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“The important thing is not to stop questioning, curiosity has its own reason
for existing.”
Albert Einstein
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RESUMO

TRINDADE, Mellina Lanna, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa. Novembro de
2012. NTPDase-1 de Trypanosoma cruzi: imunolocalizacdo e estudo de seu
papel nas etapas iniciais da infeccdo celular por formas epimastigotas.
Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadora: Claudia Vania Miranda de
Oliveira.

A doenca de Chagas, também conhecida como a tripanossomiase americana, €
uma enfermidade tropical causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, sendo
encontrada principalmente na América Latina e acometendo atualmente cerca de 10
milhdes de pessoas no mundo. Esta doenca é transmitida aos seres humanos e a
mais de 150 espécies de mamiferos domésticos e selvagens pelas fezes de
triatomineos infectados durante o repasto sanguineo. A NTPDase-1 é uma ecto-
nucleotidase caracterizada na cepa Y do T. cruzi como uma proteina presente na
superficie do parasito, sendo um importante fator de viruléncia, infectividade e
considerada um bom alvo para bloqueio da infeccdo. Esta enzima catalisa a hidrolise
de nucleotideos de adenosina tri e di-fosfatados, sendo provavelmente capaz de
modular a sinalizacdo purinérgica em mamiferos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o papel da NTPDase-1 na adesdao celular do parasito em célula de mamifero
através de ensaios de bloqueio com anticorpo especifico e competicdo com a
proteina recombinante, além de verificar a localizacdo da NTPDase-1 em
epimastigotas por microscopia de fluorescéncia confocal e microscopia eletronica.
Os resultados indicam uma reducdo significativa na taxa de adesdo de
epimastigotas em células VERO, alcancando até 85% de inibicdo nos ensaios de
competicdo com a proteina NTPDase 1 recombinante e até 61% de inibicdo na
presenca de anticorpos anti- NTPDase 1 purificado, comparados ao controle
composto somente de células VERO e epimastigotas de T. cruzi. As imagens
obtidas por microscopia confocal e imunoeletrénica revelam a expresséo da proteina
na superficie do parasito e proxima a base do flagelo. A descoberta de moléculas
envolvidas com o processo de infeccdo presentes nas interacdes parasito-
hospedeiro e o conhecimento da funcéo destas biomoléculas pode ser um bom alvo

para a quimioterapia.



ABSTRACT

TRINDADE, Mellina Lanna, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa. November,
2012. NTPDASE-1 of Trypanosoma cruzi: immunolocalization and study of its
role in the initial stages of cellular infection by epimastigotes. Adviser: Juliana
Lopes Rangel Fietto. Co-adviser: Claudia Vania Miranda de Oliveira.

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a tropical disease
caused by the protozoan Trypanosoma cruzi that is found mainly in Latin America
and currently affects roughly 10 million people worldwide. This disease is transmitted
to humans and over 150 species of domestic and wild mammals through the feces of
triatomas infected while feeding on blood. NTPDasel is an ectonucleotidase
characterized in the Y strain of T. cruzi as a protein present on the surface of the
parasite, is an important factor in virulence and infectivity and is considered a good
candidate for blocking the infection. This enzyme catalyzes the hydrolysis of
adinosine tri- and diphosphates and is probably capable of modulating purinergic
signaling in mammals. The objective of this work was to evaluate the role of
NTPDasel in cellular adhesion of the parasite on mammal cells through blockage
assays with specific antibodies and competition with the recombinant protein, in
addition to verification of the localization of the NTPDasel in the epimastigotes using
fluorescent confocal microscopy and electron microscopy. The results indicate a
significant reduction in the epimastigote adhesion on Vero cells, reaching an
inhibition rate of up to 85% in competition tests with the recombinant NTPDasel
protein and up to 61% inhibition rates in the presence of purified NTPDasel
antibodies, compared with the control group composed solely of Vero cells and T.
cruzi epimastigotes. The images obtained using confocal and immunoelectron
microscopy reveal the expression of the protein on the surface of the parasite and
near the base of the flagellum. The discovery of the presence of molecules involved
in the infection process in the parasite-host interactions and knowledge of the

function of these biomolecules may lead to a good target for chemotherapy.



1. INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da Doenca de Chagas, uma
enfermidade tropical predominantemente encontrada em 18 paises da América
Latina, acometendo atualmente cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo (WHO,
2012).

Essa doenca pode ser transmitida ao homem e a mais de 150 espécies de
mamiferos domeésticos e selvagens. De forma simples pode-se definir duas fases da
doenca, a fase aguda e a fase cronica. Ambas podem apresentar-se de forma
sintomética ou assintomética dependendo dentre outros fatores, do estado
imunologico do hospedeiro. Na fase aguda se encontra grande quantidade de
parasitos no sangue em contraste com a fase crénica onde ha baixa parasitemia.

As primeiras drogas usadas em humanos foram o Nifurtimox (NF) e o
Benzonidazol (BNZ). O NF atua produzindo radicais livres e o BNZ inibe a sintese de
macromoléculas, mas ambos produzem reacdes adversas especialmente em adultos
(Werner et al, 2011). Apés os anos 80, a comercializacdo do NF foi interrompida no
Brasil, Argentina, Chile e Uruguai. Na atualidade, ndo existe um tratamento eficiente
e sem efeitos colaterais (Werner et al, 2011). Portanto, o desenvolvimento de
drogas mais eficientes é extremamente necessario.

T. cruzi apresenta um complexo ciclo de vida caracterizado pela presenca de
diferentes estagios de desenvolvimento que podem ser observados nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados, (Tyler et al, 2001). Trés formas de desenvolvimento
foram classificadas em funcdo da sua morfologia e biologia (Brener, 1972):
epimastigota, forma replicativa, presente no intestino médio do vetor; tripomastigota,
forma infectante do parasito encontrada no hospedeiro vertebrado; e amastigota, a
forma intracelular replicativa no hospedeiro mamifero (Tanowitz et al, 1992).

A familia das E-NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases) inclui
enzimas que hidrolisam uma variedade de nucleotideos di- e trifosfatadas em seus
respectivos monofosfonucleosideos e fosfato inorganico (Bigonnesse et al, 2004).

Esta familia de enzima é o objeto de nosso estudo, pelo seu possivel papel em
funcdes celulares parasito-hospedeiro (Bisaggio et al., 2003), e tém sido apontada
como fator de viruléncia de patogenos (Sansom et al., 2008). Nosso grupo tambéem

corroborou com esta afirmacdo, demonstrado uma diminuicdo significativa da



infectividade em cultura de células e da viruléncia em camundongos de parasitos
tratados com inibidores parciais da atividade ecto-ATP e ADPasicas ou pela acdo de
antisoro policlonal anti-NTPDase-1 recombinante de T. cruzi (Santos, 2009). Santos
(2009) demonstrou que o antisoro anti-NTPDase-1 foi capaz de inibir a infeccdo de
forma significativa mas n&o teve inibicdo da atividade da enzima recombinante,
sugerindo um papel duplo da NTPDase-1 na infec¢cdo, sendo um dependente de
atividade enzimatica e outro independente da mesma.

Portanto, neste trabalho estudamos a participacdo da NTPDase-1 na adesédo
de epimastigotas em células VERO e procuramos avancar os conhecimentos sobre
a localizacdo desta proteina nos parasitos usando anticorpo especifico anti-
NTPDase-1.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 T. cruzi e a Doenca de Chagas

7

Trypanosoma cruzi € um protozoario pertencente ao Reino Protista, Filo
Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma.

Em 1909, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, um cientista brasileiro,
descobriu e descreveu o parasito como 0 agente causador da tripanossomiase
america, conhecida como doenca de Chagas.

A doenca de Chagas foi inicialmente caracterizada como uma zoonose
estritamente selvagem, tornado- se antropozoonose quando o homem invadiu as
florestas de forma predatéria dispersando os animais selvagens e construindo casas
e alpendres de facil adaptacdo a seus vetores, 0s triatomineos.

Atualmente, é uma enfermidade tropical predominantemente encontrada na
América Latina, acometendo cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo (Who,
2012), e pode ser transmitida ao homem e a mais de 150 espécies de mamiferos
domésticos e selvagens, situando em duas zonas ecoldgicas: cone sul da América
do Sul onde os insetos vetores vivem dentro das moradias humanas (ciclo
doméstico); e norte da Ameérica do Sul, América Central e México, onde 0s insetos
vivem tanto dentro quanto fora dos domicilios (ciclos doméstico e silvestre).

Podem- se definir duas fases da doenca: a fase aguda, e a fase cronica.
Ambas podem apresentar-se de forma sintomatica ou assintomética dependendo de
fatores inerentes ao parasito e ao hospedeiro vertebrado. Os fatores relacionados ao
parasito associam-se diretamente ao tropismo, variabiliade e viruléncia da cepa,
carga do in6culo e antigenicidade (Higuchi, 1995; Dias, 2000). Em relacdo ao
hospedeiro vertebrado, fatores como idade, sexo, reinfeccdes, estado nutricional e
perfil da resposta imune parecem modular diferencas nas manifestacdes clinicas
(Higuchi, 1995; Dias, 2000). A fase aguda caracteriza-se por intenso parasitismo e
alguns sinais clinicos iniciais podem ser encontrados, tais como o chagoma de
inoculacdo (quando o parasito penetra pela pele) e o sinal de Romana (penetracao
pela conjuntiva). Na maioria dos casos estes sinais somem com O tempo e o
parasitismo diminui. Essa fase tem duracdo média de dois meses, evoluindo entédo

para a fase crdnica que persistira por toda a vida do paciente (Miles e cols., 2003).
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Na fase cronica o parasitismo € muito baixo, sendo dificili @ comprovacéo
parasitolégica e soroldgica da doenca. Esta fase pode se apresentar assintomatica
(forma indeterminada) ou sintomatica (formas cardiaca, digestiva e nervosa).

Na transmissdo natural, as formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos)
séo liberadas nas excretas dos insetos vetores durante o repasto sanguineo. Para
que ocorra a infec¢cdo sdo necessarias condicbes de contato entre 0 homem e o
triatomineo infectado, além de uma série de variaveis que regulam as chances de
infeccdo, tais como a taxa de infeccao, intervalo de tempo entre a picada e a
defecacdo, o numero e o volume de evacuacgdo por unidade de tempo, o nimero de
parasitos eliminados, a porcentagem de formas infectantes e sua capacidade de
penetracdo, a intensidade de pruridos causados durante a picada, a reinfeccao, o
tipo de cepa ou clones do parasito, receptores clonais histotrépicos especificos do
hospedeiro e ainda resposta imune inicial e posterior do individuo (Coura, 2007).
Quanto a transmissdo congénita, o parasito pode ser transmitido da mée para uma,
alguma ou todas as gestacdes, podendo também infectar os filhos durante o parto
(Freilij & Altcheh, 1995). A transmissado oral também pode ocorrer como resultado da
ingestédo do parasito. Exemplos desta infeccdo ocorreram em 2005 no sul de Santa
Catarina devido ao esmagamento de triatomineos infectados, juntamente com a
cana de agucar durante o preparo do suco. Outras maneiras de se transmitir os
parasitos sdo por intermédio de transfusdo sanguinea, acidentes de laboratério e
transplantes. Outra via teoricamente possivel, mas extremamente rara, € a
transmissédo sexual (Carlier, 2003).

