A atividade diminuida da E-NTPDase poderia estar
relacionada a uma modulacdo enziméatica frente a liberacdo de baixas quantidades
de ATP das células em resposta a baixo grau de estimulo gerado pelo T. cruzi,
durante a fase cronica latente da doenca de Chagas.

Apesar de ser toxico para as células, o ATP é necessario para a manutencao
da resposta imune, citotoxicidade e produgéo de importantes citocinas do tipo 1,
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secretadas por linfécitos T CD4+ (LANGSTON et al., 2003), relacionadas a resposta
celular. O ATP ¢ liberado para o meio extracelular em baixas quantidades durante
uma infeccdo cronica, podendo atuar como um mediador anti-inflamatério, através
do estimulo preferencialmente de receptores purinérgicos P2Y. A ativacdo dos
receptores P2Y leva a uma baixa modulacdo de citocinas pré-inflamatérias, além de
induzir a diferenciagdo de linfocitos T “naive” em linfocitos Th2, o que levaria ao
aumento da producao de citocinas anti-inflamatorias (DI VIRGILIO et al., 2009).

Segundo Wang e colaboradores (1997), o aumento da expressdo da E-
NTPDase em linfocitos pode ser associado ao aumento das atividades ATPasicas e
ADPasicas, no entanto, nenhuma alteracdo na expressdo desta enzima foi
observada na superficie de linfocitos dos pacientes. Isto demonstra que as
alteracdes hidroliticas observadas possam resultar de alguma mudanca na
conformacado tridimensional da prépria enzima e ndo de modificagbes na sua
expressao.

Tem sido demonstrado que durante a fase indeterminada da doenca de
Chagas um fino balanco entre as respostas Thl e Th2 é fundamental para que
ocorra um equilibrio entre o hospedeiro e o parasito. Consequentemente, ha um
equilibrio na producdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-12, IFN-y, TNF-a) e anti-
inflamatorias (IL-4 e 1L10) que modulam a resisténcia contra o T. cruzi e o
desenvolvimento de uma das formas clinicas da doenca de Chagas (DUTRA et al.
1997; SATHLER-AVELAR et al.,, 2008). No entanto, uma regulacdo de baixa
producdo de citocinas pro-inflamatorias (produzidas em uma resposta Thl) e da
inducéo de resposta Th2, com aumento da producdo de citocinas anti-inflamatérias,
pode ser uma consequéncia imunolégica da infeccéo, relacionada com a adaptacao
do hospedeiro (PEARCE et al., 1991).

Esta resposta imunorregulatéria do hospedeiro a infeccédo pelo T. cruzi tem
sido relatada por varios grupos de pesquisadores. Abrahamsohn e colaboradores
(1996) demonstraram in vivo que a IL-10 exerce um importante papel regulatério na
resisténcia a infeccdo pelo T. cruzi por controlar a patologia da doenca em situagdes
de intensa ativacédo de resposta Thl. Assim como, Souza e colaboradores (2004)
observaram que pacientes FIDC apresentam uma menor habilidade de estimular
células T CD4+, representando um importante mecanismo de controle da reacéo

inflamatoria e, consequentemente, desenvolvimento de menor dano tecidual.
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Como a atividade da E-5’-NT em linfécitos néo foi determinada neste estudo,
acredita-se que ela possa estar aumentada nos pacientes com FIDC, pois elevados
niveis de adenosina foram determinados no soro dos mesmos. Além da E-5-NT,
que participa da etapa final do metabolismo dos nucleotideos, catalisando a
formacdo da adenosina extracelular a partir do AMP, duas outras enzimas s&o
importantes para a regulacdo dos niveis extracelulares da adenosina, a ADA e a
adenosina quinase, além dos transportadores de nucleosideos presentes na
superficie das células.

A E-ADA, uma essencial enzima para a diferenciacdo, desenvolvimento
normal e proliferacdo de linfocitos e do sistema mondcito-macréfago (ALDRICH et
al., 2000) tem sido usada para monitorar varias doencas na qual a imunidade tem
estado alterada (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 1988). A adenosina, produzida
pela acdo da E-ADA, desempenha um papel direto e central na regulagdo das
respostas inflamatérias por inibir a ativagdo linfocitaria e regular a secrecdo de
citocinas Thl e Th2 através da ativacdo de receptores A,y (GESSI et al., 2007).
Desta forma, a adenosina atua como um sinal de feedback negativo por neutralizar a
estimulacdo da resposta imune mediada pelo ATP, evitar descontrolada inflamacéo
e diminuir o dano colateral em tecidos saudaveis (GESSI et al., 2007). Portanto, a
diminuicdo na atividade da E-ADA encontrada em linfécitos dos pacientes, poderia
estar contribuindo para a preservacdo de adenosina extracelular, a qual atuaria
localmente através de receptores de adenosina, particularmente em receptores Aza,
desencadeando seus efeitos imunossupressores e anti-inflamatorios (BOURS et al.,
2006). A adenosina extracelular, por sua vez, diminuiria a secre¢ado de citocinas proé-
inflamatorias como IL-12 e aumentaria a de citocinas anti-inflamatorias como IL-10,
induzindo a inverséao de uma resposta Thl para Th2.

