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Resumo

RESUMO

Variagdes nos quadros clinicos da leishmaniose, observadas tanto na doenca
em humanos quanto em murinos, sugerem a existéncia de uma diferenciacéo,
dependente da espécie, na capacidade de parasitos do género Leishmania causarem
lesBes no hospedeiro. A procura de fatores que diferenciam as espécies de Leishmania
quanto a sua viruléncia se faz, entdo, necesséaria para o entendimento dos mecanismos
pelos quais esses parasitos causam danos aos seus hospedeiros, possibilitando a
descoberta de novas ferramentas de potencial terapéutico contra a leishmaniose.
Componentes da via de metabolismo do ATP extracelular sdo candidatos potenciais
para fatores de viruléncia desses parasitos, visto que tanto o ATP quanto a adenosina,
produto da hidrélise de AMP, sdo capazes de influenciar a resposta imunolégica do
hospedeiro e, conseqlentemente, o0 estabelecimento do parasito. Essa hipbtese é
suportada pelo fato da Leishmania necessitar da utilizagdo da via de salvagao de purinas
pela acdo de enzimas, dentre elas as apirases, sobre o ATP extracelular, que possui
propriedades imunoestimulantes, para gerar adenosing, produto da hidrélise do AMP
pelas 5 -nucleotidases, cuja importancia para o metabolismo do parasito e para a
regulacdo da resposta imune esta bem descrita na literatura. Para testar essa hipotese,
nos estudamos trés espécies de Leishmania com diferentes graus de viruléncia em
camundongos C57BL/6: a mais virulenta L. amazonensis e as espécies L. braziliensis e
L. major. Inicialmente, formas promastigotas metaciclicas e prociclicas desses parasitos
foram testadas para sua capacidade de hidrolisar ATP, ADP ou AMP. As formas
metaciclicas (infectantes) de L. amazonensis mostraram maior capacidade de hidrdlise
para os trés nucleotideos analisados, quando comparadas com as outras duas espécies
menos virulentas. Além disso, sua capacidade de hidrélise de ATP foi maior que a das
formas prociclicas da mesma espécie, sugerindo um controle de expressdo de ATPases
dependente de metaciclogénese. Posteriormente, foi verificado pelas técnicas de RT-
PCR, e “Western blotting” que, a despeito da ocorréncia de expressdo de mRNA para as
isoformas sollvel e de membrana de apirases nas promastigotas metaciclicas das trés
espécies estudadas, somente extratos enriquecidos de membrana de L. amazonensis
foram capazes de apresentar reacdo com anticorpo anti-apirase de T. cruz. O inéculo de

promastigotas metaciclicas desse parasito na presenca de suramina, um inibidor de ecto-
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Resumo

ATPases, em camundongos C57BL/6, levou a uma diminui¢cdo no tamanho de lesdo a
partir da quarta semana de infeccdo e no parasitismo em 7 semanas de infecgdo. Por
outro lado, a inducdo de maior atividade 5'-nucleotidasica dos parasitos ou a
administragdo simulténea de adenosina ao inéculo levou a um aumento transiente no
tamanho de lesdo e a um maior parasitismo em 3 ou 4 semanas de infeccdo da mesma
cepa de camundongos por promastigotas metaciclicas de L. brazliensis, resultado
oposto a0 obtido apds o tratamento, no momento do inéculo, com o blogueador de
receptores A,g de adenosina, MRS 1754. Em conjunto, resultados sugerem que a
reducéo dos niveis de ATP extracelular pela acdo de enzimas expressas pelo parasito
e/ou a elevacdo dos nivels de adenosina podem contribuir para o estabelecimento de
parasitos do género Leishmania no hospedeiro vertebrado, indicando um possivel alvo

para futuras intervencdes de carater terapéutico contra as |ei shmanioses.
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Abstract

ABSTRACT

The observed changes in clinical features of leishmaniasis in humans and mice
suggest the existence of a specie-dependent differentiation in Leishmania ability to
cause lesions on host. The search of factors that differentiate Leishmania species
regarding their virulence is very important to the comprehension of the mechanisms
underlying the grade of damage that these parasites may cause to the host, enabling the
discovery of new tools with therapeutic potential against leishmaniasis. Components of
extracellular ATP metabolism pathway are emerging candidates to determine the
virulence of these parasites, since ATP and adenosine, a product of AMP hydrolysis, are
able to influence the immunological response of the host and, in consequence, the
parasite establishment. This hypothesis is supported by the fact that Leishmania
parasites need to use the salvation pathway of purine nucleotides by the action of
enzymes, amongst them the apyrases, over extracellular ATP, which display immune-
stimulatory features, to produce adenosine, a product of AMP hydrolysis by the action
of 5’ -nucleotidases, whose importance to the parasite metabolism and to the regulation
of the immune response has been described in literature. In order to verify this
hypothesis, we use three Leishmania species with different degrees of virulence in
C57BL/6 mice: the more virulent L. amazonensis and its counterparts L. braziliensis
and L. major species. Initially, metacyclic and procyclic promastigotes from these
parasites were evaluated regarding their ability in hydrolyze ATP, ADP and AMP. L.
amazonensis infective metacyclic forms showed higher hydrolytic ability to the three
analyzed nucleotides, when compared to the other two less virulent species. Moreover,
its ability to hydrolyze ATP was higher than that from procyclic forms deriving from
the same specie, suggesting a metacyclogenesis-dependent control of ATPase
expression. Later, using RT-PCR and Western blotting analysis, we observed that, in
spite of the occurring expression of mMRNA to soluble and membrane-bound apirase
isoforms from metacyclic promastigotes in the three species, only enriched membrane
extracts from L. amazonensis were capable to react with T. cruz anti-apyrase antibody.
The inoculum of metacyclic promastigotes of this parasite in the presence of suramin,
an ecto-ATPase inhibitor, in C57BL/6 mice, lead to a decrease in lesion size 4 weeks of

infection onward and in parasitism 7 weeks after infection. Otherwise, the induction of
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Abstract

higher 5'-nuclectidasic activity of the parasites or the simultaneous administration of
adenosine in the inoculum lead to a transient increasing in lesion size and increased
tissue parasitism 3 or 4 weeks after the infection of the same strain of mice with L.
braziliensis metacyclic promastigotes, opposite to the effects obtained after the
treatment, at the moment of inoculum, with the A,g receptor antagonist MRS 1754.
Together, these results suggest that the reduction in the levels of extracellular ATP by
the action of enzymes expressed by the parasite and/or the increased levels of adenosine
may contribute to the establishment of Leishmania parasites in the vertebrate host,

indicating a possible target to future therapeutic interventions against leishmaniasis.
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I ntroducéo

1. INTRODUCAO

L eishmanioses: definicdo e formasclinicas

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios do género
Leishmania, que agrupa espécies de parasitos encontrados nas formas flageladas
promastigotas e amastigotas (sem flagelo livre), parasitos intracelulares obrigatorios do
Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM) responsaveis pela manutencéo da infecgdo nos
hospedeiros vertebrados. Sua transmissdo ocorre pelo indculo de formas promastigotas
metaciclicas na derme durante o repasto sangiineo de fémeas de insetos do género
Lutzomyia (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo) (Ferro e cols., 1995; Rogers
& Titus, 2003). Essas formas metaciclicas sdo, entdo, fagocitadas por células do SFM,
onde, no interior de vacuolos fagociticos, se transformam em amastigotas que, a0 se
multiplicarem, promovem a lise das células hospedeiras, possibilitando a infecgdo de
novas células ou a infeccdo de outro inseto em repasto, mantendo, assim, tanto o
processo infeccioso quanto o ciclo do parasito (Lainson & Shaw, 1988; Rittig &
Bogdan, 2000).

As leishmanioses podem ser divididas em dois tipos, de acordo com os 6rgaos
gue acometem: Leishmaniose Visceral, que acomete a medula éssea e as visceras,
principalmente bago e figado, e Leishmaniose Tegumentar, que acomete pele e
mucosas. As formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar em humanos podem ser
classificadas como: 1 — Leishmaniose Cutanea, caracterizada inicialmente pela
formacao de um nddulo no local da picada, com posterior formagédo de uma Ul cera seca,
infartamento dos linfonodos drenantes e possibilidade de ocorréncia de Ulceras
multiplas. No Brasil, as principais espécies que parasitam 0 homem sdo: Leishmania
(Viannia) brazliensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (Leishmania)
amazonensis; 2 — Leishmaniose Cuténeo-mucosa, caracterizada pelo surgimento de
lesbes destrutivas secundarias envolvendo mucosas e cartilagens concomitantes ou ndo
com a lesdo primaria. O agente etiologico €, normamente, a L. brazliensis; 3 —
Leishmaniose Cuténea Difusa, caracterizada pela formagdo de lesbes difusas ndo
ulceradas na pele, nas quais se encontra grande nimero de formas amastigotas. Esta

estreitamente associada a um processo anérgico, no qual a resposta imunolégica celular
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a antigenos de Leishmania esta prejudicada (Marzochi & Marzochi, 1994). E causada
por Leishmania (L.) pifanoi, na Venezuela e L. amazonensis, no Brasil (Convit e cols.,
1972); e 4 — Leishmaniose Cutanea Disseminada, caracterizada por numerosas |esdes
pequenas ndo contiguas, acneiformes, papulares, nodulares e ulceradas, distribuidas em
duas ou mais partes do corpo. E causada por L. guyanensis e L. brazliensis,
principalmente no nordeste do Brasil (Carvalho e cols., 1994; Costa e cols., 1986;
Galvao e cols., 1993; Leopoldo e cols., 2006; Turetz e cols., 2002).

A Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo é causada por trés agentes
distintos pertencentes ao subgénero Leishmania: Leishmania (L.) tropica e Leishmania
(L.) major, causadoras de Leishmaniose Cutanea antroponotica (urbana) e zoondtica
(rural), respectivamente (Handman, 2001), e Leishmania (L.) aethiopica, causadora de
L eishmaniose Cutanea ou Cuténea Difusa (Convit e cols., 1972). Além disso, € comum
observar, na regido do Suddo, a ocorréncia de lesdo mucosa pds-calazar causada por

Leishmania (Leishmania) donovani (Elamin e cols., 2008).

Resposta imune frente a Leishmania

Entre as décadas de 1980 e 1990, criou-se um paradigma para a resposta imune
contra a leishmaniose, a partir de estudos feitos com camundongos BALB/c infectados
com L. major, que estabeleciam a dependéncia da resposta protetora contra o parasito
com a presenca de células T auxiliares produtoras de IFN-y, a0 passo que a
susceptibilidade a infeccdo dependeria da producéo de IL-4 (Heinzel e cols., 1989;
Scott, 1991). Estudos posteriores feitos com L. amazonensis (Afonso & Scott, 1993;
Jones e cols., 2000; Jones e cols., 2002; Soong e cols., 1997) e L. major (Kopf e cols,,
1996) modificaram essa visao, ratificando a importancia do IFN-y nos mecanismos de
protecdo, mas mostrando que a citocina IL-4 nem sempre estaria associada com a
susceptibilidade. Nas infecgdes em murinos, L. amazonensis é capaz de causar lesdes
progressivas que levam a necrose do tecido infectado em vérias linhagens, dentre elas a
C57BL/6. Interessantemente, nesse modelo, embora 0s animais sgiam capazes de
montar uma resposta Thl, caracterizada pela producdo elevada de IFN-y, que é
importante para o controle da infeccéo por outras espécies, tais como L. brazliensise L.

major, as lesdes ndo se curam espontaneamente e se tornam crénicas (Afonso & Scott,
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1993; Maioli e cols., 2004). Variagdes nos quadros clinicos da doenca, observadas
também em humanos, sugerem a existéncia de uma diferenciac@o espécie-especifica na
capacidade de parasitos do género Leishmania causarem lesdes no hospedeiro. Tais
variagdes na viruléncia podem estar associadas, no entanto, a presenca de outros fatores,
tals como citocinas e quimiocinas, que possam ser diferencialmente produzidas em
resposta a infecgéo, beneficiando ou ndo o estabel ecimento do parasito.

Uma citocina importante na regulacéo da respostaimune, cujos efeitosjaforam
descritos em infecgdes por Leishmania, € a lL-10. Inicialmente, ao lado da IL-4, elafoi
descrita como uma citocina caracteristica de resposta tipo Th2, exibindo efeito de
inibicdo sobre a sintese de outras citocinas, principamente o IFN-y, provenientes de
clones de células Thl. Além disso, a IL-10 é capaz de inibir a atividade citotoxica de
macréfagos (Moore e cols., 1993; Mosmann, 1994). Camundongos BALB/c, que
apresentam pronunciada resposta Th2 quando infectados com L. major, exibem, na
presenca desse parasito, alta expressio de mRNA para IL-10 em céulas CD4,
enquanto quase nenhuma expressdo dessa citocina € encontrada em linfécitos T
auxiliares provenientes de camundongos C57BL/6, cujo perfil de resposta é Thi,
infectados pela mesma espécie do parasito (Heinzel e cols., 1991). A concentragdo de
IL-10 também se mostra elevada nos momentos iniciais da infeccéo de camundongos
BALB/c com L. major, auxiliando na inibicdo, dependente de IL-4 e induzida pelo
parasito, sobre a producdo de IFN-y. Esse efeito, aliado ao fato de que a adicdo de
anticorpos anti-1L-10 ndo altera o perfil Th2 de camundongos susceptiveis a L. major,
demonstra o papel da IL-10 ndo como uma citocina Th2, mas como imunorreguladora
(Chatelain e cols., 1999).