Numa visdo epidemioldgica, a doenca de Chagas é controlada, atualmente,
pela eliminacéo de vetores com inseticidas, pela melhoria das moradias impedindo a
colonizacéo pelos insetos vetores, pelo controle de bancos de sangue e campanhas
educacionais, visto que esta relacionada com a pobreza e baixo nivel educacional
(Maya e cols., 2007).

O tratamento da doenca de Chagas iniciou em 1930 com o uso de um derivado
da quinolona - 7602, Bayer. No final dos anos 60 e inicio dos anos 70, dois farmacos
comecaram a ser utilizados, o NF, um 5- nitrofurano(3-metil-N-[(5-nitro-2-furanil)-
metileno]-4-tiomorfolinamina-1,1-dioxida); Bayer 2502 (Bock & Gonnert, 1972) e o
BZ (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) (Polak & Richle, 1978).



O modo de acao do NF envolve a geracao de radicais livres (anion superoxido,
perdxido de hidrogénio e metabdlitos eletrofilicos) que, na presenca de oxigénio,
produzem intermediarios reativos (Werner et al, 2011). Sendo T. cruzi parcialmente
deficiente na eliminacdo desses radicais livres, este se torna susceptivel a esses
intermediarios (DoCampo & Moreno, 1986).

O BNZ passou a ser utilizado clinicamente em humanos em 1978. Esta droga
inibe a sintese protéica, originando degradacédo na biossintese de macromoléculas
(Werner et al, 2011).

Na fase aguda da doenca, o tratamento com NF e BZ obtém cerca de 70 a
75% de cura, aumentado para 100% nos casos congénitos (Werner et al, 2011). Na
fase crbnica, a porcentagem de cura alcanca apenas 30%, sendo um dos problemas
enfrentados neste fase as diferencas regionais de susceptibilidade dos parasitos a
droga, além dos vérios efeitos colaterais desagradaveis que limitam seu uso na
terapéutica (Guedes, Urbina et al. 2004).

Os efeitos colaterais mais frequentes com o tratamento com o NF sao anorexia,
perda de peso, alteracbes psiquicas, excitabilidade, sonoléncia e manifestacées
digestivas, como nauseas, vomitos e ocasionalmente, cdlicas intestinais e diarréias.
As reacdes adversas com o BZ podem ser de quatro tipos: sintomas de
hipersensibilidade, linfadenopatia, dor articular e muscular; dermatites com erupcoes
cutaneas (usualmente aparecendo entre o 70 e o0 100 dia de tratamento); depresséo
da medula G6ssea, trombocitopenia e granulocitose; e polineuropatia, parestesia e
polineurite dos nervos periféricos (Coura & de Castro, 2002).

ApOs os anos 80, a comercializagdo do NF foi interrompida, primeiramente no
Brasil e subsequentemente na Argentina, Chile e Uruguai (Coura & de Castro,
2002).

Na atualidade, ndo existe um tratamento eficiente e sem efeitos colaterais
(Werner et al, 2011). Portanto, o desenvolvimento de drogas mais eficientes é

extremamente necessario.

2.2 Formas e ciclo evolutivo do parasito

T. cruzi se apresenta em trés formas fundamentais caracterizadas pelas

posicdes relativas do flagelo, cinetoplasto e nucleo: As tripomastigotas apresentam

5



cerca de 20 um de comprimento, sdo fusiformes, com cinetoplasto subterminal e
constituem a forma infectiva, sendo encontrados no sangue de mamiferos e na
porcao terminal do intestino de insetos triatomineos. Esta forma do parasito ndo é
multiplicativa. As epimastigotas sao células fusiformes, com cerca de 20 um de
comprimento ecinetoplasto anterior ao nucleo. Sdo a forma replicativa no parasito
presente no intestino do triatomineo. As amastigotas s&o formas arredondas,
possuindo aproxidamente 2 um de diamentro, ndo apresentam um flagelo
emergente e se multiplicam por fissdo binaria no interior de células hospedeiras de
mamiferos.

Estas formas evolutivas estao representadas na figura 1.

—
00T e

r—
010mm

Figura 01. Formas morfolégicas do T. cruzi (desenho didatico). Da esquerda para a direita, temos a
forma epimastigota, tripomastigota metaciclico, amastigota e tripomastigota sanguineo. Fonte:
http://www.uta.edu/chagas/html/chagBiol.html

O ciclo de vida do parasito é extremamente complexo, apresentando diversas
variacbes morfoldgicas que se alternam entre dois tipos de hospedeiro: insetos da
familia Reduvidae, subfamilia Triatominae e mamiferos (incluindo o homem).

A contaminacdo do barbeiro, inseto hematdfago, ocorre quando este realiza
repasto sanguineo em mamifero infectado e ingere formas tripomastigotas
sanguineas, que sdo conduzidas a porcdo anterior do estdbmago. Neste novo
ambiente, as tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e em algumas formas
esferomastigotas. No intestino, as epimastigotas se multiplicam sucessivamente por
divisdo binaria (Zeledon, 1999; Kolien e Schaub, 2000; Garcia e Azambuja, 1999) e
aderem-se as células epiteliais por hemidesmossomos. Esta adesdo ocorre
predominantemente pela regido do flagelo. Posteriormente, 0os epimastigotas se
soltam e movem — se para 0 intestino posterior, onde iniciam o0 processo de

diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos, que aderem a cuticula que reveste o
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epitélio do reto e do saco retal do inseto. Ao se soltarem do epitélio, podem ser
eliminados na urina ou fezes do inseto em seu préximo repasto sanguineo (Zeledon,
1999; Kolien & Schaub, 2000; Garcia & Azambuja, 1999).

A contaminacdo de um hospedeiro vertebrado ocorre quando o barbeiro
infectado pica o mamifero. Neste processo, 0 inseto geralmente defeca e urina,
depositando assim, sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota
metaciclica, que é a forma infectante e ndo replicativa. A invasdo do parasito ocorre
qguando o hospedeiro se coca, gerando lesdes na pele por onde o parasito penetra.
Inicialmente, os tripomastigotas metaciclicos invadem as células do sistema
mononuclear fagocitario, seguindo-se a formacdo do vacuolo parasitoforo. No
interior do vacuolo, a forma tripomastigota se diferencia para a forma amastigota e
ocorre a lise da membrana do vacuolo parasitoforo. No citoplasma, esta forma se
multiplica por fissdes binarias sucessivas, podendo tomar todo o citoplasma. Apos
as sucessivas divisbes, as amastigotas iniciam sua diferenciagdo para
tripomastigotas antes da célula hospedeira ser rompida por excesso de parasitos.
No meio extracelular, os tripomastigotas e amastigotas podem infectar novas células
nucleadas ali presentes (Prata, 2001) ou serem ingeridas pelos insetos vetores

durante um novo repasto sanguineo, iniciando um novo ciclo (figura 2).
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Figura 02. Ciclo de vida do T. cruzi. Os desenhos representam formas morfolégicas vistas nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados. a) Lesdo; b) Formas tripomastigotas; c¢) Formas
amastigotas no interior da célula; d) Ruptura celular; e) Liberacdo dos tripomastigotas; f) Formas
tripomastigotas sanguineas; g) Colonizacdo do tecido muscular ou tecido nervoso pelas formas
infectantes tripomastigoatas e amastigotas h) Tripomastigotas sugados pelo inseto; i) Formas
epimastigotas no trato digestivo do inseto (Prata, 2001).

2.3 Organizacao estrutural do T. cruzi

T. cruzi € um parasito eucarioto unicelular e possui muitas organelas comuns
aos eucariotos, além de algumas peculiares da familia Trypanosomatidae (Figura
03).
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Figura 03. Esquema geral da forma epimastigota do T. cruzi mostrando as principais estruturas
celulares (Teixeira et al, 2011).

O nucleo deste parasito mede cerca de 2,5 uM de didametro, apresentando-se
sob a forma arrendondada em epimastigotas e amastigotas e sob a forma alongada
em tripomastigotas. Ele possui um nucléolo centralizado e poros nucleares em
continuidade com o reticulo endoplasmatico (De Souza, 2002).

Os reticulos endoplasmaticos liso e rugoso podem ser vistos em toda a
extensdo do parasito, para todas as formas de desenvolvimento, sendo responsavel
pela sintese protéica e lipidica (Teixeira et al, 2011).

O complexo de Golgi, envolvido no processo de modificacdo de proteinas, esta
localizado proximo a bolsa flagelar. Em epimastigotas e amastigotas, também se
encontra perto do citdstoma, uma profunda invaginacdo da membrana plasmatica
envolvida na captagcdo de macromoléculas do meio, formando o complexo
citbstoma- citofaringe, responsavel pelo processo de endocitose. As macromoléculas
ao penetrarem na abertura do citéstoma, seguem pela citofaringe onde sao
internalizadas em vesiculas endociticas que irdo se fundir com uma rede de tabulos
e vesiculas e, posteriormente, se fundir com os reservossomos (De Souza et al.,
2009).

A forma epimastigota de T. cruzi & capaz de ingerir macromoléculas do meio
por via endocitica. Tal atividade é inexistente, ou muito baixa, nas formas amastigota
e tripomastigota (De Souza et al, 2009). Todas as macromoléculas ingeridas pela
célula, independentemente da sua natureza, se concentram na organela, chamada
reservossomo. Nela também encontramos proteases sintetizadas pela célula, como
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€ 0 caso de uma cisteina proteinase conhecida como cruzipaina. O pH do interior do
reservossomo é de cerca de 6,0, o que o faz se comportar como um compartimento
pré-lisossomal. As formas tripomastigotas e amastigotas, apesar de ndo possuirem
um reservossomo tipico, possuem organelas relacionadas a lisossomos,
denominadas “reservossomos-like” (De Souza et al, 2009).

A Unica mitocondria desses parasitos, se ramifica por todo o corpo e apresenta
um DNA mitocondrial que se organiza na forma de minicirculos e maxicirculos se
associando de forma concatenada e se concentrando numa regido da mitocéndria,
abaixo do corpusculo basal, denominada cinetoplasto (Teixeira et al, 2011).