Sugere-se que 0s niveis aumentados de AMP encontrados no soro dos
pacientes com FIDC, possivelmente possam ser atribuidos a acdo da adenilato
quinase (EC 2.7.4.3) em resposta a baixos niveis de ATP e elevados niveis de
adenosina extracelular. Como proposto por Yegutkin e colaboradores (2002), uma
via oposta (anabdlica) levaria a recuperacdo de nucleotideos de adenina, 0os quais
sdo importantes para ativagdo da resposta imune; e a regulacdo das concentracdes
de adenosina no meio extracelular, a qual pode ser toxica para as células e induzir
um estado de intensa imunossupressao e consequentemente reativacdo da doenca

de Chagas.
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Portanto, as alteracfes enzimaticas observadas nos linfocitos, contribuiriam
para o estabelecimento de um ambiente anti-inflamatério, comumente encontrado
nos pacientes com FIDC, a fim de diminuir os danos teciduais e de resistir a
persisténcia do parasitismo.

As ectoenzimas responsaveis pelo metabolismo do ATP também atuam no
sistema vascular, através da manutencdo da hemostasia e trombogénese,
principalmente por regular a agregacdo plaquetaria (YEGUTKIN et al.,, 2008).
Alguns estudos tém relatado que funcbes regulatorias desempenhadas pela E-
NTPDase na vasculatura, como tromborregulacdo e permeabilidade endotelial,
provavelmente estejam correlacionadas ao aumento da atividade desta enzima em
células endoteliais e células musculares lisas vasculares (GORDON et al., 1989). No
entanto, ao avaliar a atividade da E-NTPDase em plaquetas de pacientes com FIDC
ndo foram observadas altera¢gdes na hidrélise tanto do ATP quanto do ADP.

As plaquetas expressam distintos conjuntos destas ectoenzimas bem como
de receptores purinérgicos, regulando os processos tromboembdlicos induzidos por
lesbGes vasculares (FURSTENAU et al., 2006). Desta forma, avaliou-se a atividade
da E-NPP, enzima também responsavel pela hidrélise dos nucleotideos de adenina
extracelulares. Foi observado um aumento na atividade desta ectoenzima nas
plaguetas dos pacientes, o que levaria ao consumo dos niveis de ATP e
consequentemente a formacdo de elevados niveis de AMP extracelular no soro
destes pacientes. Esta atividade aumentada contribuiria na regulacédo dos niveis de
ATP e ADP liberados durante ativagdo plaquetaria, uma vez que estes nucleotideos
sdo capazes de promover o recrutamento de plaguetas ao sitio da lesédo vascular,
favorecendo a agregacao plaquetaria e a formacao do trombo.

A E-5'-NT, por sua vez, ndo somente termina a sinalizacdo do ATP, mas gera
também intermediarios importantes para regulacdo da agregacao plaquetéria, como
a adenosina, a partir do substrato AMP. A atividade da E-5-NT demonstrou estar
aumentada nas plaquetas dos pacientes, resultando em um aumento na producéo
de adenosina extracelular, a qual foi confirmada no soro dos mesmos.

Além do aumento das atividades da E-NPP e da E-5'-NT, uma diminui¢do da
atividade da E-ADA em plaquetas foi observada nos pacientes, o que poderia
representar um mecanismo dinamico do organismo, a fim de preservar os niveis de
adenosina no ambiente extracelular. Desta forma, a acdo cardioprotetora da

adenosina (KITAKAZE et al., 1999) minimizaria as altera¢gdes estruturais e funcionais
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na microvasculatura coronariana, as quais Sd0 responsaveis pela isquemia e
necrose focal, permitindo que 0s pacientes permanecam assintomaticos, com
eletrocardiograma e exame radioldgico do coragao normais.