A 1L-12 é uma citocina produzida por fagocitos mononucleares, neutrofilos e
células dendriticas. Suas principais fun¢des so o estimulo da diferenciacdo de células T
CD4" para o tipo Thi, ativagio e indugdo da producdo de IFN-y por céulas “natural
killer” (NK) e pelas células Thl, e aumento da atividade citolitica de células NK e de
linfocitos T CD8" (Trinchieri, 2003). Sua importancia em infecgbes por Leishmania
vem sendo descrita na literatura (Mattner e cols., 1997; Park e cols., 2002; Jones e cols.,
2000). A 1L-12 produzida por células dendriticas infectadas pelo parasito é capaz de
diferenciar linfécitos T CD4" em células produtoras de IFN-y nos linfonodos drenantes

do sitio de infeccdo. Essas Ultimas migram para o local da infeccdo, num processo
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conhecido como hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), e o IFN-y produzido por elas e
pelas células NK, juntamente com a ligacdo de moléculas co-estimulantes, ativam os
macréfagos infectados. Estes passam a produzir TNF-a, citocina inflamatéria que, de
maneira autécrina, participa da ativacéo dessas células (Chakour e cols., 2003; Liew e
cols.,, 1990). Os macrofagos ativados, finalmente, passam a produzir radicais de
oxigénio e éxido nitrico (NO), que sdo substancias com propriedades |eishmanicidas
(Bogdan e cols., 2000). Em humanos, a acdo de radicais de oxigénio é o principal
mecanismo de eliminacdo da Leishmania pelos macréfagos, mas ndo se descarta a
possibilidade do envolvimento do NO, que é a principa molécula com atividade
leishmanicida em murinos (Mossalayi e cols., 1999). O NO é resultado da conversao de
L-arginina e oxigénio molecular pela agdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel
(INOS), num processo ativado por citocinas e estimulos imunoldgicos. A producéo de
NO éinibida pelas citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-[3 (Bogdan e cols., 2000).

Tanto 0 processo de ativagdo e diferenciacdo de linfocitos nos linfonodos
quanto a DTH sdo altamente dependentes da migracdo de células do sistema imune.
Essa migracdo ocorre devido a presenca de um gradiente de quimiocinas nos 6rgaos-
alvo e da expressdo de receptores dessas moléculas na superficie das células envolvidas
NO Processo gue, ao circularem, encontram-se com as regides de maior concentracdo das
guimiocinas correspondentes, ali se estabelecendo. As quimiocinas CCL2 e CCL5 estéo
envolvidas na diferenciacéo de linfécitos T, recrutamento de leucdcitos para o sitio de
infeccdo e ativacdo da atividade leishmanicida de macréfagos, e suas expressdes se
mostram diminuidas nos linfonodos de camundongos C57BL/6 infectados por L.
amazonensis em relagdo aos dos infectados por L. major (Ji e cols., 2003). A
guimiocina CXCL10 est4 envolvida na quimiotaxia de células Thl (Panzer e cols,,
2006). A expressdo dessas quimiocinas e de seus receptores €, portanto, de vita
importancia para a montagem de uma resposta adegquada contra infecgbes por

Leishmania.
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Efeitos do trifosfato de adenosina (ATP) e seus metabdlitos na resposta imune:

importancia das nucleotidases

O ATP € uma molécula de grande importancia para o funcionamento da célula,
principalmente no processo de armazenamento de energia. Além disso, quando em
concentragcoes elevadas no meio extracelular, como resultado de injaria ou estimulo de
células por acdo de patdgenos, o ATP pode ser interpretado como um “sinal de perigo”
einiciar umaresposta inflamatoria caracterizada pela secrecdo de diversas citocinas, tais
como IFN-y, IL-12 e TNF (la Saa e cols., 2003; Langston e cols., 2003). Seus efeitos
dependem da dose, do tempo de exposicéo e do tipo de célula envolvida (Di Virgilio F.,
2007), e sdo controlados pela acdo das enzimas ectonucleosideo 5’-trifosfato
difosfohidrolase — E-NTPDase ou apirase (CD39 em humanos) e 5’ -nucleotidase (CD73
em humanos), que agem sobre o ATP e seus produtos de degradac&o, reduzindo sua
concentragdo no meio e culminando na producéo de adenosina. Esta, por suavez, possui
efeitos contrérios aos do ATP na resposta imune, resultantes da ativacdo de receptores
purinérgicos dafamilia P1.

As apirases sdo enzimas que se caracterizam pela capacidade de hidrolisar
tanto ATP quanto difosfato de adenosina (ADP), produzindo monofosfato de adenosina
(AMP), de uma maneira dependente da concentracdo de fons bivalentes (Ca?* ou Mg?")
no meio. Elas pertencem a familia das E-NTPDases, cujos componentes também
incluem as ATPases e as ADPases, que hidrolissm ATP ou ADP, respectivamente
(Plesner, 1995; Zimmermann, 2000). Os genes dessa familia sdo expressos ndo somente
nos vertebrados, mas também em invertebrados, plantas, leveduras e protozodrios,
dentre eles L. amazonensis (Pinheiro e cols., 2006) e T. cruzi (Meyer-Fernandes e cols.,
2004). Todos os seus membros compartilham cinco dominios de seqiiéncias atamente
conservadas (regifes conservadas de apirase) que, presumivelmente, sdo de maior
relevancia para sua atividade catalitica e compartilham um ancestral comum ao das
actina quinases /HSP70. Seus membros podem ser separados em dois grupos, de acordo
com sua topografia de inser¢do na membrana (Fig. 1). Membros do primeiro grupo
incluem as E-NTPDases 1 a 4, e sdo caracterizadas por terem um dominio trans-
membrana nos terminais N e C. O segundo grupo inclui as NTPDases 5 e 6, das quais

somente a NTPDaseb ja foi expressa e caracterizada. Esse grupo se caracteriza por seus
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membros ndo possuirem o dominio hidrofébico C-terminal e pela susceptibilidade a
clivagem na sequéncia hidrofébica da regido N-terminal da NTPDase5, resultando na

forma soltvel da enzima (Zimmermann, 2000).

E-NTPDase family

Put.
NTPDase1 MNTPDaze2 NTPDaze3 (Ecto- NTPDazed NTPDases NTPDases
(Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, {UDPasa) (CD39L4) O0H  (CD38L2)
CDag) CO¥aL1) CD3sL3) ook COOH

72
H
OOH cooH MH; COOH " MH;
MNTP — NMP +2Pi NTP -+ NDP+PFi  NTP—+MHDP+Pi UDP - UMP+PF  MDP — NMP +Fi M.d.

NDP — NMP + Pi [NOP -+ NMP +Pi]  NDP —» NMP +Pi UTP —» UDP + Pi
(ATR:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP = 1:0.03)  (ATF:ADF = 1:0.3)

Fig. 1. Topografia de membrana e propriedades cataliticas dos membros da familia das E-
NTPDases. As enzimas podem ocorrer como homomultimeros. A NTPDase5 ocorre como proteina
soltvel (seta). Da forma putativa da NTPDase6, somente a estrutura priméria € conhecida. A
nomenclatura previamente usada é apresentada em parénteses (Zimmermann, 2000).

As 5" -nucleotidases sdo enzimas capazes de hidrolisar 5’ -nucleotideos, agindo
sobre o fosfato esterificado no carbono 5 de porgdes ribose e desoxirribose das
mol écul as desses nucleotideos. Ao agirem sobre o AMP, contribuem para a cascata que
hidrolisa o ATP completamente até adenosina. A atividade dessas enzimas foi
inicialmente descrita nos muscul os esquel ético e cardiaco ha 60 anos. Sua atividade ja
foi descrita em bactérias e células vegetais e a enzima esta também amplamente
distribuida nos tecidos de vertebrados. Assim como as apirases, essas enzimas Sao
encontradas na forma solGvel ou inseridas em membranas (Fig. 2). Além de agir sobre
mononucleotideos purinicos e pirimidicos, elas apresentam atividade sobre 5'-
dinucleotideos, 5’ -trinucleotideos ou, até mesmo, sobre nucleotideos complexos como
UDP-glicose ou dinucleotideos de flavina adenina (FAD) (Zimmermann, 1992). A
estrutura priméria das 5’ -nucleotidases foi determinada inicialmente para as enzimas de
mamiferos (Misumi e cols., 1990a; Misumi e cols., 1990b). A proteina madura consiste
de 548 aminoécidos com uma massa molecular de, aproximadamente, 61 kDa. Ela

possui uma regido N-terminal (peptideo sinal) e uma regido C-terminal com uma
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extensdo de residuos de aminoécidos ndo carregados e hidrofébicos que sdo
presumivelmente substituidos por uma ancora de glicosil fosfatidilinositol (GPI) ligada
a Ser-523 (Ogata e cols., 1990). As 5 -nucleotidases de animais sdo agrupadas de
acordo com sua localizacdo celular e propriedades cinéticas em quatro formas. ligada a
membrana (ecto-5'-nucleotidase, e-N) e trés formas sollveis. 1 — derivada da 5'-
nucleotidase ancorada a GPl, de localizagdo extracelular (e-Ng); 2 — forma solavel
citosolica com afinidade diferencial para AMP (5’ -nuclectidase-I citoplasmatica, c-N-1);
e 3 - forma sollvel citosdlica com afinidade diferencial para monofosfato de inosina
(IMP) — (5 -nuclectidase-1l citoplasmética, c-N-I1). As formas ligadas & membrana se
apresentam dimerizadas por pontes de dissulfeto e as formas solUveis podem se
apresentar sob a forma de dimeros ou tetrdmeros (Fig. 2). Aproximadamente todos os
estudos estruturais relacionados com essas enzimas foram derivados de vertebrados e,
dentro desse grupo, as caracteristicas gerais de cada forma da enzima sdo aparentemente
constantes (Zimmermann, 1992). As atividades dessas enzimas j& foram detectadas em
protozoarios, dentre eles Leishmania donovani (Gottlieb & Dwyer, 1983) e
Trichomonas vaginalis (Tasca e cols., 2003). Além disso, a adenosina produzida pela
sua atividade sobre o AMP participa como agente cardioprotetor em infecces agudas
por T. cruzi (Fretes e cols., 1999) ou como controladora de derrame vascular induzido
por hipdxiaem camundongos (Thompson e coals., 2004).

A sdiva de flebotomineos, além de possuir substancias importantes para
facilitar o repasto sanguiineo, como o maxadilan, um potente vasodilatador presente na
saliva de Lutzomyia longipalpis que tem efeitos sobre o sistema imune do hospedeiro
(Rogers & Titus, 2003), é capaz, também, de potencializar atransmissao de Leishmania.
A presenca de apirase e da forma secretada da 5-nucleotidase, além da enzima
adenosina deaminase (ADA), que converte adenosina em inosina e possui acdo
potencializadora na sensibilidade de receptores A1 a adenosina, também jafoi detectada
na saliva desses insetos transmissores de |eishmaniose no Novo Mundo (Ribeiro e cols.,
2000; Charlab e cols., 2000). Por sua vez, a sdliva de Phlebotomus papatasi, inseto
transmissor de leishmaniose no Velho Mundo, a despeito da auséncia de maxadilan,
apresenta grandes quantidades de adenosina e 5-AMP, substéncias de acdo
vasodilatadora e inibidoras da agregacéo plaquetaria, cuja presenca ndo foi relatada na

saliva de Lu. longipalpis (Ribeiro e cols, 1999). A presenca de apirases, 5'-
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nucleotidases ou da prépria adenosina na saliva desses insetos leva a crer, portanto,
numa interacdo entre a saliva e o parasito no inicio do processo infeccioso, culminando

no favorecimento da infeccdo como decorréncia dos efeitos moduladores da adenosina
na resposta imune.

Membrane-bound : dimer

NH, NH,
HNK-1 HNK-1
Ser-523 Ser-6523
i P ) P
Glycan Glycan
Soluble : dimer tetramer

Fig. 2. Modelo molecular da ecto-5' -nucleotidase e de seus derivados solGiveis (Zimmermann,
1992).
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Asfamilias de purinor eceptores

O ATP extracdlular e seus metabdlitos sdo reconhecidos por receptores
purinérgicos presentes na superficie de diversas células. Existem duas familias desses
receptores — P1 e P2 — cujos membros sdo ativados pela adenosina e por ATP/ADP,
respectivamente (Burnstock, 2007).