O cinetoplasto é uma estrutura altamente organizada com uma alta
concentracdo de DNA, caracteristica de protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida. Ele pode variar de acordo com o estagio de desenvolvimento do
parasito, apresentando-se sob a forma de bastdo levemente curvado em
amastigotas e epimastigotas e arrendondado em tripomastigotas (Teixeira et al,
2011).

Todos os tripanossomatideos apresentam um flagelo que emergem de uma
invaginacdo da membrana plasmatica, conhecida como bolsa flagelar. Esta bolsa é
um importante sitio de endocitose e exocitose principalmente em tripomastigotas e
amastigotas, pois em epimastigotas, o principal sitio de endocitose é o citéstoma (De
Souza et al., 2009). O flagelo encontra-se intimamente associado ao corpusculo
basal. Este apresenta caracteristicamente nove tripletes de microtubulos. Ja o
flagelo é formado por um axonema, com nove pares de microtibulos e um par
central, envoltos pela membrana flagelar e responsaveis pela motilidade do parasito
(Teixeira et al, 2011).

O corpo paraxial ou estrutura paraflagelar possui funcdo ainda desconhecida,
podendo atuar na motilidade e na adesdo ao epitélio intestinal de insetos. Ela é
formada por um complexo de filamentos protéicos que se associam ao axonema de
epimastigotas e tripomastigotas (Teixeira et al, 2011).

Os microtubulos subpeliculares, localizam-se abaixo da membrana plasmatica
e estao distribuidos por todo o corpo do parasito, sendo o principal componente do
citoesqueleto (Teixeira et al, 2011).
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O complexo do vacuolo contratil € uma organela importante para o controle
osmatico, formado por um conjunto de tubulos e vesiculas localizados proximo a
bolsa flagelar (Teixeira et al, 2011).

Os acidocalcissomos sdo organelas acidas distribuidas por toda a célula, ricas
em calcio, polifosfato e outros ions. Eles possuem canais, bombas e trocadores
ibnicos, sendo responsaveis pela manutencdo da homeostasia intracelular e pH,
pela osmorregulacdo e pelo armazenamento de cations e fosforo (Teixeira et al,
2011).

Os glicossomos sao um tipo especial de peroxissomo. eles sdo designados
assim por armazenarem no seu interior enzimas da via glicolitica (De Souza, 2002;
Parsons, 2004). Eles possuem matriz homogénea densa, distribuidas por todo o
corpo do parasito.

As inclus@es lipidicas sé@o estruturas arrendondadas de diametro variavel
envoltas por uma monocamada de fosfolipideos, podendo ser elétronlucentes ou

com densidade média (Soares e Souza, 1987).

2.4 Processo de infeccdo por T. cruzi em células de mamifero

Em hospedeiros vertebrados, o processo de invasédo das células pelo T. cruzi,
se divide em trés fases: adsorcdo do parasito a membrana plasmatica da célula
hospedeira, internalizacdo com formacédo do vacuolo parasitoforo, e a ruptura da
membrana vacuolar, na qual o parasito é liberado no citoplasma e onde se diferencia
em amastigotas e se replica (de Souza, 2002).

Apos a fixacdo na membrana celular do hospedeiro, sinais sdo desencadeados
pelo parasito dando inicio ao gradual processo de entrada na membrana vacuolar
gue é realizada em cerca de 10 minutos (Rodriguez e cols., 1996), dependendo da
cepa. Apos a diferenciacdo para amastigotas, ocorre a proliferacdo destas por
divisdo binaria, ao longo de 2-9 ciclos, preenchendo completamente o citoplasma
das células hospedeiras em 4-5 dias. A diferenciacdo das formas amastigotas em
tripomastigotas ocorre anteriormente a ruptura celular e liberacdo dos parasitos para
um novo ciclo infeccioso. O parasito demora cerca de 30 minutos desde a invasao
até a saida do vacuolo parasitoforo (Burleigh & Andrews 1995), 2-3 horas para se

transformar em amastigotas, e entrar na fase G1/G2 do ciclo celular, levando de 24-
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44 horas para sintetizar seu DNA. As formas amastigotas, responséveis pela
multiplicacéao intracelular, levam de 8-15 horas, dependendo da cepa do parasito,
para dar origem a uma nova geracdo de amastigotas, mas a citocinese € rapida,
durando de 20-30 minutos (Hyde & Dvorak 1973), considerando condi¢cdes naturais
de infecgao.

Em todos os tipos de células estudadas foi observada a mesma distribuicdo
binomial negativa de células-infectadas (Hyde & Dvorak 1973, Pécora et al. 1980),
indicando que, durante as primeiras 24 horas de contato do parasito com as células,
as que ja estdo infectados sdo mais suscetiveis a uma segunda invasdo,
provavelmente porque a superficie celular sofre mudancas apés a infeccao (Soeiro
et al. 1994).

A aderéncia do parasito € um processo dependente de energia e requer a
presenca de moléculas especificas na superficie celular (Schenkman et al. 1991a,
1991b, 1991c). A internalizacdo, além de ser um processo dependente de energia,
necessita da presenca de glicoproteinas especificas (Abuin et al. 1989; Ouaissi et al.
1990; Yoshida et al. 1990; Ortega-Barria et al, 1991), mucinas (Acosta-Serrano et al,
2001), atividades de proteinas quinases (Vieira et al. 1994; Yoshida et al. 2000) e o
aumento da concentracdo de célcio tanto no parasito quanto na célula hospedeira
(Moreno et al. 1994; Burleigh et al 1998).

Somente as formas tripomastigotas, e amastigotas em menor proporcao (Ley e
cols., 1990; Carvalho & de Souza, 1986), sdo capazes de serem internalizadas por
células de mamifero e portanto infectantes para o hospedeiro vertebrado devido a
suas propriedades antigénicas. As formas epimastigotas do parasito sédo incapazes
de infectar as células do hospedeiro vertebrado (Burleigh & Woolsey, 2002; Yoshida,
2005).

A sinalizacdo para invasdo pode ocorrer de diferentes maneiras, seja pela
inducdio da cascata de sinalizacdo de Ca®" dependente de fosfotidilinositol-3-P (IP3),
recrutamento e fusdo de lisossomos na regido plasmatica onde ocorreu a invasao,
levando a formagdo de um vacuolo com propriedades lisossomais (Andrade &
Andrews, 2004), ou pelo recrutamento e fusdo de lisossomos mediados pela
ativacao da fosfatidilinositol-3 cinase (Woolsey e cols., 2003).

A internalizacdo também depende de enzimas cujos sitios ativos estdo

localizados tanto na face externa da membrana plasmatica quanto no citoplasma

12



(Souto-Padro'n et al. 1990; Meirelles et al. 1992; Colli 1993; Schenkman et al, 1993;
Schenkman et al. 1994; Scharfstein et al. 2000). Uma enzima que recentemente foi
sugerida como moduladora da infecciosidade de T. cruzi € a NTPDase-1, proteina
pertencente a super-familia das ecto-nucleotidases e a sub-familia das E-

NTPDases, capazes de hidrolisar nucleotideos extracelulares.

2.5 Nucleotideos extra-celulares e purinoreceptores

Até os dias atuais, muito se estudou sobre a variedade de func¢des biologicas
dos nucleotideos, sendo os mais estudados o ATP, o UTP e seus metabdlitos (ADP,
UDP e adenosina).

Até a década de 70 pensava-se que estes eram artefatos gerados em
processos de danificacdo celular. Mas atualmente se sabe que varios nucleotideos
extracelulares e seus metabdlitos regulam diversas funcdes biologicas, além de
fornecer energia quimica para todas as células vivas (Dombrowski et al., 1998).

Nucleosideos e nucleotideos extracelulares sdo componentes normais do meio
extracelular e encontrados em quase todos os sistemas orgéanicos, sendo liberados
a partir de uma grande variedade de células.

O ATP age como mediador de interacdo célula-célula, por intermédio de
comunicacBes baseadas na sinalizagdo mediada por Ca®" intracelular, em varios
tipos celulares como neurdnios, células da glia e queratindcitos (Abbranchio &
Burnstock, 1998; Novak, 2003; Koizumi e cols., 2004).

O ATP. esté envolvido em efeitos citostéticos e citotdéxicos em varios tumores,
sendo também necessario para a secre¢do de algumas citocinas (Langston et al.,
2003).

O ADP extracelular estimula a agregacao plaquetaria e ndo apresenta efeito
sobre os linfocitos (Dombrowski et al., 1998; North RA., 2002).

Outra molécula presente no meio extracelular € a adenosina, que pode ser
liberada diretamente de nucleosideos endégenos ou como resultado da quebra
sequencial de ATP e ADP exdgenos por reacdes de ectonucleotidases (Martin,
2007). O acumulo de adenosina extracelular contribui para a imunodeficiéncia, pois
apresenta efeitos téxicos frente ao desenvolvimento dos linfécitos. E, sabe- se

também que, tanto a adenosina quanto seu produto de degradagdo, a inosina,
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possuem efeitos imunomodulatérios relacionados a inibigcdo do processo inflamatério
(Jijon HB et al., 2005; Nemeth ZH, et al., 2005).

O UDP parece exercer efeitos biolégicos importantes em células T infiltrantes
existentes em alguns estados inflamatorios (Somers et al., 1998). Os mondcitos
podem ser estimulados por UDP extracelular via ligagdo ao seu receptor. Este
evento leva a producdo de IL-8, um quimioatrativo de neutrofilos em células
humanas. A producédo desta interleucina é inibida pela degradacdo do UDP via uma
nucleotidase heter6loga em monaocitos (Warny et al., 2001).

Os nucleotideos extracelulares sdo incapazes de atravessar as membranas
celulares, sendo assim, eles alcangam o0 espaco intracelular se associando a
proteinas ligadoras de nucleotideos extracelulares, como os purinoreceptores e as
ecto-nucleotidases.

Os purinorreceptores sdo proteinas transmembranares que medeiam funcbes
sinalizadoras rapidas na neurotransmissdo, secrecdo e vasodilatacdo, e funcbes
sinalizadoras lentas como regeneracdo, proliferacdo e morte celular. Esses
receptores sdo caracterizados de acordo com os efeitos farmacoldgicos de
agonistas e antagonistas de nucleosidios e nucleotideos extracelulares (BOURS et
al., 2006), se dividindo assim, em dois grandes grupos: P1 e P2.