A adenosina é uma importante molécula sinalizadora na vasculatura, podendo
influenciar nas respostas vasomotoras, na funcdo cardiaca, nas respostas
inflamatérias e na agregacdo plaquetaria, dependendo do tipo de receptor
purinérgico P1 ao qual se liga (BOROWIEC et al., 2006). E considerada um
metabdlito cardioprotetor por inibir a agregacdo plaquetaria, regular processos
inflamatorios e ativar receptores que causam vasodilatacdo coronariana, fornecendo
mais oxigénio e nutrientes para o coracdo durante condi¢des de isquemia e hipoxia
(JENNINGS & STEENBERGEN, 1985; ELY & BERNE, 1992; SOSLAU &
YOUNGPRAPAKORN, 1997; BOROWIEC et al., 2006). Também exerce seus efeitos
anti-agregantes ao estimular especialmente receptores Aza € Azg (JOHNSTON-COX
et al., 2011), que regulam o aumento da producao de AMPc, um inibidor da ativagéo
plaquetéaria (PAUL et al., 1990). O AMPc, por sua vez, inibe a ativacao plaquetaria
através da ativacdo da PKA, a qual fosforila diversos substratos, como o receptor
IP3, reduzindo a liberacdo de ions célcio intracelulares estocados (SIM et al., 2004).

E descrito na literatura que disfungdes endoteliais desencadeadas pela
infeccdo pelo T. cruzi, favorecem a aderéncia e agregacao plaquetarias, resultando
em frequentes alteracdes microvasculares na doenca de Chagas (ROSSI et al.,
1984; ROSSI et al., 1985; TANOWITZ et al., 1990; MARIN-NETO et al., 1992). Os
eventos tromboembodlicos estdo intimamente associados a ativagdo inflamatoria,
uma vez que a lesdo e a ativacdo do endotélio levam a alteragbes na
permeabilidade endotelial e ao aumento da adesdo de leucécitos e plaquetas
(SATTAR et al., 2003). As plaguetas tém um importante papel na manutencéo da
integridade endotelial e da hemostasia (MARCUS et al., 1997), além de participarem
da resposta inflamatoria, bem como de eventos que levam a trombogénese (ARBER
et al., 1991). A interacdo entre plaquetas e endotélio danificado estimula a formacé&o
de moléculas vasoativas como ATP e ADP, promovendo ativacdo de plaquetas, e
consequentemente agregacdo das mesmas e formacgao de trombo oclusivo.

Tanto estudos experimentais em murinos quanto in vitro tém apresentado que
disfungdes endoteliais relacionadas a infeccdo pelo T. cruzi levam ao aumento da

atividade das plaquetas. Isto contribui para agregacéo plaquetaria intravascular, que
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leva a vasoespasmos, a hipoperfusdo vascular e areas de isquemia tecidual,
principalmente no miocardio (ROSSI et al., 1984; TANOWITZ et al., 1990).

Uma excessiva agregacao plaquetaria pode ocorrer na vasculatura danificada
como uma consequéncia do processo inflamatorio desencadeado pela infeccéo
parasitaria. Entretanto, os pacientes com FIDC apresentaram uma diminuicdo na
agregacado plaquetéria, possivelmente contribuindo para a prevencdo da formacao
de trombo oclusivo e consequentemente isquemia vascular, o que levaria a evolucéo
clinica cardiaca da doenca de Chagas. Desta forma, sugere-se que as alteracdes
nas atividades das ectoenzimas responsaveis pelo metabolismo do ATP em
plaguetas de pacientes com FIDC, estejam envolvidas no status da agregacao
plaquetéaria observado nestes pacientes.

Em resumo, pode-se concluir que a infeccéo cronica desencadeada pelo T.
cruzi provoca alteracdes bioquimicas, envolvendo a regulacdo do tipo de resposta
imune celular bem como de eventos trombéticos nos pacientes com FIDC. Essas
alteracdes podem ser verificadas através das modificacbes nas atividades das
ectoenzimas, responsaveis pelo metabolismo do ATP extracelular, em linfocitos e
plaquetas de pacientes com FIDC, o que poderia estar relacionado com uma
adaptacdo do hospedeiro ao parasitismo persistente pelo T. cruzi durante a fase

crdnica assintomatica, evitando assim, a evolugéo clinica da doenca.
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6 CONCLUSOES

As alteracOes enzimaticas observadas nos linfécitos dos pacientes com FIDC
favorecem uma resposta anti-inflamatéria, como resultado de uma adaptacao
do hospedeiro a infeccdo pelo T. cruzi, evitando assim maiores danos

teciduais e a evolucéo clinica da doenga.