As agles da adenosina sd mediadas pela ativacdo de quatro subtipos de
receptores conhecidos (A1, Aza, Az € Ag), pertencentes a familia P1 de receptores
purinérgicos que, por sua vez, s80 membros de uma superfamilia de receptores
compostos por sete regides transmembrana (Fig. 3A) e acoplados a proteina G (GPCR)
(Fredholm e cols, 1994). Esses receptores se caracterizam por apresentarem
distribuicdo tecidua e perfil farmacologico bastante peculiares, sendo capazes de
participar da regulagdo das respostas imune e inflamatoria em tecidos injuriados,
desempenhando um papel crucia nos efeitos benéficos induzidos pela adenosina,
principal mente nos casos de exacerbaco dessas respostas (Jacobson & Gao, 2006). Os
receptores A, funcionam como se fossem sensores de atividade pré-inflamatoria e agem
como bloqueadores do excesso de resposta imune. A ligacdo da adenosina aos
receptores A, € Aos (acoplados a proteina G — familia Gs) leva ao aumento dos niveis
de AMP ciclico (AMPc) intracelular pela ativagdo da enzima adenilato ciclase, inibindo
a atividade imune da célula (Raskovalova e coals., 2005). Interessantemente, o receptor
Aoa possui dta afinidade por adenosina, ao contrario do receptor de baixa afinidade
A2g, 0 que nos leva a crer que eles podem ser recrutados sequiencialmente, dependendo
do acimulo de adenosina no meio. I1sso pode permitir um incremento gradua do sinal
inibitério, permitindo, também, sob algumas circunstancias, uma inibicdo parcia da
resposta imune sem interromper totalmente, por exemplo, o processo de destruicdo de
um patdgeno (Sitkovsky & Ohta, 2005). Esse efeito regulador se da principalmente pela
inibicdo da producéo de IFN-y, IL-12 e TNF-a (Lappas e cols., 2005; Hasko e cols.,
2000; Kreckler e cols., 2006) e aumento da producéo de IL-10 (Panther e cols., 2003)
por células envolvidas na resposta imune. A sinadizagdo da adenosina via acoplamento
dos receptores Aon € Az com a proteina Gs € contrabalangada pela sinalizagdo
resultante do acoplamento dos receptores A; e Az com a proteina Gi, o que inibe a

adenilato ciclase e leva a diminuicdo dos niveis de AMPc, garantindo outro nivel de
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controle para prevenir, por exemplo, a inibicéo prematura das células do sistemaimune
pelos receptores A, (Abbracchio & Ceruti, 2007; Sitkovsky & Ohta, 2005). Além disso,
a adenosina pode agir tanto em receptores Az quanto Az inibindo a capacidade
migratoria de células dendriticas pela inibicdo da expressdo de moléculas envolvidas
nesse processo, tais como CCR5 e CCL 19, sem afetar a maturacao dessas células (Hofer
e cals., 2003).

Os receptores P2 se dividem, com base na sua estrutura molecular e nos
mecanismos de transmissdo de sinais, em duas subfamilias; P2X, associados a canais
ibnicos (Fig. 3B), e P2Y, receptores de sete dominios trans-membrana (Fig. 3C),
acoplados a proteina G. Atualmente, sete subtipos de receptores P2X e oito de P2Y sdo
conhecidos, incluindo receptores que sdo sensiveis tanto a purinas quanto a pirimidinas
(North, 2002; Ralevic & Burnstock, 1998; Abbracchio e cols., 2006). A ativacéo dos
diferentes tipos desses receptores da inicio a vias de sinaliza¢do que levam a regulagdo
da ativagdo de fatores de transcricdo, tais como: fator nuclear kB (NF-«xB), proteina
ativadora 1 (AP-1), fator nuclear de células T ativadas (NFAT), proteina de ligacdo
CRE (CREB) e transmissor de sina e ativador de transcricdo (STAT), cujos efeitos
estdo relacionados com a producdo de vérias citocinas por células do sistema imune
(Armstrong e cols., 2007).

Os receptores P2X medeiam a répida e ndo seletiva passagem de cétions (Na',
K* e C&") através da membrana plasmética, resultando numa elevacdo do Ca®*
intracelular e despolarizacéo (Bean, 1992). Eles podem se apresentar sob a forma
homomeérica (P2X1, P2X,, P2X3, P2X4, P2Xs, P2X7) ou heteromérica (P2X,/P2X3,
P2X 4/P2Xe, P2X1/P2Xs) (North & Surprenant, 2000) e estéo distribuidos amplamente
em diferentes células do organismo de mamiferos, tais como células musculares,
plaguetas e neurdnios. Dentre os principais efeitos fisiol 6gicos provenientes da ativacéo
de receptores P2X, a contribuicéo dos receptores P2X;, sob estimulo de ATP, para o
processo de agregacdo plaquetaria em humanos, vem sendo evidenciada (Mahaut-Smith
e cols., 2000). O subtipo P2X; esta associado a células do sistema imune (mastocitos,
linfécitos, macréfagos e células de Langerhans) e células do pancreas (Burnstock, 2007;
Surprenant e cols.,, 1996). Além disso, ele € um subtipo de receptor P2X com
caracteristicas bastante peculiares. Além de possuir os dois dominios trans-membrana

proprios dos receptores P2X, distingue-se dos demais receptores dessa subfamilia por
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promover, sob ativacdo prolongada, a formagdo de grandes poros na membrana da
célula que levam alise celular, lembrando outro tipo de receptor, o P2Z (Vaera e cols.,,
1994; MacKenzie e cols., 1999; Soto e cols., 1997; Donnelly-Roberts & Jarvis, 2007).
Sua ativacdo medeia os efeitos ativadores de atas doses de ATP em células da
imunidade inata (Kusner & Barton, 2001; Aga e cols., 2002). Esses receptores estdo
presentes em monocitos e so responsaveis, por intermédio da indugdo da translocacdo
de NF-«xB, pela producéo de IL1-[3, citocina importante para uma variedade de
atividades imunol égicas e para a ativagao do processo inflamatorio (Aga e cols., 2002;
Dinarello, 1996; Ferrari e cols., 2006).

Os receptores P2Y estéo presentes na superficie de quase todas as células (von
Kugelgen, 2005). Até o momento, existem oito subtipos desses receptores descritos na
literatura: P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ye, P2Y11, P2Y 12, P2Y13 € P2Y14. Os subtipos de
nimeros sequienciais ndo relacionados correspondem tanto a receptores ortélogos de
ndo mamiferos quanto agueles que possuem alguma homologia com a seguéncia de
receptores P2Y, mas sem nenhuma evidéncia funcional de resposta ao estimulo por
nucleotideos. Esses receptores podem ser subdivididos em receptores preferenciais para
nucleotideos de adenina — que respondem principalmente a ADP e ATP (P2Y 1, P2Y 12 €
P2Y 13 de humanos e ratos e P2Y;; de humanos), receptores preferenciais para
nucleotideos de uracila — que respondem principalmente a UDP e UTP (P2Y,4 e P2Y¢
humanos), e receptores P2Y , de humanos e ratos e P2Y , de ratos, classificados como de
seletividade mista (Abbracchio e cols., 2006; Abbracchio e cols., 2003). Dentre esses
subtipos, aqueles importantes para a farmacoterapia incluem os receptores P2Y; e
P2Y 12, que estéo envolvidos no processo de agregacao plaquetaria quando ativados por
ADP (Barnard & Simon, 2001; Dorsam & Kunapuli, 2004; Hechler e coals., 2005) e os
receptores P2Y 2, que estdo envolvidos no tratamento de pacientes com fibrose cistica
(Kunzelmann & Mall, 2003). O ATP extracelular também exerce propriedades
imunoestimulantes por intermédio da ativacéo de receptores P2Y, conforme descrito na
literatura: baixas doses de metiltio-ATP (MeS-ATP), um agonista parcial desses
receptores, estimula diretamente a transcricdo de mRNA para a enzima iNOS e a
traducdo desse RNA para a proteina ativa em macrofagos alveolares de ratos
(Greenberg e cols., 1997); gama-tio-ATP (ATPyS), um andlogo do ATP ativo sobre

receptores P2Y1;, induz maturacdo/diferenciacdo de células dendriticas humanas e
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potencializa a producdo de IL-12 por células dendriticas estimuladas por TNF-a
(Schnurr e cals., 2000; Wilkin e cols., 2001); e o ATP liberado por células danificadas
ou debilitadas metabolicamente induz oscilages de fons Ca?* e expressdo de IL-6 pela
ativacdo de receptores P2Y , (Hanley e cols., 2004).

Agonist & antagonist
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Fig. 3. Receptores de membrana para ATP extracelular e adenosina. Representacdo esquemética
das familias de receptores (A) P1, (B) P2X e (C) P2Y (Burnstock, 2007).

Fatoresdeviruléncia em Leishmania

Parasitos do género Leishmania expressam mol écul as capazes de fazé-lo evadir
a resposta imune montada pelo hospedeiro, facilitando o desenvolvimento do processo
infeccioso. Algumas dessas moléculas, conhecidas como fatores de viruléncia, vém

sendo amplamente discutidas na literatura. Dentre elas, pode-se citar a proteina
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homdloga de Leishmania de receptores de proteina quinase C ativada (LACK), o
lipofosfoglicano (LPG), a glicoproteina gp63 e as cisteino-peptidases.

A proteina LACK tem um papel importante na imunopatogénese da infeccéo
experimental por L. major. Ela se localiza proxima ao cinetoplasto no citoplasma
celular, provavelmente ligada a complexos multiproteicos (incluindo isoformas de
proteina quinase C citoplasméticas), mas ndo a estruturas de membrana, e apresenta alto
grau de homologia entre as diferentes espécies do parasito (Gonzalez-Aseguinolaza e
cols., 1999; Mougneau e cols., 1995). Sua versdo reduzida de 24 kDa (aminoacidos
143-312) possui um epitopo imunodominante (aminoacidos 156-173) que ativa
restritamente linfocitos T CD4" com receptor de célula T (TCR) VB4, Va8 produtores
de IL-4, que se expandem inicialmente apds infeccdo natural por L. major em
camundongos BALB/c, tornando-os altamente susceptiveis a infeccdo por esse parasito
(Launois e cols., 1997).

O LPG é um dlicolipideo presente na superficie celular de formas
promastigotas de Leishmania que possui atividade inibitdria sobre a agéo de mondcitos
por bloguear sua adesdo endotelial e migracdo transendotelial, como resultado da
ateracdo da expressdo de moléculas de adesdo juncional, da modulacdo de proteinas
juncionais intercelulares e da sintese de proteina quimiotética para mondcitos (M CP-1)
(Lo ecols., 1998). Essa molécula e a gp63 - uma metal oprotease de zinco abundante na
superficie de promastigotas — sdo capazes de se ligar a receptores de Complemento,
facilitando a fagocitose e aumentando a sobrevivéncia das amastigotas no interior dos
macréfagos (Brittingham & Mosser, 1996; Handman & Bullen, 2002). Além disso, o
LPG também garante resisténcia das formas promastigotas a lise pelo Complemento
humano — pelo impedimento da ligacdo do complexo de ataque a membrana (MAC) a
superficie celular — e & agdo de agentes oxidantes (Spath e cols., 2003).

A susceptibilidade de camundongos BALB/c a infeccdo por L. major esta
relacionada com a acdo de fatores de viruléncia, como a proteina LACK ou o LPG. Por
outro lado, sua susceptibilidade a infeccdo por L. mexicana parece ser independente
desses fatores (Torrentera e cols., 2001; I1g, 2000). Trabahos feitos com camundongos
BALB/c infectados com formas amastigotas de L. mexicana deficientes em cisteino-
proteinase B (CPB) tém, por sua vez, apontado essa enzima como um importante fator

de viruléncia para essa espécie de Leishmania, ja que, na sua auséncia, a capacidade
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desses parasitos causarem lesdo nessa cepa de camundongos foi reduzida. Os efeitos
dessa enzima se devem a sua capacidade de inducéo de producdo de IL-4, levando a
uma resposta do tipo Th2 nesses animais (Alexander e cols., 1998; Denise e cols.,
2003). Essa enzima estd, também, associada a viruléncia de L. mexicana em
camundongos C3H ou C57BL/6 susceptiveis a infecgdo por L. major, mas, dessa vez,
devido a inibicdo da montagem de uma resposta Thl, ao invés da inducéo de Th2
(Buxbaum e cols., 2003).

As constatagdes evidenciadas acima demonstram a importancia da existéncia
de determinadas moléculas que, justamente por serem necessarias para garantir a
infecc@o, passam a ser imprescindivels para o delineamento de estratégias de controle
da mesma. Além disso, se destaca a especificidade dessas moléculas ou fatores de
viruléncia, ja que diferentes espécies de parasitos podem ter sua viruléncia afetada de

maneira diferente frente & presenca de cada um desses fatores.