Os receptores do tipo P1 respondem especificamente a adenosina ou inosina,
e agem pela modulacdo de proteinas-G que induzem uma variedade de respostas
celulares, incluindo inibicdo da adenilato ciclase e estimulacdo da fosfolipase C e
proteina kinase C. Estruturalmente, pertencem a superfamilia de receptores do tipo
serpentina, com sete dominios transmembranas, sendo subdivididos em receptores
dos subtipos Aj, Aza, Azs € Az, que se ligam a adenosina extracelular com diferentes
afinidades (Bours et al, 2006).

Os receptores do tipo P2 se ligam a ATP, UTP, ADP e UDP, sendo
subdivididos em duas subfamilias: os receptores P2Y e P2X (Abbracchio &
Burnstock, 1994; Jacobson e cols., 2002; Burnstock & Knight, 2004 - Tabela 01). Os
receptores P2X sdo também conhecidos como receptores ionotrépicos, pois sao
proteinas transmembranas do tipo canal ibnico, que realizam o transporte de
diferentes fons como Na', K*, Ca®"Sete subtipos destes receptores ja foram
caracterizados até o momento (P2X;7) (Khakh e cols., 2001; North, 2002). Os

receptores P,y ou receptores metabotropicos, sdo receptores do tipo serpentina
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acoplados a proteina G, que mobilizam célcio por uma via mediada pela fosfolipase
C. Destes, o0s subtipos P2Y154611-14 j& €stdo bem caracterizados, sendo que o
receptor P2Y14 responde a UDP-glicose, UDP-galactose e UDP N acetilglicosamina
(Gounaris & Selkirk, 2005). O ligante natural dos receptores P2X é o ATP, enquanto
0s receptores P2Y apresentam responsividade subtipo especifico para ATP, UTP,
ADP e UDP.

Recentemente, Schicker e seus colaboradores (2009) demonstraram que
receptores acoplados a proteina G (GPCRSs) para nucleosideos e nucleotideos de
adenina podem associar-se, como homdmeros ou em mais de 10 combinacdes de
heterdmeros, com NTPDases. Além disso, seus efeitos fisiolégicos dependem mais
de uma rede de receptores e enzimas adequadamente presentes na membrana
plasmatica do que somente da presenca de proteinas isoladas. Assim, as respostas
a ATP, ADP e adenosina podem ser diferentes de acordo com a combinagao
protéica formada nessa rede de receptores e enzimas na membrana.

A distribuicdo dos receptores purinérgicos pode ser observada em todos os
tecidos, sendo expressos também numa variedade de células imunes e ndo imunes.
De uma maneira geral, a concentracdo extracelular dos nucleotideos e a presenca
de subtipos diferentes de receptores nas células regulam a resposta celular a estas
moléculas. Por sua vez, a presenca e concentracdo dos nucleotideos séo reguladas
pela acdo de enzimas metabolizadoras destes (ectonucleotidases), presentes na
membrana das células ou excretadas em formas soluveis.

Um esquema dos purinorreceptores em membranas celulares € mostrado na

figura 4.
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P2X4.7 P2Y1,2.4,6,11,12,13,14

Figura 04. Modelo topoldgico de receptores de vias de sinalizagdo purinérgica. Nucleotideos
medeiam efeitos sinalizadores em uma série de receptores ionotrépicos P2X e receptores
metabotropicos P2Y, que sdo classificados de acordo com sua afinidade por ATP, ADP e outros
nucleotideos alternativos agonistas ligados a aclUcares. A geragdo de adenosina derivada de
nucleotideo age em quatro receptores especificos (Yegutkin, 2008).
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Subtipo

Ligantes fisiolégicos

Distribuigdo em células imunes

Receptores P1

A,

Aza

As

Receptores P2
P2x

P2X;

P2Xs
P2Xa3

P2X,

P2Xs

P2Xs

P2X7

P2y

P2Y,

P2Y,

P2Y,

P2Ys

P2Y 14

P2Y 12

P2Y1s

P2Y 14

Ado (ECsg 0.18-0.53 pM)
Inosina (ECsgq: 290 pM)

Ado (ECeg: 0.56-0.95 pM)
Inosina (ECsy: 50 pM)

Ado (ECsg: 16.2-64.1 pM)

Ado (ECeg: 0.18-0.53 pM)
Inosina (ECsq: 0.03-2.5 pM)

ATP (ECsp: 0.05-1 pM)

ATP (ECsp: 1-30 pM)
ATP (ECso: 0.3-1 uM)

ATP (ECsp: 1-10 pM)

ATP (ECsp: 1-10 pM)

ATP (ECsp: 1-12 pM)

ATP (ECsp: 100-780 pM)

ADP (ECs: 8 pM)

UTP (ECsp: 0.14 pM) = ATP (ECzq: 0.23 pM)

UTP (ECsp: 2.5-2.6 uM) =ATP, UDP

UDP (ECsp: 0.3 pM) =UTP (ECso: 6 pM)

ATP (ECsp: 17 M)

ADP (ECsg: 0.07 pM)

ADP (EGsq: 0.06 pM) > ATP (ECsq: 0.26 pM)

UDP-glicose (ECsq 0.1-0.5 pM)

Neutréfilos;, monacitos; macrofagos,
células dendriticas.
Neutréfilos; monacitos; macrofagos;

células dendriticas; linfécitos T; linfécitos
B.
Neutréfilos;, monacitos; macrofagos,
células dendriticas; linfocitos T.
MNeutrafilos;

mondcitos; macréfagos;

células dendriticas; linfocitos T.

Neutréfilos;, monacitos; macrofagos,
células dendriticas; linfocitos T, células

NK.

Neutréfilos; monacitos; macrofagos;
células dendriticas; linfocitos T, células
NK.

monacitos;

Neutréfilos; macrofagos;

células dendriticas; linfocitos T.
Neutréfilos;, monacitos; macrofagos,
células dendriticas; linfocitos T, linfocitos

B; células NK.

Neutréfilos; monacitos; macrofagos;
células dendriticas; linfocitos T.
Neutréfilos; mondacitos, macrofagos;
células dendriticas; linfocitos T.
Neutréfilos; monacitos, macrofagos;
células dendriticas; linfocitos T.
Neutréfilos; monaocitos; macrofagos;
células dendriticas; linfocitos T.
Neutréfilos; mondacitos, macrofagos,
células dendriticas; linfocitos T, linfocitos
B.

Mondcitos; macréfagos; linfacitos T.

Mondcitos; células dendriticas; linfocitos

Neutréfilos; células dendriticas; linfocitos
T.

Tabela 01. Subtipos de receptores P1 e P2, ligantes fisiolégicos e distribuicdo em células do sistema
imune (adaptado de Bours e Cols., 2006).
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2.6 As ecto-nucleotidases e a familia E-NTPDase

As ectonucleotidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de nucleotideos
extracelulares, como o ATP, UTP, GTP, ADP, UDP, GDP, dinucleotideos e
moléculas polifosfatos. Inicialmente, essas enzimas foram nomeadas de acordo com
0 substrato que hidrolisam. Assim, denominaram-se como ecto-ATPases, as
enzimas que hidrolisam preferencialmente ATP e ecto- ADPase, as que preferem
ADP. Aquelas que hidrolisam esses dois substratos eram chamadas de ecto-ATP
difosfohidrolase ou ecto-apirases. Posteriormente, com a caracterizacao funcional e
molecular de véarias familias de novas enzimas que hidrolisam 0s mesmos
substratos, surgiu- se a necessidade de rever esta nomeclatura (Zimmermann e
cols., 2000).

Assim, as ectonucleotidases, também conhecidas por ecto-apirases, ecto-
ATPDase ou CD 39, foram denominadas de NTPDases por Zimmermann e cols. em
2001. Elas atuam na conversdo dos nucletotideos tri e difosfatados em seus
componentes monofosfatados. As NTPDases nao hidrolisam nucleotideos
monofosfatados, nem fosfatos ndo nucleosideos. As ecto-5"-nucleotidases (Figura
5D) sao responsaveis por hidrolisar os componentes monofosfatados em
nucleosideos, usualmente AMP até adenosina que por sua vez pode ser convertida
em inosina pelas adenosinadeaminases. As ectopirofosfatases/fosfodiesterases
(familia E-NPP) (Figura 5B), utilizam diferentes substratos e possuem atividade
fosfodiesterasica e nucleotideo pirofosfatasica. As fosfatases alcalinas (Figura 5C)
sdo capazes de liberar o fosfato livre a partir de uma variedade de substratos,
incluindo nucleotideos (Zimmermann, 1996; Zimmermann & Braun, 1996;
Zimmermann, 2000).

Ja se sabe que as E-NTPDases (Figura 5A), familia que inclui a NTPDase 1 de
T. cruzi, podem ser tanto secretadas (proteina soltvel) quanto localizadas na porcao
externa de membranas celulares ou membranas de organelas (proteinas
transmembranas) (lvanenkov, Murphy-Piedmonte et al., 2003; Leal, Strecher et al.,
2005; Murphy-Piedmonte, Crawford et al., 2005). Estas enzimas na sua maioria
catalisam a hidrélise dos nucleotideos no espaco extracelular ou intracelular,
dependendo da localizacdo (se voltadas para o meio extracelular ou em organelas

internas voltadas para o citosol) e jA foram descritas em tecidos de plantas e
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animais. Elas hidrolisam ligagcfes pirofosfato de nucleosideos di e trifosfatados, na
presenca de cétions divalentes (Ca** ou Mg?"), com liberacdo de ortofosfato, em um
mecanismo sequencial onde ADP aparece como intermediario (Laliberte & Beaudoin
1983).
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Figura 05. Topologia de membrana e propriedades cataliticas das diferentes familias de ecto-
nucleotidases. (A) Familia E-NTPDase. As enzimas podem ocorrer como homodimeros. A NTPDase
5 pode ocorrer como uma proteina sollvel (seta). Uma possivel NTPDase 6 sollvel, de estrutura
priméria conhecida esta tambem representada. (B) Familia E-NPP. As enzimas podem ocorrer como
dimeros e podem se tornar solUveis através de clivagem proteolitica, indicados por setas. (C) Familia
das fosfatases alcalinas. (D) Familia ectp-5’-nucleotidase de mamiferos. A enzima ocorre em dimeros
e pode ser liberada da membrana por uma fosfolipase enddégena GPI- especifica (Zimmermann,

2000).

Os papéis fisioldgicos das E-NTPDases ainda ndo sao totalmente conhecidos,

mas algumas func¢bes atribuidas a elas sdo sugeridas, como a participacdo na
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imunorregulagdo, na adesdo celular, sinalizacdo em terminacdes purinérgicas
(Zebisch & Strater, 2007), secre¢do e trafego em vesiculas e, ainda, reciclagem de
purinas. Também tem sido proposto uma associacdo entre uma ecto-NTPDase e
uma 5’-nucleotidase na modulacdo destes processos biolégicos, regulando a
quantidade local de nucleotideos.