A manutencdo de baixas concentracdes de ATP e altas concentracdes de
adenosina no meio extracelular, exercida pelas ectoenzimas, induzem a esta
resposta anti-inflamatoéria, por neutralizar a estimulacdo da resposta imune

mediada pelo ATP através de efeitos imunossupressores da adenosina.

As altas concentragbes de adenosina extracelular, resultantes da atividade
das ectoenzimas em plaquetas poderiam ser responsaveis também por
efeitos vasodilatadores e cardioprotetores, além de propriedades anti-
agregantes que contribuem para a prevencdo de isquemia e necrose
miocardica, evitando o desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica nestes

pacientes.

A sinalizagdo purinérgica mostrou estar envolvida nas respostas imune e

tromborregulatoria nos pacientes com FIDC.
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8 ANEXOS

Anexo A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do projeto:
“Avaliacdo enzimatica em linfocitos e plaquetas de pacientes com Doenca de
Chagas”

Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal
Instituicdo/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia— UFSM
Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou  (55) 9153-3673

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: __ anos
Responsavel legal:

Obijetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Sigilo:

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa e a
responder um questionario, de forma voluntaria, tendo o direito de desistir a qualquer
momento.

Objetivo: a pesquisa avaliara a atividade de algumas substancias que
compdem o0 sangue de pacientes com Doenca de Chagas e de pessoas sem
qualquer outra doenca, para melhor entendermos sobre a Doenca de Chagas e
assim obtermos informacgdes capazes de futuramente auxiliar no controle e novos
tratamentos, ja que no momento ndo temos vacinas nem tratamentos especificos
para esta doencga.

Procedimento e riscos: a pesquisa consistira na coleta de sangue podendo
ocorrer o risco de um pequeno desconforto devido a picada da agulha, e do local da
coleta ficar dolorido ou arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, néo
causando problemas a sua saude.

Beneficios: o0s resultados néo irdo trazer beneficios diretos, porém sua
contribuicdo é importante e consiste apenas para ajudar em novos estudos sobre a
evolucédo, controle e tratamento da Doenca de Chagas.

Confidencialidade: as informacfes fornecidas no questiondrio serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum momento sera
revelado ou utilizado seu nome.

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito deste estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s objetivos deste estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, assim como a garantia de que minhas
informacdes serdo preservadas. Ficou claro também que minha participacéo é isenta
de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Santa Marria, ...... de .o, de e,

Assinatura do sujeito de pesquisa ou N. identidade
representante legal (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual).
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagao
neste estudo.

Santa Maria, ............. de i de i,

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com os pesquisadores:

Daniela Bitencourt Rosa Leal — (055) 3220-9581

Viviane do Carmo Gongalves Souza — (055) 9153-3673
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Anexo B- Coleta dos dados

COLETA DE DADOS

Titulo do projeto:
“Avaliacdo enzimatica em linfocitos e plaquetas de pacientes com Doenca de
Chagas”

Pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal - UFSM
Instituicdo/Departamento : Departamento de Microbiologia e Parasitologia — UFSM
Telefone para contato:(55) 3220- 9581 ou (55) 9153-3673

Identificagcdo numero:
Data da coleta
Responsavel pela coleta:

1. Grupo em que pertence o paciente:

[ ] com doenca de chagas recém diagnosticado
[ ] com doenca de chagas em fase aguda
[ ] com doenca de chagas em fase indeterminado
[ ] com doenca de chagas em fase cronica - digestiva
[ ] com doenca de chagas em fase crbnica - cardiaca
[ ] sem a doenca de chagas

2. Paciente com a Doenca de Chagas esta em tratamen to? Com qual

medicamento (s)?

[ 1ndo [ ]1sim

3. Paciente é fumante? [ ]sim [ 1ndo

4. Paciente € obeso? [ ]sim [ 1ndo

5. Paciente esta sob uso de algum medicamento nos 0  Itimos dias?
[ 1ndo [ ]sim Qual?

6. Possui umas das seguintes doencas? Qual?
[ ] Hipertensdo [ ] Doenca cardiaca [ ] Diabetes [ ] Doenga auto-imune
(Lupus, p. exemplo)
[ ] Céancer [ ]Artrite reumatdide [ ] Outra infecto-parasitaria

7. Onde mora? (cidade, estado,
etc)
8. Possui familiares com a Doencga de Chagas?

9. Como e h&a quanto tempo descobriu estar infectado  ?

10. Ja fez transfusdo sanguinea? [ ]sim [ 1ndo

Observacoes:
Outras informag0des relevantes:
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Anexo C- Carta de Aprovacdo pelo Comité de Etica