Leishmania e a sintese de nucleotideos purinicos

Parasitos do género Leishmania, assim como outros tripanosomatideos, ndo séo
capazes de redlizar a sintese “de novo” de nucleotideos purinicos. Para satisfazer sua
demanda desses nucleotideos, eles necessitam utilizar da via de salvagéo de purinas pré-
formadas no meio extracelular e interiorizar essas moléculas, transportando-as através
de sua membrana plasmética (Marr e cols.,, 1978). Enzimas expressas por esses
parasitos, dentre elas as ecto-nucleotidases, podem quebrar o ATP extracelular, gerando
0 metabdlito adenosina, que é internalizado (Gordon, 1986). A presenca dessas enzimas
ja foi descrita para diferentes parasitos, incluindo: Toxoplasma gondii (Asa e cols.,,
1995), Trypanosoma cruz (Fietto e cols., 2002; Bisaggio e cols., 2003), Tritrichomonas
foetus (Jesus e cols., 2002), Entamoeba histolytica (Barros e cols., 2000) e Leishmania
tropica (Meyer-Fernandes e cols., 1997). Em muitos casos a atividade de E-NTPDases
tem sido correlacionada com a viruléncia de diferentes espécies de parasitos (Asai e
cols.,, 1995; de Jesus e cols.,, 2002; Gounaris, 2002; Tasca e cols., 2005), agindo,
provavel mente, como um mecanismo de protegdo contra os efeitos citoliticos do ATP
extracelular (Steinberg & Di Virgilio, 1991) ou aumentando a adesdo dos parasitos a

célula hospedeira (Meyer-Fernandes, 2002). I nteressantemente, outros estudos mostram
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que promastigotas de L. amazonensis exibem tanto atividade ecto-ATPasica quanto 5'-
ectonucleotidasica (Berredo-Pinho e cols., 2001; Coimbra e cols., 2002; Maioli e cols.,
2004) e sugerem a participagdo das enzimas envolvidas ndo sb no processo de obtencéo

de adenosina, mas, também, na viruléncia do parasito.

Justificativa

A procura de fatores parasitérios especificos que possam ser considerados
como marcadores de viruléncia é de extrema importancia para o desenvolvimento de
estratégias relativas ao controle de parasitoses. As variagdes nos quadros clinicos da
leishmaniose, observadas tanto no modelo humano quanto no murino, sugerem a
existéncia de uma diferenciacéo, dependente da espécie do parasito, na sua capacidade
de causar lesdes no hospedeiro. A determinagéo de fatores que diferenciam as espécies
de Leishmania quanto a sua viruléncia se faz, entdo, importante para que se descubram
0S mecanismos pelos quais esses parasitos possam causar maiores danos aos seus
hospedeiros, possibilitando a descoberta de novas ferramentas de potencial terapéutico
contra as |ei shmanioses.

Nesse estudo, nossa hipotese se baseia na participacéo de componentes da via de
metabolismo de ATP, tais como o préprio ATP, a adenosina ou enzimas envolvidas no
processo, como elementos associados com a viruléncia de parasitos do género
Leishmania. Para confirmar hipétese, iniciamente foi feita uma andise
comparativa da capacidade de hidrélise de nucleotideos de adenina de formas
metaciclicas e prociclicas de espécies desse parasito com diferentes graus de viruléncia
em camundongos (L. brazliensis, L. major e L. amazonensis).

Devido a participagao das apirases na via de metabolismo do ATP e a suaampla
distribuicdo em diferentes espécies de parasitos, avaliou-se, também, a expressdo dessas
enzimas, tanto em nivel genético (presenca de DNA e RNA) quanto em nivel protéico,
por formas metaciclicas das trés espécies de Leishmania estudadas.

Ao lado de seu papel no metabolismo do parasito, a adenosina produzida pela
acao de ecto-nucleotidases pode também influenciar no estabel ecimento de infeccdo por
Leishmania devido a seus efeitos imunomoduladores. Para verificar essa hipotese,

avaliou-se, por meio do acompanhamento do tamanho de lesdo, parasitismo e producdo

30



I ntroducéo

de citocinas, o resultado da acdo dessa substéncia no inicio da infecgdo por L.
braziliensis, ja que o prognéstico da doenca € dependente desses momentos iniciais,
guando o parasito se estabelece (Chatelain e cols., 1992; Scott, 1991).

De modo semelhante, a participacdo do ATP foi avaliada em infecgdo por L.
amazonensis na presenca de suramina, um inibidor de atividade ecto-ATPasica,

utilizado com o intuito de se desfavorecer o estabelecimento da infeccdo pela
manutencdo de niveis mais altos de ATP extracelular.
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Objetivo geral

Avdiar a participacdo de componentes da via de metabolismo extracelular de

ATP nainfecgdo por parasitos do género Leishmania com distintos niveis de viruléncia.

Objetivos especificos

1

Comparar a capacidade de hidrdlise de nucleotideos por formas promastigotas de L.
braziliensis, L. amazonensis e L. major, espécies de Leishmania com diferentes
graus de viruléncia;

Comparar os padrfes de expressdo de nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 11
(NTPDase Il) por formas promastigotas metaciclicas de L. brazliensis, L.
amazonensis e L. major aos niveis de DNA, RNA mensageiro (MRNA) e proteinas
utilizando as técnicas de reacdo da polimerase em cadeia (PCR), transcricdo reversa
seguida por PCR (RT-PCR) e “Western blotting”, respectivamente;

Verificar o efeito da adenosina na infecgdo de camundongos C57BL/6 por L.
braziliensis, acompanhando o desenvolvimento das lesGes e avadiando o
parasitismo nas patas, histologia das lesdes e a producédo de citocinas (IFN-y, IL-4,
IL-10 e TNF) por células de linfonodo;

Avdiar o efeito da administracéo de MRS 1754 (antagonista de receptores Azs de
adenosind) na infeccdo de camundongos C57BL/6 por L. brazlienss,
acompanhando o desenvolvimento das lesdes e avaliando o parasitismo na pata e a
producéo de citocinas (IFN-y e IL-10) por esplendcitos e células de linfonodo;
Avdiar o efeito da suramina (inibidor de ecto-ATPase) na infeccdo de
camundongos C57BL/6 por L. amazonensis, acompanhando o desenvolvimento de
lesdo e avaliando o parasitismo na pata e a producéo de citocinas (IFN-y e TNF)

por esplendcitos e células de linfonodo.
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Animal experimental

Camundongos C57BL/6 fémeas de 4 a 8 semanas de idade foram obtidos e
manuseados no Biotério Central - NUPEB/UFOP, Ouro Preto, onde receberam éagua e
alimento ad libidum.

Parasitos

Cepas de L. brazlienss (MHOM/BR/75/M2903), L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) e L. major (MHOM/IL/80/Friedlin) foram cultivadas em meio de
Grace (GIBCO BRL, Grand Island, N.Y., USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (SFB; Cripion, Andradina, SP, Brazil), L-glutamina 2 mM (GIBCO
BRL) e penicilinaG 100 U/mL (USB Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 6,5, a 26
°C. Promastigotas metaciclicas foram obtidas por centrifugagdo, em gradiente de
Ficoll® 400 (Amersham Biosciences do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brazil), dos parasitos
provenientes de cultura em fina de fase logaritmica de crescimento (dia 5).
Resumidamente, os parasitos foram lavados duas vezes com NaCl 0,9%, o precipitado
foi ressuspendido em meio DMEM (GIBCO BRL) ou RPMI (SIGMA, St. Louis, MO,
USA), pH 7,2 e sobreposto em Ficoll 10%. Esta preparacdo foi centrifugada a 1.070 x
g/25 °C/15 min, a suspensdo de metaciclicas no Ficoll 10% foi retirada e os parasitos
foram lavados duas vezes com NaCl 0,9% para a utilizagdo em testes de atividade
enzimética ou salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2 para os experimentos de
infeccdo (Spath & Beverley, 2001) - adaptado. O sedimentado a partir desta
centrifugacdo, que contém parasitos mortos e prociclicos, foi lavado duas vezes com
NaCl 0,9% e ressuspendido em 4 mL de Percoll® 45% (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden). Esta suspensdo foi adicionada sobre 1,8 mL de Percoll 90%,
sobreposta por 2,0 mL de Percoll 25% e centrifugada a 3.310 x g/4 °C/78 min (Ahmed e
cols., 2003). As promastigotas prociclicas foram obtidas do anel formado entre as
colunas de Percoll 45% e 90% e lavadas duas vezes com NaCl 0,9% para a utilizacdo

nos testes de atividade enzimética.
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Antigenos

Os antigenos de Leishmania foram obtidos de culturas de promastigotas em
final de fase logaritmica de crescimento, que foram lavadas duas vezes em PBS, pH 7,2.
Os sedimentos obtidos foram submetidos a sete ciclos de resfriamento em nitrogénio
liquido intercalados por aquecimento a 37 °C. As preparacOes foram observadas ao
microscopio para se verificar a presenca de parasitos intactos (Afonso & Scott, 1993). A
concentracdo de proteinas das preparacOes foi determinada pelo método de Lowry
(Lowry e cols., 1951) e gustada para 1 mg/mL em proteinas. O antigeno preparado foi
aliquotado, armazenado em “freezer” a - 70 °C e descongelado imediatamente antes de

sua utilizacgo.

Infecgcdo

Camundongos C57BL/6 foram inoculados na base da pata esquerda com 1,0 x
10°> promastigotas metaciclicas somente ou associadas a adenosina (SIGMA) na
concentragdo de 50 uM, suramina 200 uM (SIGMA) ou MRS 1754 50 uM (SIGMA),
em volume de 50 pL por indculo. Para os experimentos de inducdo de aumento da
hidrolise de AMP com molibdato de am6nio, as formas metaciclicas utilizadas nos
inoculos foram obtidas de culturas tratadas com 5 nmol deste sal por mL de cultura,
adicionados diariamente durante 5 dias. O desenvolvimento de lesdo foi acompanhado
por medidas semanais utilizando um micrémetro (modelo 1015MA; L.S. Starret Co.,
Itu, SP, Brasil). Os resultados foram expressos como a diferenca entre as medidas das

patas infectadas e as das n&o infectadas (Afonso & Scott, 1993).

Avaliagdo da carga parasitaria

O numero de parasitos nas lesdes de pata foi estimado pela técnica de diluicdo
limitante (Afonso & Scott, 1993). Os animais foram sacrificados e a lesdo tota foi
removida e macerada em meio de Grace, pH 6,5 em macerador de vidro. O detrito
tecidual foi removido por centrifugagdo a 50 x g/4 °C/1 min e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e centrifugado a 1.540 x g/4 °C/15 min. O precipitado foi
ressuspendido em 0,5 mL de meio de Grace suplementado com 10 % de SFB inativado,
L-glutamina 2 mM e penicilina G 100 U/mL, pH 6,5. A suspensdo de parasitos foi
submetida a uma diluicdo seriada (1:10) em duplicata para um volume final de 180 uL
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em placa de 96 pocos. As ponteiras foram substituidas apés cada diluicdo. As placas
foram incubadas por 15 dias a 26 °C e examinadas a0 microscopio invertido para
observar a presenca de parasitos. Os resultados foram expressos como - log do titulo de

parasitos correspondente a Ultima diluicdo na qual os parasitos foram detectados.

Analise da producéo de citocinas

Células de linfonodo e baco foram estimuladas in vitro com antigeno
particulado homdlogo de Leishmania. Apds 24 e 72 h de cultura os sobrenadantes foram
coletados e as dosagens de TNF (24 h) foram realizadas por ensaio biolégico (Lattime e
cols.,, 1988) e IFN-y (72 h) e IL-10 realizadas por ELISA de captura (Chatelain e cols.,
1992; Scott, 1991).

Para a dosagem de IFN-y, placas de fundo chato de 96 pocos foram cobertas
com o anticorpo monoclonal R46A2 (obtido em nosso laboratério), na concentracdo de
1,0 pg/mL. Para o reconhecimento do IFN-y ligado a0 R46A2 foi utilizado soro
policlonal de coelho anti-IFN-y murino e como conjugado foi utilizado o anticorpo anti-
IgG de coelho marcado com peroxidase (ZYMED LABORATORIES, Inc. - So, San
Francisco, CA, USA). A reacéo da peroxidase com cromoforo &cido 2,2’ - bis-azino (3-
etilbenzil-thiazol-6-sulfénico) (ABTS - SIGMA) e H,0, 30% V/V foi interrompida com
SDS 1% e a leitura da intensidade de cor foi realizada pelo leitor Emax Molecular
Devices (MOLECULAR DEVICES CORPORATION — Sunnyvale - Caifornia- USA).
Os dados foram analisados pelo programa SOFTmax® PRO 4.0 - Life Sciences Edition,
sob comprimento de onda de 405 nm, e a curva padréo foi submetida a regresséo linear.
Como padrdo, foi utilizado o interferon gama recombinante (rIFN-y) murino (R&D
Systems Inc. - Mineapolis, MN, USA) na concentracdo inicial de 1 ng/mL. O limite
minimo de deteccdo foi de 0,0156 ng/mL.

Para a dosagem de IL-10, foi utilizado o kit ELISA para IL-10 murino
(PEPROTECH - Rocky Hill — NJ — USA). O limite minimo de deteccéo foi de 62,5
pg/mL.