As ectonucleotidases foram descritas na superficie externa do T. cruzi (cepa Y)
e sua atividade de hidrolise de nucleotideos tri e di fosfatados, caracteristica da
familia E-NTPDase, foi demonstrada por Fietto et al., em 2004. Também neste
trabalho, um gene da familia E-NTPDase foi isolado e sequenciado, e a proteina
deduzida foi denominada NTPDase-1. Além disto, sugeriu-se que esta proteina seria
importante para a via de salvacdo de purinas, essencial a este parasito. Ainda
sugeriu-se uma possivel participacdo desta enzima na infec¢ao pelo parasito, devido
a maior atividade presente nas formas tripomastigotas do que epimastigotas.

Vérios trabalhos corroboram a hip6tese acima, sugerindo uma correlacdo entre
a capacidade de hidrolise de ATP extracelular por parasitos e processos como
viruléncia, sobrevivéncia intracelular e adesdo celular e, mais recentemente
modulacdo do sistema imune do hospedeiro (Asai et al., 1995; Nakaar et al., 1998;
Barros, FS., et al., 2000; Berredo-Pinho et al., 2001; De Jesus et al., 2002; Tasca T.,
et al., 2004; Maioli et al., 2004; Marques-da-Silva, et a., 2008).

Em 2009, demonstrou- se pela primeira vez em T. cruzi, que as E-NTPDases,
especificamente a NTPDase-1, tem acao facilitadora da infeccéo in vitro e in vivo
(Santos et al., 2009).

2.7 NTPDase-1 de T. cruzi

A proteina deduzida denominda NTPDase-1, isolada e sequenciada a partir de
um gene da familia E-NTPDase, possui uma regido codificante predita de 2282
pares de bases, relativa a uma proteina de 70,8 kDa de massa molecular (Fietto et
al., 2004).

Andlises de bioinformatica sugerem que exista um peptideo-sinal amino
terminal contendo uma regido de membrana e um sitio proteolitico. Esses dados
sugerem a possibilidade da proteina ser direcionada ao reticulo endoplasmatico e

seguir a rota de secrecdo celular, podendo atuar como proteina de membrana
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plasmatica (caso ndo haja protedlise do peptideo-sinal) ou ser secretada para o
meio extracelular (caso haja protedlise do peptideo-sinal), gerando uma proteina de
aproximadamente 66 kDa (Fietto et al., 2004; Santos et al., 2009).

Santos et al. (2009), demonstraram a atividade apirase da NTPDase 1
expressa em sistema bacteriano, com capacidade de hidrolizar ATP/ADP numa
razdo de 1,7 e sendo parcialmente inibida por suramina, um inibidor conhecido de
E-NTPDases. Neste mesmo trabalho, foi visto também que o soro policlonal anti-
NTPDase-1 de T. cruzi, apesar de ndo afetar signifcantemente a atividade da
enzima recombinante, diminui em mais de 50% a capacidade infecciosa dos
tripomastigotas em células de mamifero in vitro, quando analisadas apds 24 horas
de interacdo e 48 horas de infeccéo, sugerindo assim um papel para a NTPDase-1
na infeccdo experimental independente da atividade enzimatica. Este mesmo soro,
quando usado sobre o parasito previamente a infeccdo em modelo murino, mostrou
um aumento da sobrevida dos animais e diminuigao do pico de parasitemia.

E importante salientar que uma nova busca por outros genes codificantes de
isoformas da NTPDase-1 na sequéncia completa do genoma do T. cruzi (Najib M.
El-Sayed et al., 2005) foi feita e que ndo foram encontrados outros genes homélogos
(Santos et al., 2009).

Os trabalhos de Fietto et al (2004) e Santos et al (2009) evidenciaram a
presenca da NTPDase-1 de T. cruzi como uma molécula facilitadora da infeccao,
abrindo novas perspectivas de trabalho em relacdo ao seu uso como alvo para uma

guimioterapia alternativa.

2.8 Metabolismo de purinas e papel das apirases em endoparasitas

As purinas sao de importancia vital para todos 0s organismos vivos, sendo
essenciais para a sintese de varias macromoléculas, como &acidos nucléicos,
proteinas e reagfes que requerem energia. Considerando a elevada taxa metabdlica
e de replicagdo dos parasitos, estes requerem uma ativa sintese de acidos
nucléicos, necessitando, consequentemente, de uma ampla demanda de
nucleotideos purinicos. Esses nucleotideos, de uma maneira geral, podem ser
sintetizados pela via da biossintese de novo e, ou pela via de salvacdo. A via de

novo utiliza componentes simples para a sintese de nucleotideos purinicos. Ja a via
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de salvacdo (Figura 06) € uma via alternativa, a qual consiste de uma rota de
reutilizacdo de nucleotideos, onde a célula satisfaz suas necessidades purinicas a
partir de fontes enddégenas e/ou exdgenas de purinas pré-formadas.

Todos os parasitos estudados por el Kouni, 2003, com excecdo de alguns
nematdides, sdo incapazes de realizar a biossintese de novo, e dependem da via de

salvacdo para satisfazer seus requerimentos purinicos (el Kouni 2003).
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(Endothelial cells) (Endothelial cells) (5—NTrasites)
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R KK AR R R K K Rk AR KK A A
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Figura 06. Desenho esquematico da via de salvag8o de purinas extracelulares e do contexto dos
nucleotidios extracelulares na interacdo parasito-hospedeiro (cedido por Juliana Lopes Rangel Fietto).
As NTPDases hidrolizam nucleotidios de ATP liberados pelas células do hospedeiro evitando a
ativagdo dos receptores de ATP e da resposta inflamatdria. O produto desta hidrélise, AMP pode ser
hidrolizado pelas 5'NTs levando a producdo de adenosina que pode ser captada pelo parasito
suprindo a necessidade de purinas e evitando a ativacdo dos receptores de adenosina. APY:
NTPDase; 5 -NT: 5 -nucleotidase; NTP:Nucleotideo trifosfatado; NDP: Nucleotideo difosfatado; NMP:
Nucleotideo monofosfatado; Pi: Fosfato inorgénico; AMP: 5- monofosfato de adenosina; ADP: 5'-
difosfato de adenosina; ATP: 5'- trifosfato de adenosina; ADO: Adenosina; Out: Extracelular; In:
Intracelular.

A primeira NTPDase descrita em parasitos foi a de Toxoplasma gondii (Asai,
Miura et al. 1995), secretada na forma de granulos densos, no interior do vacuolo
parasitéforo da célula hospedeira. Quando ativada na presenca de ditidis tais como
o ditiotreitol, resulta na ativacdo da enzima e numa rapida diminuicdo dos niveis de
ATP na célula hospedeira. Este evento esta associado a saida dos parasitos das
células (Silverman Qi et al., 1998).

O T. gondii, assim como o T. cruzi, por ser um protozoario incapaz de utilizar a
sintese “de novo” de purinas, necessita captar purinas do meio externo presentes na
corrente sanguinea do hospedeiro e, ou no ambiente interno da célula. Esta hipétese

foi sugerida por Bermudes, Peck et al., 1994, devido a diminui¢cdo da expressao das
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NTPDases por RNA antisenso levar a consequente queda do numero de T. gondii
por vacuolo parasitoforo (Nakaar, Beckers et al. 1998).

Em trabalhos com Schistosoma mansoni, a participacdo da ATPDase no
mecanismo de escape do parasito por cisdo do ATP ou ADP, que podem ser
liberados na superficie levando a ativacao plaquetéaria ou de linfécitos T citotoxicos,
foi proposta por Vasconcelos e cols., 1996.

A relacao entre a atividade ectoATPasica e virulancia também foi demonstrada
em Entamoeba histolytica, onde as cepas patogénicas possuem maior atividade que
as cepas nao invasivas da mesma espécie (Barros e cols., 2000).

Atividade NTPDA&sica dependente de Mg®* foi descoberta em Leishmania
tropica e Leishmania amazonensis (Meyer-Fernandes, Dutra et al. 1997; Berredo-
Pinho, Peres-Sampaio et al. 2001).

Em L. amazonensis, a atividade de clivagem de nucleotideos até adenosina
pela ecto-ATPase também esté relacionada com a viruléncia (Berredo e cols., 2001).
A atividade na forma amastigota, estagio obrigatoriamente intracelular, é dez vezes
maior quando comparada com a forma promastigota (forma encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor) (Berredo-Pinho, Peres-Sampaio et al. 2001; Pinheiro,
Martins-Duarte et al. 2006). A localizacao desta enzima nesta espécie foi confirmada
por microscopia eletronica utilizando anticorpos anti-CD39, sugerindo que essa
proteina faca parte da familia da NTPDase 1/ CD39 (Pinheiro, Martins-Duarte et al.
2006).

O agente causador da doenca do sono, Trypanosoma brucei brucei, mostrou
atividade de hidrélise de nucleotideos em sua superficie externa desses dependente
de Mg?*, ou estimulada por outros cations divalentes incluindo zinco, sugerindo,
segundo os autores, que esta enzima desempenha algum papel no salvamento de
purinas em meio extracelular (de Souza Leite, Thomaz et al. 2007).

Os componentes da via de salvacdo de purinas de parasitos sdo considerados
bons alvos para o desenho de novas drogas (el Kouni 2003). Porém, apesar destas
suposicdes e evidéncias, poucos trabalhos mostram de forma mais clara a
correlacéo entre a ativacéo de hidrélise de ATP e o efeito biologico (Silverman, Qi et
al. 1998; Sansom, Newton et al. 2007; de Almeida Marques-da-Silva, de Oliveira et
al. 2008; Sansom, Robson et al. 2008; Santos, Possa et al. 2009).
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Bisaggio et al, 2003, sugeriram um possivel papel da atividade Ecto-ATPase
dependente de Mg®* na interacdo Trypanosoma cruzi- célula hospedeira
(macréfagos). Fietto e colaboradores, corroborando esta idéia, demonstraram, em
2004, a presenca da atividade de hidrolise de nucleotideos tri e di fosfatados
(NTPDase) na superficie externa de T. cruzi (cepa Y), constatando que a atividade
NTPDasica esta presente em todas as formas do parasito. Neste trabalho foi
demonstrado que o parasito possui atividade ecto-nucleotidasica em sua superficie e
imunolocalizagdo utilizando antissoro policlonal anti- NTPDase de T. gondii nas trés
formas do parasito (tripomastigota, amastigota e epimastigota) também foi realizada.