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA seera
Conselho Macional de Saude Pro-Reitoria de Pos-Graduacao e Pesquisa 5 § g i
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa- CEP- UFSM : =
(CONEP) REGISTRO CONEP: 243 % B

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissac Nacional de
Etica em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Avaliagao enzimatica em linfcitos e plaquetas de pacientes com Doenca de Chagas.
Numero do processo: 23081.008343/2009-10 )

CAAE (Certificado de Apresentacao para Apreciacaoe Etica): 0130.0.243.000-09
Pesquisador Responsavel: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metedoldgicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolugao 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Salde. Toda e qualguer alteracdo do Projeto, assim como os eventas
adversos graves, deverdo ser comunicados imediatamente a este Comité. O
pesquisador deve apresentar ac CEP:

Setembro/2010-  Relatorio parcial
Agosto/2011- Relatorio final

Os membros do CEP-UFSM néo participaram do processo de avaliagio dos projetos
onde constam como pesguisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVACAO: 01/09/2009

Santa Maria, 01 de setembro de 2009.

Edson Nunes de Morais
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa-UFSIM
Registro CONEP N. 243.
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Anexo D- Carta de Submissao do Manuscrito |

De: Danicla Bitencourt Rosa Leal (dbitencourtrosaleal@gmail. com)

Para: vicgsouza@yahoo.com.br;

Data: Domingo, 26 de Junho de 2011 15:30:12

Ce:

Assunto: Fwd: Clinical Biochemistry Submission - Manuscript Number Assigned

—————————— Forwarded message ----------

From: CLB (ELS) <cbi@elsevier.com>
Date: 2011/6/26

Subject: Clinical Biochemistry Submission - Manuseript Number Assigned
To: danibri@smail ufsm br

Ms. No.: CLB-D-11-00393

Title: ALTERATION OF NTPDASE AND ADA ACTIVITIES IN LYMPHOCYTES FROM
PATIENTS WITH INDETERMINATE FORM OF CHAGAS' DISEASE

Corresponding Author: Dr. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Authors; Viviane Souza; Karine Schlemmer; Cristiano Noal; Jeandre Jaques; Carine Zimmermann; Claudio
Leal; Juliana Fleck; Emerson Casali; Vera Morsch; Maria Schetinger; Daniela Bitencourt Rosa Leal, Ph.D.

Dear Dr. Leal,
Your submission, referenced above, has been assigned the following manuscript number: CLB-D-11-00393

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an
author:

http//ees.elsevier.com/clb/
Your username is: danibrl

Ifyou need to retrieve password details, please go to: httpJ/ees.elsevier.com/clb/automail query.asp.
Thank you for submitting your work to Clinical Biochemistry.
Kind regards,

D. Jones
Administrative Support Agent [30-Mar-11]
Clinical Biochemistry

Phone: (619) 699-6218
E-mail: chi@elsevier.com

ook ook ok s ok sk Rk kR kR R kR kR R Rk R kR ok R kR Rk Rk
For further assistance, please visit our customer support site at http2/support.elsevier.com Here you can

search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about
EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further
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Anexo E- Comprovante de Submissao do Manuscrito Il

De: Danicla Bitencourt Rosa Leal (dbitencourtrosaleal@gmail. com)

Para: vicgsouza@yahoo.com.br;

Data: Quinta-feira, 9 de Junho de 2011 17:09:18

Cec:

Assunto: Fwd: Submission Confirmation for PURINERGIC SYSTEM ECTOENZYMES PARTICIPATE
IN THE THROMBOREGULATION OF PATIENTS WITH INDETERMINATE FORM OF CHAGAS'
DISEASE

---------- Forwarded message ----------

From: Thrombosis Research <thrombosisresearchi@elsevier.conr>

Date: 2011/6/9

Subject: Submission Confirmation for PURINERGIC SYSTEM ECTOENZYMES PARTICIPATE IN
THE THROMBOREGULATION OF PATIENTS WITH INDETERMINATE FORM OF CHAGAS'
DISEASE

To: danibrli@smail ulsm.br

Dear Dr. Leal,

Your submission entitled "PURINERGIC SYSTEM ECTOENZYMES PARTICIPATE IN THE
THROMBOREGULATION OF PATIENTS WITH INDETERMINATE FORM OF CHAGAS'
DISEASE" has been received by journal Thrombosis Research

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author.
The URL is https/ees.elsevier.convtr/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Thrombosis Research Editorial Office
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For further assistance, please visit our customer support site at http2/support.elsevier.com. Here you can
search for solutions on a range oftopics, find answers to frequently asked questions and learn more about
EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further
assistance from one of our customer support representatives.