Para a dosagem de TNF, amostras de sobrenadante de cultura foram coletadas
em condi¢des de esterilidade e, em duplicata, foram diluidas em meio WEHI (RPMI,
pH 7,2 acrescido de 10% de SFB previamente inativado a 56°C/30 min, 2 mM de L-
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glutamina, penicilina G (100 U/mL) e 1 mL de solucdo de aminoécidos ndo essenciais
cem vezes concentrada (890 mg/mL de L-alanina, 1320 mg/mL de L-asparagina, 1330
mg/mL de L-&cido aspartico, 1470 mg/mL de L-&cido glutdmico, 750 mg/mL de L-
glicina, 1150 mg/mL de L-prolina e 1050 mg/mL de L-serina) em placa de fundo chato
de 96 pocos. Para esta diluicdo foram utilizados, em duplicata, 35 puL da amostra diluida
em 100 uL de meio WEHI, pH 7,2 no primeiro poco (diluicdo 1:4) e 35 uL da dilui¢éo
do primeiro po¢o em 100 puL de meio WEHI, pH 7,2 no segundo poco (diluicdo 1:16).
Foi preparado, também em duplicata, 0 padrdo TNF recombinante (rTNF) murino
(R&D Systems Inc.) na concentracdo inicial de 2500 pg/mL em 12 diluigdes seriadas
1:4. Foram preparadas uma linha com 150 uL de meio WEHI, pH 7,2 (branco de meio)
e outra com 100 puL do mesmo meio (branco de células). Foram adicionados 50 uL de
uma suspensdo a 1,0 x 10%mL de células WEHI-164 tratadas com actinomicina D
(SIGMA) na concentracdo de 0,75 pg/mL atodos os pogos, exceto nos correspondentes
a0 branco meio, e a placa foi incubada em estufa a 37°C/5% de CO./24 horas. Foram
adicionados 20 pL de solugdo estoque de 3-[4,5-dimethylthiazol-2]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT - SIGMA) a 2,5 mg/mL em cada poco e as placas
foram incubadas em estufa a 37°C/5% de CO-/4 horas. A seguir, foram adicionados 100
uL de lauril sulfato de sodio (SDS - VETEC - Rio de Janeiro, RJ, BR) 10% em HCI
0,01 M e a placa foi novamente incubada em estufa a 37°C/5% de CO,/16 horas. O
limite minimo de deteccdo foi de 0,01 pg/mL. As leituras foram realizadas no leitor
SOFTmax® PRO 4.0 - Life Sciences Edition, sob comprimento de onda de 570 nm, e a

curva padrdo foi submetida a regresséo |og-logit.

Histologia

A andise histolégica das lesbes de pata foi feita em seccBes do tecido
embebido em parafina, coradas por hematoxilina-eosina. As secgdes foram
inspecionadas para a procura de parasitos e a avaliacdo do infiltrado inflamatorio foi

realizada por microscopia 6tica.
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Medida da atividade enzimatica de hidrdlise de nucleotideos

As dtividades de hidrdlise de trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de
adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMP) foram medidas pela incubagdo de
parasitos intactos por 1 h a 30 °C em tampéo de reacdo (NaCl 116,0 mM, KCl 5,4 mM,
D-glicose 5,5 mM, MgCl; 5,0 mM e tamp&o hepes-tris 50,0 mM, pH 7,2), na presenca
de ATP, ADP ou AMP (SIGMA) 5,0 mM. Para os experimentos de bloqueio da
atividade apirasica, os parasitos foram incubados previamente durante 30 minutos a 4
°C na presenca de suramina (concentragéo final de 200 pM em tampéo de reagéo) e
lavados ou ndo com solucdo fisioldgica. Os parasitos lavados foram ressuspendidos no
tampdo de reacdo para a incubagdo na presenca dos nucleotideos. A reacdo foi
interrompida pela adicéo, na proporcéo 1:1, de HCI 0,2 mM resfriado em gelo (Fietto e
cols., 2004). Hidrdlise ndo especifica foi determinada pela adicdo de parasitos apds o
HCI 0,2 mM ser adicionado. As suspensdes foram centrifugadas e aliquotas dos
sobrenadantes foram usadas para a quantificagdo do fosfato inorganico (Pi) liberado
adicionando-se, na proporcdo 1:1, uma mistura contendo FeSO,.7H,O 8,8%, H,SO,
163,0 mM e 53,0% de uma solucdo de molibdato de ambénio 2%/H,SO, 5,55%
(adicionada imediatamente antes do uso). Foi feita uma curva padrdo utilizando
diferentes concentragdes de solucdes de NagPO,, reagindo com a mesma mistura
descrita acima. A quantificacgo do fostato liberado foi feita por espectrofotometria sob
comprimento de onda de 650 nm (Taussky & Shorr, 1953) e a atividade enzimatica,
indiretamente determinada pela quantidade de Pi liberado, foi calculada pela subtragéo
da hidrdlise ndo especifica e agjustada para valores gerados por 1,0 x 108 parasitos/h.

RT-PCR e PCR

O RNA tota dos parasitos foi extraido utilizando-se o kit RNAgents® Total
RNA Isolation System (Promega) e submetido a transcricéo reversa com SUPERSCRIPT
11® (Invitrogen) para a obtencdo do DNA complementar (cDNA). O DNA gendmico
(gDNA) foi obtido por lise de 50 x 10° parasitos/uL em &gua (10 minutos em
temperatura ambiente). Os DNA(s) obtidos foram amplificados por PCR com pares de
iniciadores especificos para guanosina difosfato hidrolase (GDPase — 5'-
TCGGCTACGAAGACCCACTA-3 e 5-GGCAGCTTCACCTCAAACTT-3),
NTPDase I (5-ATGAACGAGGCGAAGAAGAG-3 e 5-
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AGTTCCATGCAGGCAGTTTC-3) e o0 para 0 gen constitutivo R-actina (5-
TGATGAAGATCATGATGGAG-3 e 5-CACACTTATTGATGGACTGG-3') de
Leishmania (trinta e seis ciclos para GDPase e NTPDase Il de L. brazliensis e trinta
ciclos para as demais amplificagdes). Os produtos amplificados (301 pares de base para
GDPase, 407 pares de base para NTPDase Il e 291 pares de base para [3-actina) foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 10% e

corados com prata.

“Western blotting”

Extratos dos parasitos foram obtidos por lise conforme descrito para a obtencéo
de antigenos. A obtencdo de extrato enriquecido em membrana plasmética dos parasitos
foi realizada por centrifugagdo a 14.000 x g de extratos de promastigotas metaciclicas
lisadas por ultraasom (Zingales e cols.,, 1979). Os extratos totais ou isolados de
membrana, previamente tratados com coquetel de inibidores de protease (&cido etileno
glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N’ N’ -tetraacético (EGTA) 200 uM, fluoreto de
fenilmetanosulfonil (PMSF) 4 mM, N-p-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK)
40 uM, Na-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TLCK) 40 uM, 1,4-ditio-DL-treitol
(DTT) 4 mM e N-etilmaleimida (NEM) 40 mM — SIGMA) na propor¢do 1:20, foram
submetidos ao tratamento com glicopeptidase F (SIGMA) para a remocao de residuos
de glicosilacéo (Ferrandi e cols., 1996). O material foi submetido a SDS-PAGE a10% e
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, que foram submetidas
a0 bloqueio com solugéo de soro fetal bovino 5%, Tween 20 0,3% em PBS, pH 7,2 e
tratadas com soro de coelho imunizado com NTPDase recombinante de T. cruzi a4 °C
por 16 horas sob agitacdo. Apos duas lavagens com Tween 20 0,05% em PBS, pH 7,2,
elas foram tratadas com solucéo de conjugado anti 1gG de coelho peroxidase a 25 °C
durante 1 hora e lavadas duas vezes com Tween 20 0,05% em PBS, pH 7,2. As bandas
foram reveladas com solucéo de diaminobenzidina/4-cloro-naftol em PBS, pH 7,2 mais

agua oxigenada e areacdo foi interrompida com agua bi-destilada.
Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica por Teste t de Student, onde
valores de p < 0,05 foram considerados como significativos.
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1. Espécies de Leishmania com diferentes nivels de viruléncia para camundongos
C57BL/6 exibem diferentes padr&es de hidrélise de nucleotideos

Com o objetivo de se avaliar a existéncia de correlacdo entre o grau de
viruléncia no modelo murino e a atividade ecto-nucleotidasica dos parasitos,
camundongos C57BL/6 foram, inicidmente, inoculados com promastigotas
metaciclicas de trés diferentes espécies de Leishmania. Conforme demonstrado na Fig.
4, camundongos infectados com L. amazonensis desenvolveram |lesdes cronicas que ndo
se curaram espontaneamente. Por outro lado, camundongos inoculados com L.
braziliensis curaram-se completamente apds 7 semanas de infecgdo. Camundongos
infectados com L. major controlaram a progressdo da lesdo na sétima semana e foram
capazes de se curar completamente por volta da 102 — 112 semana (dados ndo
mostrados).

4 —&— L. braziliensis
—&— L. amazonensis
—&— L. major
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Fig. 4. Curvas de desenvolvimento de lesdo de L. braziliensis, L. amazonensis
e L. major em camundongos C57BL/6. Os camundongos foram inoculados
com 10° promastigotas metaciclicas na base da pata esquerda. Tamanhos de
lesdo foram medidos semanalmente, como descrito na metodologia. Foram
utilizados trés camundongos por grupo e os resultados representam a média +
desvio padréo da média dos dados agrupados de dois ou trés experimentos
independentes.
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Os parasitos foram, entdo, testados com relacdo a sua capacidade de hidrolisar
ATP, ADP ou AMP. Observou-se uma dta atividade ecto-nucleotidasica por
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis para os trés nucleotideos testados quando
comparada com a das outras duas espécies (Fig. 5). Além disso, as promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis apresentaram maior hidrolise de ATP que as prociclicas.
Curiosamente, formas prociclicas de L. major hidrolisam mais ADP e AMP gue as
metaciclicas dessa mesma espécie. Nenhuma diferenca, neste sentido, foi observada

entre promastigotas prociclicas e metaciclicas de L. braziliensis.
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2. Diferentes espécies de Leishmania exibem perfis distintos de expressao de proteinas
e de MRNA para apirases

Com o objetivo de se verificar a correlagdo entre os resultados das atividades
enziméticas de hidrélise de nucleotideos representadas na figura 5 e os perfis de
expressao de DNA, RNA e proteinas relativos as apirases, foi realizada uma andlise por
PCR, RT-PCR e Western blotting para estas enzimas. Os resultados mostram a presenca
de DNA genémico e RNA para GDPase (NTPDase | — forma soltvel) e NTPDase |1
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(ectoenzima) nas trés espécies de parasitos estudadas, mas com diferencas em suas
quantidades (Fig. 6).

L. braziliensis L. amazonensis L. major
¢cDNA gDNA ¢DNA gDNA ¢cDNA gDNA

w—-llllllllm

|
Fig. 6. Expressdo de cDNA e gDNA de GDPase e NTPDase Il de formas promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis, L. amazonensis e L. major. Extratos de cDNA ou gDNA de formas metaciclicas das trés espécies de
Leishmania foram obtidos como descrito na metodologia. As amostras foram submetidas a PCR para GDPase,
NTPDase Il e R-actina e os produtos foram submetidos a SDS-PAGE e revelados por coloragdo com prata. P =
padr&o de pares de base.

Dada a homologia entre as regides conservadas dos genes de NTPDases de T.
cruzi e L. major (Fietto e cols., 2004), foi utilizado um soro anti-NTPDase de T. cruz
para avaliar a expressdo dessa enzima em preparacfes de membrana de promastigotas
metaciclicas de Leishmania (Fig. 7). O soro anti-NTPDase de T. cruz reagiu fortemente
com os extratos de L. amazonensis, revelando uma banda de, aproximadamente, 50,3
kDa (NT), pouco maior que o peso molecular de 47,2 kDa de NTPDase Il de L. major
predito por andlise génica (Fietto e cols., 2004). Tratamento das preparacdes de
membrana com glicopeptidase F alterou o padréo de migracdo da banda e revelou uma
banda de 48,2 kDa, similar a0 valor predito para NTPDase Il de L. major (T).
Curiosamente, ndo se detectou expressdo de NTPDase Il nas preparagdes de membrana
de L. brazliensis ou L. major utilizando, até mesmo, 10 vezes mais proteinas que a

concentragdo utilizada para L. amazonensis (Fig. 7).
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L. braziliensis L. amazonensis L. major PM

Fig. 7. Expressdo de NTPDase Il em preparagbes de membrana de formas promastigotas de
Leishmania. Fragces de membrana de formas promastigotas metaciclicas tratadas (T) ou ndo (NT)
com glicopeptidase F foram submetidas a SDS-PAGE seguida por western blotting como descrito
na metodologia. As membranas com o material transferido foram incubadas com soro de coelho
imunizado com NTPDase recombinante de T. cruz (painel superior) ou soro de coelho pré-imune
(painel inferior). PM — marcador de peso molecular. PreparacGes de membrana de L. braziliensis
e L. major correspondentes a 20 g de proteinas foram utilizados por aplicagdo. Preparagdes de L.
amazonensis aplicadas correspondem a 2 pg de proteinas.

3. Aumento na atividade da 5" -nucleotidase induz aumento no desenvolvimento de lesdo
e no parasitismo em camundongos infectados com L. braziliensis

Frente aos resultados descritos acima, decidiu-se investigar se 0 aumento da
atividade ecto-nucleotidasica poderia interferir no curso da infeccdo de camundongos
C57BL/6 por L. braziliensis. Para isso, inicialmente, culturas de L. brazliensis foram
tratadas por 5 dias com molibdato de ambénio, um inibidor da 5 -nucleotidase. Como
mostrado na figura 8, este tratamento levou a um aumento na hidrolise de AMP por
promastigotas metaciclicas, provavelmente devido a um aumento na expressao da

enzima causado pela presenca do inibidor por um tempo prolongado.
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Fig. 8. Atividade ecto-nucleotidésica de formas promastigotas metaciclicas de
Leishmania tratadas com molibdato de amdnio. Promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis foram isoladas ap6s tratamento com molibdato de aménio (5 uUM)
durante 5 dias de cultura e incubadas com cada nucleotideo por 1 h a 30 °C. A
atividade enzimética foi avaliada pela dosagem do fosfato inorganico produzido.
As barras representam a média + desvio padrdo da média dos dados agrupados de
2 experimentos independentes (* p < 0,05). Figura inserida: representativa da
hidrélise de AMP, ampliada a partir dafiguraoriginal.