Adicionalmente, Santos e seus colaboradores (2009), expressaram a
NTPDase-1 de T. cruzi em sistema heterélogo bacteriano em sua forma soltvel e
observaram diminuigcéo significativa da infecciosidade in vitro e da viruléncia in vivo
(em camundongos) quando a enzima e, ou alguma homologa eram inibidas por
inibidores da atividade ou pela acéo de antisoro policlonal anti-NTPDase-1.

Diante da importancia comprovada da NTPDase-1 na infecciosidade e
viruléncia de T. cruzi, e da sugestdo de uma participacdo independente de atividade
enzimatica (Santos et al., 2009), este trabalho aborda o estudo da participacdo da
NTPDase-1 na adesdo de T. cruzi em célula de mamifero e a imunolocalizacdo da

proteina usando anticorpos especificos anti-NTPDase-1.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Aprofundar os conhecimentos sobre as funcdes bioldégicas da NTPDase-1 de T.
cruzi, especialmente em relagdo a adesdo em célula de mamifero e a sua

localizac&o subcelular.
3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o papel biolégico da NTPDase-1 nos momentos iniciais (30 minutos) da
infeccdo em células de mamifero: por ensaios de competicdo da NTPDase-1 com 0s
parasitos na adesdo as células alvo; e por ensaios de bloqueio parcial da NTPDase-
1 parasitaria com o uso de anticorpos policlonais purificados. Além de verificar a
imunolocalizacdo da NTPDase-1 em epimastigotas, utilizando anticorpos policlonais
anti-NTPDase-1 de T. cruzi por microscopia confocal e eletronica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Parasito

Neste trabalho utilizou-se a cepa Y de T. cruzi, gentiimente cedida pelo grupo
da Dr* Maria Terezinha Bahia do Laboratério de Doenca de Chagas da

Universidade Federal de Ouro Preto.

4.2 Meio Grace

O meio Grace foi originalmente formulado para dar suporte ao crescimento de
células derivadas da Antherea eucalypti. Este meio € uma modificacdo do meio de
Wyatt, se assemelhando ainda mais a hemolinfa da Anthera.

O meio basal quando adequadamente suplementado, é utilizado para cultura
de células de uma variedade de insetos, incluindo véarias espécies de lepiddperos,
bem como alguns dipteros.

O preparo deste meio de cultura, comercializado em p6 (Sigma, St Louis MO,
USA), foi realizado a partir da dissolucdo em qgsp 1000 mL de &agua mili Q
autoclavada, o pH acertado para 6,5 e, para cada 100 mL deste, foram adicionados
10 mL de soro fetal bovino, 1 mL de penicilina (solucdo estoque de 16,8mM) e 1 mL
de L- glutamina (solucdo estoque de 200 mM). O meio foi entdo, filtrado em
membrana de éster de celulose com poros de 0,22 pM (Millipore Industria e

Comeércio LTDA) e estocadas a 4°C em frascos esterilizados.

4.3 Cultivo do parasito

As amostras de T. cruzi, apés serem descongeladas do nitrogénio liquido,
foram crescidas em meio Grace (Sigma Cell Culture) a 28°C. Para os repiques
dessas células, uma aliquota foi retirada para contagem em camara de Neubauer, e
volume de suspensdo correspondente a 1x10° células foi transferido para uma nova
garrafa de cultivo de 25 cm® e completados com novo meio de Grace em quantidade

suficiente para 10 mL.
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4.4 Curva de crescimento

Para obtencdo da curva de crescimento de epimastigotas de T. cruzi, foi
realizado, em triplicata, um repique inicial com 1x10° células/mL em garrafas de
cultivo de 25 cm® e completados com um novo meio de Grace em quantidade
suficiente para 10 mL. Este foi considerado o dia zero da curva. A partir deste dia,
foram feitas contagens em camara de Neubauer do nimero de parasitos em dias
sucessivos, duas vezes ao dia. As médias diarias dos parasitos contados foram

usadas para plotar a curva de crescimento.
4.5 Células VERO

As células VERO séo células de carcinoma derivadas de rim de embrido de
macaco verde africano (Chlorocebus aethiops). Esta linhagem foi obtida da
American Type Culture Collection e armazenada em tubos de criopreservacao em

nitrogénio liquido (-196°C).
4.6 Meio RPMI

O meio de cultura RPMI 1640 foi desenvolvido por Moore (1966) no Roswell
Park Memorial Institute (Moore e cols., 1967; Moore e cols., 1976).

O preparo deste meio de cultura, comercializado em p6 (Sigma, St Louis MO,
USA), foi realizado a partir da dissolugdo em 1000 mL de agua destilada, o pH
acertado para 7,2 e, para cada 100 mL de meio foram adicionados 5 mL de SFB, 1
mL de penicilina (solucdo estoque de 16,8 mM) e 1 mL de L- glutamina (solucéo
estoque de 200 mM), 100 uL de 2-B-Mercaptoetanol (solugéo estoque de 50 mM) e
25 mL de Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 1 M.
Posteriormente, o meio foi filtrado em membranas de éster de celulose com poros de
0.22 uM (Millipore Indastria e Comércio LTDA) e estocados a 4°C em frascos

esterilizados.
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4.7 Cultivo de células VERO

Para a manutencéo das células VERO foram utilizadas garrafas de cultura de
25 cm® contendo 10 mL de meio de cultura RPMI adicionado de 5% de soro fetal
bovino. Foram colocadas aproximadamente 5 x 10° células VERO por garrafa. Os
repiques dessas células foram feitos pela remog¢édo do meio de cultura, lavagem da
monocamada de células com 10 mL de solucéo salina 0.9% (esterilizada), adicdo de
5 mL de tripsina (100 mL de PBS 1X, 0,5 g de tripsina e 0,02 g de EDTA) e
incubacdo por 2 a 3 minutos em estufa a 37° C para descolamento das células. A
reacdo de descolamento foi interrompida pela adicdo de 10 mL de solugéo salina
0,9% e posterior homogeneizacdo. Esta suspensdo celular foi acondicionada em
tubo Falcon de 15 mL, centrifugada por 10 minutos a 152 g (5° C). O sobrenadante
foi descartado e o “pellet” suspenso em 10 mL de solucéo salina 0,9% esterilizada.
Uma aliquota foi retirada para contagem em camara de Neubauer. As células foram
centrifugadas novamente por 10 minutos a 152 g (5° C), suspensas em meio RPMI
5% SFB, e uma quantidade de 1 x 10° células foram semeadas em 15 mL de meio
de cultura RPMI 5% SFB em garrafas de 75 cm?® e incubadas em estufa a 37° C, 5%
CO; e atmosfera umidificada a 95%.

4.8 Obtencédo da NTPDase-1 recombinante

A porcéo soluvel da NTPDase-1 da cepa Y de T. cruzi foi expressa em sistema
heter6logo bacteriano de E. coli pET21b (Novagen) como descrito por Santos, e
seus colaboradores (2009).

A purificacdo dos corpos de incluséo foi realizada como previamente descrito
por Areas et al. (2002) com modificacbes (semi-purificagcdo). Forma utilizados
tampéao de lise composto de 50 mM de Tris pH8,0, 100 mM de NaCl e os inibidores
de proteases aprotinina (1 g/mL), pepstatina (1 g/mL), leupeptina (1 g/mL). Foi
adicionado 1 mg/mL de lisozima para auxiliar no processo de lise, feita por
sonicagdo em 6 pulsos de 10 segundos intercalados com intervalos de 10 segundos
no gelo, e amplitude de 20 Hz. Os passos de centrifugacdo foram realizados a
12500 g e o “pellet” solubilizado foi suspendido em 10 mL de tampéao (50 mM de Tris
pH 8,0; 500 mM de NaCl) e armazenado a 4°C por 24 h antes de ser utilizado. A
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purificagdo da fracdo sollvel e dos corpos de inclusdo em resina de Ni** (Sigma St
Louis MO, USA), em condi¢cbes nativas, foi feita de acordo com o manual do
fabricante, com tempo de ligacdo de 1 h e 30 min. O tamp&o de lavagem continha 50
mM de tris pH 8,0, 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol e 8 M de uréia. Para o
tampao de eluicdo foi utilizado 250 mM de imidazol mantendo os demais

constituintes e suas respectivas concentragoes.

4.9 Determinagdo da Concentracdo da Proteina

A concentracdo de proteina utilizada para os demais ensaios foi determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) para microplaca, segundo instru¢cdes do
fabricante (Biorad®). As concentracbes padrdo foram determinadas com BSA

(Soroalbumina bovina).
4.10 Analises em SDS-PAGE

As andlises em SDS-PAGE foram realizadas como descrito (Sambrook et al.,
1989). O gel de SDS-PAGE foi corado com coomassie blue ou AgNO3; (Sambrook et

al., 1989), conforme indicado.
4.11 Producao do antisoro policlonal anti-NTPDase-1 de T. cruzi

A producdo de anticorpos foi realizada conforme Cunha, 2010.
Resumidamente, um coelho, fémea, adulta jovem, proveniente do biotério de criacdo
de coelhos da Universidade Federal de Vicosa (UFV) foi utlizado. Antes da
imunizacdo, uma amostra de sangue foi obtida por puncdo da veia marginal da
orelha (soro pré-imune). Foram realizadas trés imunizacdes, intradérmicas, com
200ug/500uL de proteina, com intervalos de 21 e 15 dias, respectivamente. Na
primeira imunizacédo foi adicionado, em igual volume, adjuvante completo de Freund,
e nas outras duas, adjuvante incompleto. No sétimo dia ap0s a terceira imunizagao
foi colhida uma amostra de sangue para verificar se a imuniza¢ao havia sido efetiva.

Para a determinacédo do titulo do antissoro, um Dot Blot foi realizado, com 0,5
Mg/uL de proteina no volume de 2 pL por circulo de membrana de nitrocelulose. Para

o bloqueio, BSA na concentracdo de 0,3% foi utilizado por trinta minutos. Apos trés
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lavagens de cinco minutos com PBS-T, os soros policlonal ou pré-imune foram
adicionados em diferentes concentracdes e a incubacéo ocorreu por uma hora. Em
seguida, trés lavagens de cinco minutos com PBS-T foram realizadas para posterior
incubacdo com o anticorpo secundario anti IgG de coelho conjugado com peroxidase
(Sigma Aldrich®) na diluicdo 1: 20.000. A reac&o foi revelada com solucdo contendo
0,1% de 3,3’-diaminobenzidina, 0,01% de H,0,, 1% de cloreto de niquel em Tris-HCI
pH 7,6.

4.12 Producao da resina de afinidade acoplada a NTPDase-1

A proteina NTPDase-1 de T. cruzi foi acoplada a “CNBr-activate Sepharose
Fast Flow 4B” ativada, de acordo com o manual do fabricante (GE®).
Resumidamente, a resina foi suspensa por 30 minutos em 20 mL de HCI 1 mM
‘gelado”, sob leve agitacdo para retirar o acucar que reveste a resina. Apés
centrifugagcdo a 1.000 g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
volume da resina foi determinado (5 mL). Posteriormente a resina foi lavada por
duas vezes com tampédo de ligagdo (NaHCO3; 0,1M; NaCl 0,5 M pH 8,3) e
novamente centrifugada como descrito anteriormente. Em seguida, 500 pg da
proteina NTPDase-1 purificada foi suspensa em tampao de ligacdo e incubada com
a resina previamente tratada, por 16 horas a 4°C, sob leve agitacdo. O acoplamento
foi mensurado por dosagem de proteina total pelo método de Bradford na amostra
antes e apés o acoplamento. Decorrido o tempo de ligacdo, a resina foi centrifugada
a 1.000 g por 5 minutos a 4°C e lavada com 25 mL de tampéao de ligacdo. Apdos o
acoplamento os sitios ligantes ndo ativados foram bloqueados por tratamento com
tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, sob leve agitacdo por 4 horas. Em seguida, a resina
foi lavada por oito vezes alternadamente com tampéao acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M pH
3,5 e tampao Tris-HCI 0,1M, pH 8,5. Finalmente a resina foi lavada com PBS
seguida de 2 lavagens com tampéo de ligacdo (NaHCO3 0.1M; NaCl 0.5 M pH 8.3).

Deste modo obteve-se a resina de afinidade para purificacdo das IgGs
especificas contra NTPDase-1 de T. cruzi presentes no antissoro policlonal
produzido em coelho. A resina de afinidade foi armazenada em geladeira a 4° C,

segundo as normas do fabricante, até o0 momento do uso.
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4.13 Purificacdo dos anticorpos IgG anti-NTPDasel de T. cruzi

As IgGs especificas anti-NTPDase-1 de T. cruzi foram purificadas de acordo
com Chandler, 2007, com algumas adaptacfes. O soro total foi diluido na proporcao
de 1 mL de soro para 10 mL de tampdao de ligacao (Tris 10 mM pH 7,5). A coluna foi
equilibrada com 20 vezes o seu volume com tampéo de ligacdo (Tris 10 mM pH 7,5).
Em seguida o soro, previamente diluido, foi passado 3 vezes pela coluna em fluxo
lento para garantir a ligacdo das IgGs especificas ao antigeno imobilizado
covalentemente na coluna.

Posteriormente a coluna foi lavada com 10 vezes o volume da coluna com
tampéo de ligacdo (Tris 10 mM pH 7,5) e depois com a mesma quantidade de
tampéao de lavagem (Tris 10 mM, 500 mM de NaCl pH 7,5) com o objetivo de eluir as
moléculas ligadas inespecificamente. Em seguida, os anticorpos ligados por
interacdes acido-sensiveis foram eluidos com 5 mL de tampao glicina 100 mM pH
2,5, e os anticorpos ligados por interacdes basica-sensiveis foram eluidos com 2 mL
de tampao trietilamina pH 11,5.

Finalmente o pH das amostras de eluicdo contendo os anticorpos foi acertado
para 7,2. As amostras foram reunidas e concentradas utilizando Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Units (Milipore®).

4.14 Avaliacéo da especificidade dos anticorpos purificados

A avaliacdo da especificidade dos anticorpos purificados foi feita por
imunodetecgédo por Western blot, tendo sido utilizada metodologia de acordo com
Sambrook e Russel, 2001.

Amostras de 1 pg da proteina NTPDase-1 de T. cruzi foram aplicadas em 3
canaletas de gel de poliacrilamida 10%. Como controle negativo foi utilizado extrato
de E. coli BL 21 pet vazio. A eletroforese foi realizada com tampé&o de corrida (Tris
25 mM, 250 mM glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) em condi¢cbes constantes de voltagem
(80V), utilizando-se o sistema Mini Protean Dual Slab Cell (Bio-Rad®). Apés a
separacdo protéica, deu-se inicio a transferéncia para membrana de nitrocelulose
(por 2 horas, 70 V, 250 mA). Utilizou-se o sistema de transferéncia molhada Mini
transblot electrophoretic transfer cell (Bio-Rad®) em condicbes de acordo com

manual do fabricante.
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Apés a transferéncia, as membranas foram coradas em solucdo de ponceau S,
para verificacdo da qualidade da transferéncia. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas em PBS-T 0,1% acrescido de albumina 3% por 12 horas a 4° C.
Decorrido esse tempo, foram efetuadas 3 lavagens de 5 min com PBS-T 0,1% e as
membranas foram incubadas por 12 horas com o anticorpo primario (anticorpo anti-
NTPDase-1 de T. cruzi), nas seguintes diluicbes: 1:250, 1:500 e 1:1000 em PBS-T.
Posteriormente, foram feitas 3 lavagens com PBS-T 0,1%, seguida da incubacé&o por
2 horas com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra
conjugado a peroxidase (Sigma®) na diluicdo de 1:20.000. Novamente, foram
efetuadas 3 lavagens com PBS-T 0,1% e finalmente, foi realizada a revelagdo em
sala escura adicionando a solucéo contendo o substrato para a enzima peroxidase
(gsp 10 ml de Tris 50mM pH 7.6 + 10mg Diaminobenzidina Sigma® + 10uL de
Perdxido de hidrogénio 30%). Quando as bandas apareceram, a reacdo foi parada
pela adicdo de agua destilada.

4.15 Ensaios de adesdo na presenca da proteina recombinante NTPDase 1 de T.

cruzi

Os ensaios de adesao por competicdo com a proteina recombinante NTPDase
1 de T. cruzi foram realizados na presenca de diferentes concentracdes da proteina
(0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 pg/mL).

Para isto, células VERO foram cultivadas por 48 horas em laminulas de vidro
redondas de 13 mm na concentracdo inicial de 5x10* células/ laminula em meio
RPMI 5%SFB. ApGs este tempo, as células foram colocadas em contato por 5
minutos com as diferentes concentracdes da proteina recombinante. Os parasitos,
na forma epimastigota, crescidos em meio de Grace foram centrifugados, contados e
ressuspendidos na concentragdo desejada em meio RPMI 5% SFB. Ap6s o tempo
de 5 minutos, estes, por sua vez, foram adicionados as células VERO para posterior
incubacgao por 30 minutos a 4°C.

Em seguida, as laminulas foram lavadas com PBS a 4°C, fixadas com solucéo
de Bouin por 15 minutos, coradas pelo método de Giemsa a lento, e analisadas no
microscopio, como realizado por Santos et al. (2009).

Como controles deste ensaio, utilizou- se: albumina na concentracdo de

4ug/mL em lugar da proteina recombinante NTPDase 1 de T. cruzi, o tampéo de
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eluicdo (no qual esta a proteina recombinante) sem nenhuma proteina e um controle
sem adi¢cdo de nada(contendo somente as células VERO, o parasito e o meio de
cultura RPMI).

A porcentagem de parasitos aderidos foi determinada por contagem em
trilplicata de 300 células, para cada laminula testada. Foram realizados trés

experimentos independentes.
4.16 Ensaios de adesdo com o anticorpo anti- NTPDase 1 de T. cruzi

Os ensaios de adeséao foram realizados na auséncia ou presenca de anticorpos
policlonais anti-NTPDase-1 de T.cruzi purificados na diluicdo de 1:100.

Os parasitos na forma epimastigota crescidos em meio de Grace foram
centrifugados, contados e ressuspendidos na concentracdo desejada em meio RPMI
5% SFB, sendo posteriormente incubados com o0s anticorpos (ha concentracéo
1:100) por 10 minutos, lavados gentilmente com PBS e colocados em contato com
as células VERO (previamente cultivadas por 48 horas em meio RPMI 5% SFB em
laminulas na concentracao inicial de 5x10* células/laminula) a 37°C na proporcéo de
20:1 (parasitos/célula). Estes foram entdo deixados interagir por 30 minutos a 4°C,
como descrito por Bisaggio et al, 2003. Em seguida, as laminulas foram lavadas
delicadamente com PBS a 4°C, fixadas com solu¢cdo de Bouin por 15 minutos,
coradas pelo método de Giemsa a lento, e analisadas no microscépio, como
realizado por Santos et al. (2009).

Como controle negativo deste ensaio, foi utilizado anticorpo comercial dog 1gG
(Santa Cruz Biotechnology) em lugar do anticorpo anti NTPDase 1 de T. cruzi; e um
controle sem adicdo de nenhum outro componente (contendo somente células
VERO, epimastigotas de T. cruzi e o meio de cultura RPMI).

A porcentagem de parasitos aderidos foi determinada por contagem, em
trilplicata, de 300 células para cada laminula testada. Foram realizados trés

experimentos independentes.

4.17 Expressao da proteina NTPDase 1 de acordo com a curva de crescimento do
parasito

A expressao da proteina NTPDase 1 de acordo com as diferentes fases de

crescimento do parasito foi analisada por ensaio de “western blot” com o extrato total
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de epimastigotas crescidos em meio de Grace a 28°C de diferentes dias referentes a
curva de crescimento.

Para isso, os parasitos de um mesmo cultivo em meio de Grace foram
aliquotados na concentracéo total de 5,0 x10’ epimastigotas, nos dias: 5, 10, 14 e
21, referentes respectivamente as fases lag, log, estacionaria e declinio/morte. Os
parasitos aliquotados ap6s lavagem com PBS foram congelados a -80°C.

ApOs obtencéo de todas as aliquotas, os precipitados de parasitos congelados
foram ressuspendidos em tampé&o de lise (Tris-CL 50 mM pH8,0 e NaCl 0,3 M)
adicionado de um mix de inibidores (1 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml de leupeptina, 5
pg/ml pepstatina) e DNAse | (1 u/ul — Thermo Scientific®). Apos 10 minutos no gelo,
as aliquotas foram aplicadas no gel de SDS- PAGE em canaletas de 1mm, a 100
volts por 2 horas. O anticorpo primario usado foi o anti- NTPDase 1 purificado na
concentragdo 1:100 em PBS 1x- tween 0,1%., e o anticorpo secundario foi o anti-

IgG de coelho produzido em cabra conjugado a peroxidase na diluicdo 1:20000.