Os animais inoculados com os parasitos tratados em cultura com molibdato de
amonio foram capazes de curar a infecgdo. Entretanto, um aumento transiente no
desenvolvimento de lesdo e uma pequena elevacdo no parasitismo tecidual 4 semanas
apos a infecgdo foram observados, sugerindo uma correlagdo entre a hidrélise de AMP

extracelular e aviruléncia do parasito (Fig. 9).
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Fig. 9. Efeitos do molibdato de aménio no desenvolvimento de lesdo e no parasitismo
de camundongos C57BL/6 infectados com L. brazliensis. Camundongos foram
inoculados na base da pata com 10° promastigotas metaciclicas provenientes de
culturas de L. braziliensis tratadas ou ndo com molibdato de aménio (5 uM) durante 5
dias. Painel superior — Medidas semanais dos tamanhos de lesdo. Painel inferior —
Carga parasitaria apds 4 semanas de infecgdo. Trés animais por grupo foram
utilizados e valores representam a média + desvio padrdo da média dos dados
agrupados de dois experimentos independentes. Asterisco indica diferenca
significativa (p < 0,05).
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4. Tratamento com adenosina no momento do indculo de formas metaciclicas de L.
braziliensis leva a um aumento transiente no tamanho da lesdo e induz maior
parasitismo

Os efeitos no desenvolvimento de lesdo e na carga parasitaria do aumento da
atividade 5'-nucleotidésica induzido pela agdo do molibdato de ambnio podem estar
refletindo a acdo da adenosina produzida como resultado da acdo da 5’ -nucleotidase
sobre 0o AMP. Parainvestigar possibilidade, camundongos C57BL/6 foram tratados
com esse nucleosideo no momento no indculo de L. brazliensis, esperando-se que a
interferéncia nos momentos iniciais da infeccdo pudesse refletir em ateragbes no
decorrer da mesma. | nteressantemente, esse tratamento induziu um aumento no tamanho
de lesdo a partir da 32 semana de infeccdo, onde os animais tratados com adenosina
desenvolveram lesbes maiores que as dos animais controle, porém com o mesmo perfil

de declinio observado nestes, com tendéncia para a cura (Fig. 10).
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Fig. 10. Efeito da adenosina no desenvolvimento de lesdo de camundongos
C57BL/6 infectados com L. brazliensis. Camundongos foram inoculados na base
da pata com 10° promastigotas metaciclicas de L. brazliensis somente (grupo
Controle) ou mais 2,5 nmol de adenosina, administrada no momento do indculo
(grupo ADO). Tamanhos de lesdo foram medidos semanalmente, como descrito
na metodologia. Trés animais por grupo foram utilizados, e valores representam a
média + desvio padrdo da média dos dados agrupados de dois experimentos
independentes. Asteriscos indicam diferencas significativas (* p < 0,05 e ** p <
0,01).
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Esse aumento no desenvolvimento de leso se relacionou com um aumento na
carga parasitaria na pata de animais tratados com adenosina em relacéo aos ndo tratados,
ja na terceira semana de infeccdo, primeiro ponto onde o efeito do tratamento no
tamanho da lesdo foi detectado (Fig. 11A). Desde que, de um modo geral, existe uma
correlacdo entre a producéo de citocinas e o resultado da infecgdo por Leishmania, nés
avaliamos a producéo de IFN-y e IL-10 por células de linfonodo em trés semanas de
infeccdo (Fig. 11 - B e C, respectivamente). Culturas estimuladas de animais tratados ou
nd com adenosina produziram niveis similares das citocinas, indicando que o
tratamento, pelo menos na concentragdo do nucleosideo utilizada e no momento
avadiado em nossos experimentos, ndo foi suficiente para induzir mudancas
significativas na resposta imune adaptativa. De modo semel hante, ndo foram detectadas
diferencas significativas na produgdo de TNF por células dos linfonodos dos mesmos

animais avaliados apds 1 ou 3 semanas de infeccdo (dados ndo mostrados).
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Interessantemente, em trés semanas de infecgdo, lesdes de animais ndo tratados

apresentaram um maior infiltrado linfocitico que as de animais tratados com adenosina
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0s quais, por sua vez, exibiram um infiltrado de macréfagos predominante aliado a um
parasitismo acentuado (Fig. 12 - A e B).

Fig. 12. Andlise histolégica de lesdes de pata de camundongos tratados ou ndo com
adenosina. Camundongos C57BL/6 foram tratados, infectados e sacrificados conforme
descrito na Fig. 4. Trés semanas apés o indculo, as patas foram retiradas e os tecidos
lesionados foram embebidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina-
eosina. Secgdes de lesdes de animais ndo tratados ou tratados com adenosina estdo
representadas em A e B, respectivamente. Setas nas figuras inseridas indicam amastigotas
deL. braziliensis.
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Com o intuito de se confirmarem os efeitos da adenosina demonstrados acima
como sendo intermediados por algum tipo de receptor de adenosina presente nas células
do hospedeiro, camundongos C57BL/6 foram inoculados com promastigotas
metaciclicas de L. brazliensis na presenca de MRS 1754, um antagonista de receptores
Ags. Esse tratamento levou a uma diminuic¢do no tamanho de lesdo apos 4 e 5 semanas
de infecgdo (Fig. 13 — painel superior), que foi acompanhada por um menor parasitismo
na pata dos animais tratados, quando comparado com o de animais controle, 4 semanas
apos o inéculo (Fig. 13 — paind inferior). N& houve diferenca significativa na
producdo das citocinas IL-10 e IFN-y por células do linfonodo de animais tratados com

MRS 1754 se comparados com as do grupo controle (dados ndo mostrados).

53



0.5
* —6— Controle
—e— MRS 1754
=
E
*
@ 0.3
» el
2
©
©
O (0.2=
=
[
I
IS
S 0.1
0.0 T T T T T T

00 =
© -

)
0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (semanas)

e
*
©
]
s -
g
)
s
©
o
[0} 2 -
©
o
=
S 1+
(@]
o
=
0 | J L
Controle MRS 1754

Fig. 13. Efeito do MRS 1754 na infeccdo de camundongos C57BL/6 com L.
braziliensis. Camundongos foram inocul ados na base da pata com 10° promastigotas
metaciclicas de L. brazliensis somente (grupo Controle) ou mais 2,5 nmol de MRS
1754, administrado no momento do inéculo. Tamanhos de lesao (painel superior)
foram medidos semana mente, como descrito na metodologia, e parasitismo na pata
foi avaliado 4 semanas apds o indculo (painel inferior). Quatro animais por grupo
foram utilizados, e valores representam a média + desvio padréo da média dos
dados de experimento representativo de dois experimentos diferentes (painel
superior) ou dos dados agrupados de dois experimentos independentes (painel
inferior). Asterisco indicadiferenga significativa (p < 0,05).
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5. Tratamento com suramina no momento do inéculo de formas metaciclicas de L.
amazonensis leva a uma diminuigéo no tamanho da les&o e no parasitismo

Diante dos resultados acima descritos relativos ao efeito da adenosina na
infeccdo por Leishmania, foi avaliado, por outro lado, o efeito da interferéncia nos
niveis de hidrolise de ATP sobre o curso de infecgdo por L. amazonensis. Para isso,
camundongos C57BL/6 foram inoculados com promastigotas metaciclicas desse
parasito na presenca de suramina, um antagonista de receptores P2 e inibidor de
algumas ecto-ATPases (Berredo-Pinho e cols., 2001; Lambrecht, 2000). Iniciamente, a
reversibilidade da ligacdo da suramina com a apirase do parasito foi testada. Formas
promastigotas metaciclicas do parasito colocadas na presenca de suramina e
posteriormente lavadas para remocéo do excesso do inibidor apresentaram uma reducéo
de, aproximadamente, 65% em sua capacidade de hidrolisar ATP, valores semelhantes
aos encontrados para parasitos ndo lavados, indicando irreversibilidade da ligacdo
bloqueador-enzima nas condicdes utilizadas (Fig. 14A). Os parasitos tratados e lavados
foram, entdo, inoculados em camundongos C57BL/6 para o acompanhamento do
desenvolvimento de leséo e avaliagcdo do parasitismo na lesdo em comparagdo com a
utilizagdo de parasitos ndo tratados. Apesar da reducdo, em meédia, nos tamanhos de
lesdo dos animais tratados com suramina em relacdo aos ndo tratados, ndo foram
observadas diferencas significativas entre essas medidas (Fig. 14B), tampouco entre as

cargas parasitarias dos grupos avaliados (Fig. 14C).
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Fig. 14. Efeito do bloqueio da
apirase do parasito na infecgéo
de camundongos C57BL/6
com L. amazonensis. Formas
promastigotas metaciclicas de
L. amazonensis foram
mantidas durante 30 minutos
na presenca de suramina em
gelo, lavadas ou ndo com

sdina, e submetidas a
avaliagdo da atividade
ectoATPasica, conforme

descrito na metodologia. Os
resultados exprimem a
porcentagem de inibicdo de
hidrélise de ATP dos parasitos
tratados em relagdo a de
parasitos ndo tratados (A). 10°
formas promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis
tratadas com suramina e
lavadas com salina, conforme
descrito acima, foram
inoculadas na base da pata de
camundongos C57BL/6.
Desenvolvimento de leséo (B)
e carga parasitéria 7 semanas
apés o indculo (C) foram
avaliados conforme descrito na
metodologia. As barras
representam a média + desvio
padrdo da média dos dados
agrupados de 3 ou 4
experimentos  independentes
(A) ou dos dados de
experimento representativo de
dois experimentos diferentes,
com 4 animais por grupo (B e
C).
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Devido a inexisténcia de diminuicéo significativa no parasitismo e no tamanho
de lesdo nos animais inoculados com parasitos tratados com suramina, resolveu-se
avaliar ainfluéncia dainibicéo da atividade apirasica das células do hospedeiro diada a
dos parasitos na infeccdo por L. amazonensis. Para isso, formas promastigotas
metaciclicas do parasito foram inoculadas, na presenca de suramina, em camundongos
C57BL/6, e foram avaliados o desenvolvimento de lesdo, e o parasitismo aém da
producédo de citocinas por células do linfonodo 7 semanas apds o indculo (Fig. 15). Esse
tratamento levou a uma diminui¢do significativa no tamanho de leséo e no parasitismo
dos animais do grupo tratado com suramina em comparacéo com os dos animais do
grupo ndo tratado (Fig. 15 - A e B, respectivamente). A producéo de IFN-y por células
do linfonodo drenante dos animais do grupo tratado com suramina foi, em média, mas
ndo significativamente, superior a dos animais ndo tratados (Fig. 15C). N&o houve
diferenca significativa na producdo de TNF por células do linfonodo dos animais

tratados se comparados com as do grupo controle (dados ndo mostrados).
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Fig. 15. Efeito da suramina na
inffeccdo de  camundongos
C57BL/6 com L. amazonensis.
Camundongos foram inoculados
na base da paa com 10°
promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis somente  (grupo
Controle) ou na presenca de 10
nmol de suramina, administrada
no momento do inéculo (grupo
Suramina). Desenvolvimento de
lesdo (A), carga parasitaria e
produgdo de IFN-y por células
do linfonodo 7 semanas apds o
inéculo (B e C, respectivamente)
foram  avaliados  conforme
descrito na metodologia. Trés ou
quatro animais por grupo foram
utilizados, e valores representam
a média + desvio padréo da
média dos dados agrupados de
dois ou trés experimentos
independentes. Asteriscos
indicam diferencas significativas
(* p<0,05, ** p<0,01).
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5. SUMARIO

o A atividade de hidrdlise de ATP, ADP e AMP por formas promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis € maior que ade L. brazliensise L. major;

o Formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis apresentam maior atividade
de hidrélise de ATP que as prociclicas (néo infectantes) do mesmo parasito;

o Formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis expressam NTPDases de
membrana detectaveis por “western blotting” utilizando-se soro de coelho anti-
apirase de Trypanosoma cruz. O mesmo ndo ocorre para promastigotas
metaciclicasde L. braziliensisou L. major;

o O aumento da atividade AMPasica em formas promastigotas metaciclicas de L.
braziliensis leva a um aumento transiente no tamanho de leséo e a um aumento no
parasitismo em camundongos C57BL/6;

o A administracdo de adenosina junto ao indculo de L. brazliensis em
camundongos C57BL/6 leva a um aumento transiente no tamanho de lesdo e ao
aumento no parasitismo na pata na 32 semana de infecgéo;

o A administracéo de inibidor de receptor Azg junto ao inéculo de L. braziliensis em
camundongos C57BL/6 leva a uma diminuicdo no tamanho de lesdo e no
parasitismo na pata na quarta semana de infeccgao;

o O inéculo de L. amazonensis juntamente com suramina em camundongos
C57BL/6 leva a diminuicéo no tamanho de lesdo a partir da 42 semana de infeccédo

e aumadiminui¢do no parasitismo na pata 8 semanas apos a infecgéo.
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Durante o repasto sangliineo em hospedeiros vertebrados, flebotomineos
infectados com Leishmania criam um pogo de sangue naregido intradérmica, a partir do
qual o inseto pode continuar sua alimentagdo. A lise celular gerada pelo dano tecidual
causado durante esse processo enriquece 0 meio extracelular com moléculas
provenientes do interior das células. Uma dessas moléculas € o ATP que, aém do
conhecido papel no metabolismo energético das células, possui propriedades
imunoestimulantes que podem auxiliar na montagem de uma resposta protetora contra o
parasito. Parasitos do género Leishmania, por sua vez, sGo capazes de redizar a
conversdo enzimética extracelular do ATP em seus produtos de metabolismo, dentre
eles a adenosina, que € internalizada pelo protozoario e usada para a sintese de purinas,
e que, por outro lado, quando presente no meio extracelular, é capaz de inibir a resposta
imune, favorecendo o estabel ecimento do parasito.

A procura de fatores de viruléncia relacionados com o estabelecimento da
infeccdo por Leishmania € de grande importéncia para que se torne possivel uma
tergpéutica mais efetiva contra a leishmaniose. Varios desses fatores tém sido
associados a infeccdo por esses protozodrios, dentre eles a expresséo de LPG e gp63,
moléculas que interferem com a resposta imune modificando a expresséo de citocinas
ou protegendo o parasito contra a acdo do sistema Complemento (Mosser &
Brittingham, 1997). Nesse estudo, verifica-se a hip6tese de que enzimas envolvidas no
metabolismo de ATP, ou a geragcdo de adenosina resultante da acdo dessas enzimas,
possam estar associadas com a viruléncia desses parasitos.

Considerando que uma diminuicdo na concentracdo extracelular de ATP, uma
molécula com propriedades imunoestimulantes, e aumento na concentracdo de
adenosina, que possui conhecidos efeitos imunomoduladores, pudesse favorecer o
estabelecimento do parasito, decidiu-se, inicialmente, avaliar a capacidade de hidrdlise
de nucleotideos de adenina por promastigotas metaciclicas de espécies de Leishmania
com distintos graus de viruléncia. E importante notar que, durante todo o trabalho foram
utilizadas formas promastigotas metaciclicas, tanto nos experimentos de avaliacdo da
atividade enzimatica de hidrdlise de nucleotideos comparada com a de prociclicas ou

com a de metaciclicas de espécies diferentes, quanto nas anadises de expressdo das
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apirases ou nos experimentos de infecgdo. O estudo centrado na utilizagdo dessas
formas deveu-se a constatacdo inferida a partir de trabahos que demonstram a
importancia de fatores ocorridos nos momentos iniciais de uma infeccdo por
Leishmania na determinacéo do perfil de desenvolvimento da doenca (Belosevic e coals.,
1989; Chatelain e cols., 1992). Como as formas promastigotas metaciclicas sdo as que
efetivamente infectam, além das amastigotas, decidiu-se pela interferéncia no processo
de infeccdo das primeiras, esperando obter modificacbes mensurdveis em algum
momento posterior ainfeccao.

Conforme pode ser observado nas figuras 4 e 5, dentre as trés espécies
estudadas, L. amazonensis, que mais eficientemente se estabelece no hospedeiro
vertebrado, apresenta formas promastigotas metaciclicas com maior capacidade de
hidrdlise de nucleotideos de adenina que as outras espécies de menor viruléncia. Além
disso, essas formas infectantes de L. amazonensis também demonstraram maior
habilidade em hidrolisar ATP que as promastigotas prociclicas da mesma espécie (Fig.
5 — painel superior). Isto sugere uma correlacdo entre habilidade e um mecanismo
de escape do parasito da defesa do hospedeiro, desde que uma quantidade de molécula
capaz de auxiliar uma resposta protetora (ATP) estd sendo diminuida no meio que
envolve o parasito.

Dados da literatura mostram que todas as cepas de Toxoplasma gondii possuem
a isoforma menos ativa de nucleosideo trifosfato hidrolase 1l (NTPase Il), enguanto
somente cepas virulentas expressam a isoforma NTPase | (Asai e cols., 1995). Para
verificar a existéncia dessa mesma relagdo em parasitos do género Leishmania,
inicialmente nos utilizamos andlise genética “in silico” (programas Workbench e
Signal-P) e dados da proteina recombinante pura para predizer o peso molecular de trés
isoformas de apirase de L. major, espécie com 0 mais avancado seqlenciamento
genbmico armazenado no banco de dados da internet até o momento: NTPDase |
(GDPase com peptideo-sina — 75,1 kDa e GDPase sem peptideo-sinal — 71 kDa) e
NTPDase Il (47,2 kDa). A denominagdo GDPase se deve ao fato que 0 gene
classificado no genoma de L. major como sendo uma GDPase seria homélogo a
isoforma 5, Unica isoforma solUvel das apirases descritas até o momento (Zimmermann,
1992). Essas proteinas, a principio, podem ser reconhecidas pelo anticorpo anti apirase

de T. cruzi usado em nossos experimentos e os oligonucleotideos desenhados para
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GDPase e NTPDase Il foram usados nos ensaios de PCR. Os resultados obtidos por
“Western blotting” (Fig. 7), onde somente promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis exibem expressdo de apirase em extrato enriquecido em membrana
plasmética, corroboram sua maior atividade de hidrélise de nucleotideos (Fig. 5), e
sugerem a relacdo dessa expressdo com a maior viruléncia de L. amazonensis em
relacdo as das duas outras espécies (Fig. 4). Porém, quando as promastigotas
metaciclicas foram avaliadas em nivel de expressdo génica e protéica em relagdo as
isoformas das apirases e a atividade de hidrélise de nucleotideos, nés encontramos
algumas divergéncias. Apesar de serem detectadas bandas para cDNA e gDNA que
codificam GDPase e NTPDase Il das trés espécies de Leishmania estudadas (Fig. 6), é
interessante notar que foram necess&rios seis ciclos a mais para que se pudessem
detectar essas bandas para a espécie L. brazliensis em relagdo ao nimero de ciclos que
se utilizou para as amostras de L. amazonensis e L. major, o que bem se relaciona com a
mais baixa atividade de hidrolise de ATP e ADP da primeira espécie (Fig. 5). Porém,
promastigotas metaciclicas de L. major apresentam hidrolise de ATP e ADP similares
asdelL. brazliensis (Fig. 5), mas um perfil de expressdo de cDNA e gDNA semelhante
a0 de L. amazonensis (Fig. 6), que possui maior capacidade de hidrolise desses
nucleotideos. Além disso, somente extratos enriquecidos em membrana plasméaticade L.
amazonensis expressam apirase detectavel por “Western blotting” (Fig. 7), a despeito da
expressdo de cDNA e gDNA para NTPDase Il ocorrer para as trés espécies estudadas
(Fig. 6). Resumidamente, 0 numero de coOpias genbmicas/niveis de transcritos,
expressao de proteinas e atividade enzimética ndo se inter-relacionam perfeitamente
quando se avaliam as trés espécies estudadas, no que diz respeito a expressao das
apirases. A constatacdo da presenca de transcritos mal relacionada com a expressédo de
proteinas pode ser justificada pela possivel ocorréncia de algum controle pos-
transcricional relacionado com degradacdo protéica ou com o processo de “splicing”
aternativo de mRNA policistrénico, comumente observados em tripanosomatideos
(Teixeira, 1998; Paterou e cols., 2006; Misra e cols.,, 2005). Ja o fato do ndo
reconhecimento da NTPDase |l pelo soro de coelho imunizado com apirase de T. cruz
em preparagdes de membrana de promastigotas metaciclicas de L. braziliensis ou L.
major, a despeito da deteccdo de atividade de hidrélise de ATP e ADP por essas formas

(Figs. 5 e 7), pode ter explicacOes distintas: 1 - a hidrdlise desses nucleotideos pode
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estar associada a acdo de outras fosfatases possivelmente expressas pelos parasitos,
como as da familia ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) ou as
fosfatases alcalinas (Zimmermann, 2000); 2 — GDPases podem estar contribuindo paraa
atividade nucleotidésica detectada; 3 — as NTPDases podem estar retidas no interior das
células devido a problemas no processo de glicosilacdo; ou 4 — a justificativa menos
provavel de que o soro utilizado ndo tenha sido capaz de identificar a enzima nas
membranas de L. major ou L. brazliensis. Contudo, € sempre bom lembrar que a
atividade de E-NTPDases vem sendo freqlientemente correlacionada com a viruléncia
de parasitos (de Jesus e cols., 2002; Asai e cols., 1995; Tasca e cols., 2005; Gounaris,
2002), agindo, provavelmente, como um mecanismo protetor contra os efeitos
citoliticos do ATP extracelular (Steinberg & Di Virgilio, 1991) ou aumentando a adesdo
do parasito a célula do hospedeiro (Meyer-Fernandes, 2002). As razbes para as
diferencas observadas e 0 envolvimento dessas enzimas especificas no estabel ecimento
dainfeccéo ainda precisam ser investigados.

O processo de glicosilacdo é de grande importancia para 0 mecanismo de
secrecdo de proteinas pelas células, que também ja foi descrito nos tripanosomatideos
(McConville e cols., 2002). Por outro lado, diferencas nos nivels de glicosilacdo podem
afetar, aém da expressdo da proteina, seu perfil de corrida na eletroforese: proteinas
mais glicosiladas sd0 mais resistentes a degradac@o pelo proteassoma (Bukau e cols.,
2006; McConville e cols., 2002) e adquirem um peso molecular adicional, correndo
mais lentamente e gerando bandas mais ovaladas. Conforme observado na figura 7, o
tratamento com glicopeptidase F, enzima que catalisa a quebra de ligagdes N-
glicosidicas com peptideos (Plummer, Jr. e cols., 1984) aterou a velocidade de corrida
da banda correspondente a NTPDase Il de promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis, aproximando-a da atura correspondente ao peso molecular predito para
essa proteina (47,2 kDa) a partir de andlise “in silico” do gen de L. major. Esse
resultado, além de demonstrar a presenca dessa proteina na superficie de L.
amazonensis, reforga a constatacéo da auséncia ou da baixa expressdo, pelo menos na
membrana plasmética de L. major, dessa proteina que, certamente, deveria ter sido
reconhecida, partindo-se do conhecimento da grande homologia entre a sequiéncia de

bases do gen para NTPDase dessa espécie e da L. amazonensis, verificada a partir de
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trabalho de seqlenciamento desenvolvido por nossos colaboradores (dados néo
mostrados).

As evidéncias que nos levaram a sugerir uma relagdo entre a hidrélise de
nucleotideos por intermédio da acdo de apirases e a viruléncia de parasitos do género
Leishmania se mostram importantes, mas ainda ndo suficientes para que se possa
realmente afirmar que o metabolismo de ATP extracelular tem implicagdes préticas para
0 processo de infeccdo por esse parasito. Essa via de metabolismo ndo se restringe a
hidrélise de ATP e ADP. Como pode ser visto nafigura 5, a capacidade de hidrdlise de
AMP por promastigotas metaciclicas de L. amazonensis também se mostra superior a
das duas espécies menos virulentas. Esse fato reforca a idéa da existéncia de uma
reacd0 em cascata, onde o ATP serve como ponto de partida para a producdo de
adenosina, um produto de degradacdo do AMP pela acdo da enzima 5'-nucleotidase,
que pode, aliada ao efeito da reducéo da concentracdo de ATP extracelular, favorecer o
estabel ecimento do parasito agindo tanto como um nutriente para 0 mesmo quanto como
um regulador da resposta imune. Para verificar a importancia da adenosina nesse
processo, nos decidimos avaliar o efeito da mesma na infeccdo de camundongos
C57BL/6 com promastigotas metaciclicas de L. brazliensis, que é mais rapidamente
controlada por esses animais se comparada com a infeccdo por L. major (Fig. 4). Para
isso, nos, inicialmente, induzimos o aumento da capacidade de hidrélise de AMP de L.
braziliensis por intermédio do seu tratamento, em cultura, com molibdato de aménio,
um sal que possui forte efeito inibitdrio sobre a enzima 5'-nucleotidase (Gottlieb &
Dwyer, 1983). A exposicdo prolongada a esse sal (5 dias em cultura) pode ter levado a
uma super-expressdo da enzima, como resultado de um possivel mecanismo
compensatorio, resultando no aumento do nivel de hidrélise de AMP extracelular na
presenca do parasito (Fig. 8). O aumento do tamanho de leséo e da carga parasitaria em
4 semanas de infeccdo por formas metaciclicas tratadas em cultura com molibdato de
amonio (Fig. 9) muito provavelmente reflete o efeito decorrente do aumento da
concentragdo de adenosina a partir do AMP extracelular, provocado pelo aumento da
atividade da enzima 5’ -nucleotidase do parasito, nos momentos iniciais da infecgéo.

Para se verificar o efeito direto da adenosina na infeccéo por L. brazliensis,
foram feitos experimentos preliminares onde se testaram diferentes concentracfes do

nucleosideo (0,5, 2,5, 5, 25 e 50 nmol por inéculo), administrado no momento da
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infeccdo de promastigotas metaciclicas do parasito, e 2,5 nmol foi o valor que levou a
efeitos mais fortes no aumento dos tamanhos de lesdo (dados n&o mostrados).
Utilizando essa dose da droga na infeccéo por L. braziliensis, a despeito de o resultado
Ser a cura, como ocorrido nos animais infectados e ndo tratados, foi observado um
aumento nos tamanhos de lesdo a partir da terceira semana de infeccdo (Fig. 10),
associado a uma maior carga parasitéria nessa terceira semana, nas lesbes de animais
tratados (Fig. 11A). Com o tratamento utilizado, a lesdo ndo foi progressiva talvez
devido ao fato da administragéo da adenosina ter sido feita somente no momento do
inoéculo. Depois de cessado o0 efeito da mesma, a resposta imunolégica teria se re-
estabelecido suficientemente forte para resolver a infeccdo. Esse quadro é representado
pelafigura 12A, onde lesdes provenientes de animal infectado na auséncia de adenosina
apresentaram um perfil, apdés 3 semanas, correspondente a um maior infiltrado
linfocitico e um pequeno parasitismo. Por outro lado, no mesmo tempo avaliado, lesdo
proveniente de animal infectado na presenca de adenosina apresentou um perfil
correspondente a um elevado infiltrado de macréfagos e um maior parasitismo (Fig.
12B), caracteristico de uma infeccdo que se encontra num estagio anterior, se
comparado com o apresentado na figura 12A. Esse atraso na resposta pode ser atribuido
aos efeitos inibitorios da adenosina sobre a migracdo de células dendriticas (Hofer e
cols., 2003).

Dos quatro receptores de adenosina conhecidos (A1,Aza, Az € A3z), Aza € Az
s80 aqueles que, sob ativagdo, resultam em efeitos imunomoduladores (Bours e cols.,
2006). Efeito inverso ao obtido pela administragdo de adenosina ou pelo blogueio da
atividade da 5’ -nucleotidase foi observado ap6s o bloqueio do receptor A,z com MRS
1754 (Fig. 13). Esse resultado demonstra, a despeito da provavel utilizacdo da
adenosina extracelular no metabolismo do parasito, 0 efeito desse nucleosideo nas
células do hospedeiro, e sugere que elevados niveis de adenosina sdo produzidos no
sitio de infeccdo por L. brazliensis, condicdo requerida para a ativagdo de um receptor
de baixa afinidade.

Numa andlise mais ampla, os resultados até aqui descritos sugerem que a
producdo de adenosina nos estagios iniciais da infeccdo influencia no crescimento do
parasito e no desenvolvimento de lesdo em infeccdo por L. brazliensis. Embora a

correlacdo entre a atividade de ecto-nucleotidases e a viruléncia de parasitos ja tenha
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sido proposta, nossos resultados expandem esse conceito ao demonstrar, pela primeira
vez, que esta via pode interferir nainfeccéo, pelo menos quando as ateragdes induzidas
para que se demonstre isso ocorrem no nivel da infeccdo pelas promastigotas
metaciclicas. Nos ndo podemos, porém, eliminar a possibilidade de que ndo somente um
aumento na concentragdo de adenosina extracelular, mas também um decréscimo nos
niveis de ATP pode estar envolvido nesse processo.

Para se testar 0 efeito do bloqueio da apirase do parasito na infecgdo por
Leishmania, nés utilizamos a espécie de maior viruléncia em camundongos C57BL/6,
L. amazonensis (Fig. 4). A idéa inicia era que, bloqueando o efeito dessa enzima no
parasito, estariamos favorecendo o acumulo de ATP extracelular, que deveria ser
metabolizado pela agdo da apirase. Esperavamos, portanto, que houvesse um efeito
negativo sobre o desenvolvimento da infeccdo, levando a uma diminuicdo do
parasitismo frente a uma resposta imunoldgica fortalecida. Interessantemente, ndo
houve diferenca nos tamanhos de lesGo em qualquer tempo analisado e no parasitismo
na 72 semana de infeccdo, quando comparamos 0s grupos tratado e néo tratado com
suramina (Fig. 14 — B e C). Porém, ao adicionarmos suramina ao inéculo, de modo
semelhante ao feito com a adenosina, nGs obtivemos os resultados esperados, tanto no
gue diz respeito a diminuicd nos tamanhos de lesdo (Fig. 15A) quanto na carga
parasitéria (Fig. 15B). Esses resultados levam a crer que a suramina adicionada ao meio
de inéculo estaria exercendo acdo na inibicdo da apirase do parasito e de células do
hospedeiro que participam do controle da infeccdo e, mais do que isso, N0 caso
especifico da infeccdo por L. amazonensis, a influéncia nessas células do hospedeiro
estaria prevalecendo, resultando nas alteraces observadas. De fato, dados da literatura
tém mostrado que, em infeccdes por L. amazonensis ocorre um influxo antecipado de
células reguladoras para o sitio de infeccdo que, por sua vez, poderiam reprimir
precocemente a resposta imune protetora, favorecendo o quadro progressivo da doenca
(Ji e cols.,, 2005). Interessantemente, essas céulas, dentre outras presentes no sitio de
infeccdo, expressam CD39 e, pelo menos em parte, sua maquinaria supressiva se deve a
adenosina produzida pela acdo da CD73, também expressa por essas células, sobre o
AMP produzido pela agdo da apirase sobre 0 ATP (Borsdllino e cols., 2007; Deaglio e
cols.,, 2007; Kobie e cols.,, 2006). Outra observacdo importante a ser feita € que a

suramina se comporta, também, como antagonista seletiva de receptores P2, agindo
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fortemente sobre receptores homomeéricos P2X1, P2X,, P2X3, P2Xs, P2Y1 e P2Yy; e
heteroméricos P2X »3 € P2Xy5, mas sendo fraca ou inativa sobre P2X,4, P2Xs, P2X7,
P2Y,, P2Y,4, P2Ys e P2X4s (Lambrecht, 2000). Isso sugere a importancia dos
receptores P2X7 na resposta protetora contra L. amazonensis, visto que, dentre os
receptores ndo blogqueados, estes sdo 0s que, até o momento, se destacam naimportancia
como reguladores da resposta imune. Sua presenca ja demonstrada em mondcitos, umas
das primeiras células a atingirem o sitio de infecgdo, pode estar auxiliando a montagem
de uma resposta mais eficaz nos momentos iniciais da infeccéo, refletindo uma resposta
a ligagdo do ATP extracelular e resultando na diminuigdo do tamanho de lesdo e do
parasitismo 4 e 7 semanas apos 0 indculo, respectivamente, nos animais tratados com
suramina (Fig. 15— A eB).

Os resultados obtidos com L. braziliensis e L. amazonensis claramente remetem
a constatagdo de que a influéncia dos componentes da via de metabolismo de ATP na
infeccdo por Leishmania podem variar em intensidade e, até mesmo, podem ter
mecanismos distintos, dependendo da espécie do parasito e da relagdo entre ele e 0
hospedeiro. Esse fato ndo € incomum na imunologia, ja que fatores muitas vezes dados
como importantes para a determinacdo da resisténcia ou susceptibilidade a doenca
podem, dependendo dos componentes da relacéo parasito-hospedeiro, revelar efeitos até
mesmo antagdnicos aos considerados anteriormente um paradigma. E o caso da relagio
IL-4/susceptibilidade, retificada por trabalhos feitos com diferentes espécies de
parasitos, como L. major (Kopf e cols., 1996), L. donovani (Stager e cols., 2003) e
Plasmodium yodlii (Carvalho e cols., 2002), que demonstraram, em alguns casos, até
mesmo uma participacdo dessa citocina na resposta protetora contra esses parasitos. Por
isso, se faz necessério, na continuidade das investigacfes dos efeitos dos componentes
da via de metabolismo de ATP, avaliar de modo isolado cada sistema que se tem em
maos, considerando as variaveis conhecidas que possam interferir na resposta a ser
instalada.

E bastante provavel que tenha havido uma reversio dos efeitos dos tratamentos
usados em nossos protocol s assim que as promastigotas metaciclicas se transformaram
em amastigotas dentro dos macréfagos, tornando transientes as modificagdes
decorrentes desses tratamentos. Nossos experimentos foram direcionados para o papel

da atividade ecto-nucleotidasica de promastigotas metaciclicas, mas ndo excluem a
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possibilidade de que as mesmas enzimas e/ou a adenosina possam estar envolvidas na
manutencdo de lesdes cronicas se as mesmas diferencas observadas nas promastigotas
forem encontradas nas amastigotas. De fato, dados da literatura mostram que, pelo
menos para L. amazonensis, as formas amastigotas apresentam mais altos niveis de
hidrolise de ATP que as promastigotas (Pinheiro e cols., 2006). A participacdo das
amastigotas na regulacdo da resposta imune do hospedeiro e na manutengdo do
parasitismo como resultado da ag&o de ecto-nucleotidases e da produgdo de adenosina
estd sob investigagdo em nosso laboratério. Para isso, tanto a comparacdo do perfil de
expressao dessas enzimas em amastigotas de espécies com diferentes graus de
viruléncia quanto a utilizacdo, nos experimentos de infeccdo, de promastigotas
metaciclicas de parasitos menos virulentos modificados geneticamente para a super-
expressao das apirases sao abordagens de grande interesse elucidativo.

Uma questéo intrigante que procede de nossos resultados € a falta de deteccdo de
alteragOes significativas na producéo de citocinas nos tempos de infecgdo avaliados,
impedindo o delineamento de um mecanismo pelo qual a adenosina age para provocar
as adteragbes clinicas e parasitolégicas observadas. Talvez esse problema estga
resumido apenas ao fato de que as medicles foram feitas em momentos tardios, onde
somente se observam as alteracfes clinicas provenientes de modificacdes ocorridas no
inicio da infeccdo. De fato, a adenosinag, enquanto presente no meio extracelular, pode
prejudicar a producdo de citocinas pro-inflamatérias e/ou de quimiocinas importantes
para o inicio da montagem da resposta contra a infecgdo. Por isso, estudos referentes a
andlise da producdo de substéncias importantes para o controle da leishmaniose, tais
como IFN-y, TNF, NO, IL-10, quimiocinas e receptores de quimiocinas, poucas horas
apos a infeccdo, na presenca de adenosina ou de inibidores de receptores P1, podem
esclarecer essas duvidas. Raciocinio semelhante pode ser feito a partir dos resultados
dos experimentos feitos com L. amazonensis na presenca de suramina.

Portanto, este trabalho é o primeiro a mostrar um estudo comparativo a respeito
da hidrélise enzimatica de nucleotideos induzida por espécies de Leishmania com
diferentes niveis de viruléncia, e os efeitos da adenosina, molécula produzida a partir do
metabolismo de ATP, no estabelecimento de parasito no hospedeiro vertebrado. O
modelo experimental utilizado, especialmente no que diz respeito a interferéncia no

momento da infeccdo de formas promastigotas metaciclicas, reflete as acbes sobre um
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ponto do ciclo bioldgico — o outro seria 0 momento da lise de macréfagos com liberacdo
das amastigotas — onde se tem maior probabilidade de se encontrar ATP livre no meio
extracelular. Esse modelo serviu como uma ferramenta que comprova a importancia da
adenosina e, por que ndo, de toda uma via de metabolismo de nucleotideos de adenina,
no processo de infeccdo por parasitos do género Leishmania. De futuras interferéncias
em determinados pontos dessa via podem surgir ferramentas terapéuticas auxiliares no

controle das |eishmanioses.
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7. CONCLUSOES

o Para as espécies de Leishmania estudadas, observou-se uma correlacéo entre o
grau de viruléncia e a capacidade de hidrdlise de nucleotideos de adenina;

o O fato de formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis apresentarem
maior capacidade de hidrolise de nucleotideos de adenina que as forma
prociclicas da mesma espécie sugere a ocorréncia de expressdo de
nucleotidases dependente de metaciclogénese;

o A maior hidrdlise de nucleotideos de adenina observada para as promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis pode ser explicada, pelo menos em parte, pela
maior expressao de apirases na membrana plasmati ca desses parasitos;

o A adenosina exerce um efeito exacerbante sobre o tamanho de lesdo e o
parasitismo resultantes de infeccdo de camundongos C57BL/6 por L.
brazliensis, conforme observado apés a infeccdo de formas promastigotas
metaciclicas desse parasito na presenca dessa molécula ou exercendo atividade
ecto-5' -nucleotidasi ca aumentada;

o Apesar de ndo se poder descartar 0 efeito da adenosina extracelular na nutricéo
do parasito, o efeito da mesma no aumento de lesdo e no parasitismo na
infeccdo por L. brazliensis ocorre, pelo menos em parte, como resultado de
sua acao sobre receptores Agg, ja que a inibicdo desses receptores causou um
guadro invertido ao observado pela adicdo de adenosing;

o As apirases de células do hospedeiro e/ou do parasito tém importancia no
estabelecimento de infecgdo por L. amazonensis, possivelmente devido a sua
acao na diminuicdo da concentragcdo de ATP extracelular, refletindo na reducéo
da acdo imuno-estimulante resultante da ligacdo desse nucleotideo com

receptores P2X5.
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