4.18 Microscopia confocal

Andlises por microscopia confocal de epimastigotas (de passagem em cultura
axénica indeterminanda) permeabilizadas foram realizadas. Para isso, as células
foram aderidas a laminulas com poli-lisina 0,1%, fixadas com paraformaldeido 4%
por 10 minutos e lavadas com PBS por 5 minutos. Trés aliguotas de uma mesma
amostra de parasitos foram utilizadas. A primeira aliquota de parasitos nao foi
permeabilizada, permanecendo no PBS; a segunda aliquota foi permeabilizada por
10 minutos com tampao fosfato salino (PBS)/ 0,3%Triton X-100; e a terceira aliquota
foi permeabilizada com acetona -20°C por 4 minutos.

Todas as aliquotas foram lavadas com PBS e blogueadas com PBS/ soro
albumina bovina 1%/ soro de cabra 1% por 30 minutos. As aliquotas foram lavadas
novamente com PBS e incubadas com os anticorpos por 30 minutos, conforme
descrito a seguir: uma marcacdo dupla foi realizada utilizando anticorpo purificado
anti-NTPDase-1 a 1:50, juntamente com anti-a-tubulina produzida em camundongo
comercial MILLIPORE® a 1:200. Como anticorpo secundario foram utilizados anti-
IgG de coelho conjugado a Alexa 488 e anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa

594 da Invitrogen®, conforme especificacao do fabricante.
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As laminas foram montadas com Prolong Gold com DAPI e lavadas em etanol
absoluto.

As imagens foram obtidas em microscopio confocal Leica® modelo TCS-SP5
AOBS do Laboratério Multiusuario de Microscopia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/Universidade de Sao Paulo, com auxilio do estudante de iniciacdo

cientifica Felipe Freitas de Castro e da Profa. Munira Muhammad Abdel Baqui.

4.19 Andlise por microscopia eletrénica

Para imunocitoquimica, os parasitos foram fixados por 2 horas em temperatura
ambiente em uma solucdo de glutaraldeido 0,5%, paraformaldeido 4%, cloreto de
calcio 5 mM, sacarose 3,7% e cacodilato de s6dio0,1M, pH 7,2. Apos a fixacao, os
parasitos foram lavados com tampdo cacodilato de sodio 0,1M por 2 vezes. A
desidratacéo foi realizada inicialmente com etanol 50%, seguida de etanol 70%,
etanol 90% e etanol absoluto. Em todas as etapas, o material foi incubado por 15
minutos em temperatura ambiente, com excecdo do etanol absoluto, que foi
incubado por 30 minutos. Apoés a desidratacao, os parasitos foram emblocados com
resina LR White. Para isso, inclui- se os parasitos em mistura 1:1 resina/ etanol
absoluto por 18 horas a 4°C, seguida da inclusdo em mistura 2:1 resina/ etanol
absoluto por 18 horas a 4°C e finalmente em resina pura a 60°C por 48 horas.

Os ultracortes foram obtidos com navalha de diamante no ultramicrétomo Du
Pont-Sorvall®, modelo Porter-Blum MT2-B e colocados em grades de niquel de 300
mesh. As grades foram incubadas em cloreto de aménio 50 mM em PBS 7,2 por 20
minutos em temperatura ambiente, seguida de incubacdo em albumina 1,5% em
PBS pH 8,0 tween 20 0,01% por 20 minutos em temperatura ambiente.

O anticorpo policlonal purificado anti-NTPDase-1 foi diluido 1:100 em PBS com
albumina 1,5% pH 8,0, adicionado as grades e incubados overnight a 4°C. As
grades foram lavadas duas vezes em PBS e, em seguida, adicionou-se o0 anticorpo
secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra conjugado a particulas de ouro
de 10 nM, diluido 1:30 em PBS com albumina 1,5% pH 8,0, por 1 hora. Apds quatro
lavagens com agua destilada, secaram-se as grades em papel de filtro. O contraste
foi realizado no dia seguinte com acetato de uranila 5% por 30 minutos e citrato de

chumbo 0,2% por 5 minutos.
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As analises foram realizadas no microscépio eletrdnico de transmissdo EM 109
da Zeiss® do Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de

Vicosa, com auxilio da pesquisadora Claudia Vania Miranda de Oliveira.

4.20 Fixacgao e coloracao pelo método de Giemsa

Inicialmente as laminulas foram fixadas por 15 minutos em solucdo de Bouin -
10 mL de formol [40%], 2 mL de acido acético e 30 mL de solucéo saturada de acido
picrico. Em seguida, foram lavadas delicadamente com agua destilada, até o
desaparecimento da cor amarelada do fixador e imersas na solucdo de Giemsa - 1
mL de Giemsa [Merck], 1mL de alcool metilico, 0,1 mL de Na,CO3 0.5%, 40 mL de
adgua destilada. Ap6s 18 horas, as laminulas foram lavadas com agua destilada,
mergulhadas rapidamente em alcool 70%, tratadas em mistura de acetona-xilol e

clarificadas, por ultimo, em xilol.

4.21 Analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes.

Os dados foram analisados estatisticamente pelo software ASSISTAT Verséao
7.6 beta (2011), utilizando o Teste Tukey. Os valores de P iguais ou menores que
0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da fase log do crescimento de epimastigotas de T. cruzi

A curva de crescimento das formas epimastigotas para a cepa Y de T. cruzi foi
realizada durante 22 dias consecutivos em trés experimentos independentes,
conforme descrito anteriormente. O grafico da curva de crescimento mostrado é
resultante das médias de contagens feitas em duplicata longo dos 20 dias dos trés

experimentos independentes (Figura 07).

25

Numero de parasitos (x10%/mL)

1 23 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22
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Figura 07. Curva de crescimento de epimastigotas de T. cruzi. Os parasitos foram cultivados em meio
Grace’s a 28°C durante 22 dias. Os dados s&o relativos & média de trés experimentos independentes.

Analisando-se o gréafico, pode-se observar que a fase lag de crescimento dos
parasitos durou até, aproximadamente, o 7° dia, a fase log, do 8° ao 11° dia e a fase
estacionaria do 12° ao 16° dia. A partir do 16° dia a mortalidade dos parasitos foi
alta. Para os ensaios de adesédo, € desejado utilizar o maior niumero de parasitos
Vivos e viaveis possivel. Assim poderia ser escolhido qualquer dia do intervalo entre
0 8° e 11° dias. Foi escolhido o décimo dia de crescimento para a realizacdo dos
ensaios, dia este em que os parasitas se encontravam em um ponto intermediario da
fase log.
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5.2 Padronizacdo da melhor concentragdo de células VERO para os ensaios de

adesdao e infeccéo

Ap6s cultivo, em triplicata, de diferentes quantidades de células VERO (5x10%,
1X10°, 2,5x10°, 5x10° e 1x10° células) em meio RPMI completo por 48 horas e
subsequente coloracdo das células pelo método de Giemsa a lento, as mesmas
foram avaliadas quanto ao estado de confluéncia por microscopia de luz e coloragéo

por Giemsa (Figura 08).
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Contraste de Fase

5,0x104

1,0x10°

2,5x10°

5,0x10°

1,0x108

Figura 08. Avaliacdo do nimero de células VERO por laminula para o ensaio de adesao. a e b:
5,0x10* células VERO/ laminula; ¢ e d: 1,0x10° células VERO/ laminula; e e f: 2,5x10° células
VERO/ laminula; g e h: 5,0x10° células VERO/ laminula; i e j: 1,0x10° células VERO/ laminula. a, c,
e, g e i: células VERO observadas ao microscépio no aumento de 20X - apds coloracdo pelo método
de GIEMSA a lento. b, d, f, h e j: células VERO observadas ao microscépio no aumento de 20X -
contraste de fase

Conforme se pode-se observar, os cultivos feitos com 1x10°, 5x10° e 2,5x10°
de células VERO resultaram em um grau de confluéncia alto. Isso pbde ser

observado pela auséncia de espago entre as células, que por serem tumorais, e
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assim terem perdido a sua capacidade de inibicdo por contato, ainda crescem
formando bicamadas quando o espaco na monocamada ja estd saturado. Os
indculos de 1x10° e 5x10* ndo apresentaram 100% de confluéncia, porém, apesar
da pouca distincdo apresentada nas fotografias anteriores, o grau de confluéncia do
cultivo de 5x10* células, quando comparadas as laminulas como um todo, em
relacdo ao de 1x10°, foi ainda menor.

Para a realizacdo dos ensaios de adesao, € ideal tanto que o crescimento das
células VERO no periodo de 48 horas resulte em uma monocamada de células bem
desenvolvida, porém sem confluéncia alta, para que a visualizacdo da adesédo dos
parasitos as mesmas seja favorecida. Em um estado de excesso de confluéncia e de
consequente bicamada, os citoplasmas das células se confundem, o que dificultaria
o célculo do indice de adeséo que se baseia no niumero de parasitos aderidos por
célula.

Com base no exposto, o inéculo de 5x10* células VERO foi considerado ideal

para a realizacdo dos ensaios de adeséo e utilizado para os demais experimentos.

5.3 Obtencéo da NTPDase-1 recombinante purificada

Para realizacdo dos demais experimentos (producdo e purificacdo de
anticorpos especificos e ensaios de competicdo) foi necessario produzir a NTPDase
1 recombinante, conforme descrito anteriormente por Santos et al., 2009.

Conforme se pode observar na figura 09, ap6s a purificacdo, observa- se a
presenca de uma banda com cerca de 70 kDa no gel de SDS- PAGE referente as
eluicbes. A massa molecular observada para a NTPDase 1 recombinante purificada
€ de aproximadamente 66 kDa. Esses resultados séo corroborados por Fietto, et al
(2004), que a partir do RNAmM de epimastigotas, isolaram um gene da suposta
NTPDase 1, cujo transcrito possuiria tamanho de aproximadamente 69 kDa. Como a
expressao é feita retirando-se o peptidio sinal amino-terminal (Santos et al., 2009) a
massa molecular da proteina recombinante € um pouco menor do que da proteina
natural predita contendo o peptidio sinal. Para os ensaios posteriores, foram

utilizados a segunda e terceira eluicbes, como apresentado na figura 09.
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170 kDa
130 kDa

100 kDa
NTPDase 1
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Figura 09. Purificagcdo dos corpos de inclusdo solubilizados contendo a proteina heterdloga E-
NTPDase-1 de T. cruzi. Uma amostra de 15 uL foi aplicada em cada canaleta. A visualizagdo das
bandas no gel de SDS-PAGE 10% se deu pela coloragdo com Azul de Coomassie. M: Marcador de
massa molecular (PageRuIerTM Prestained Protein Ladder — Thermo Scientific); VNL: Volume N&o
Ligado; 1 L: Primeira Lavagem; 2 L: Segunda Lavagem; 3 L: Terceira Lavagem; 4 E: Quarta Eluicao;
3 E: Terceira Eluicdo; 2 E: Segunda Eluicdo; 1 E: Primeira Eluicdo.

5.4 Determinacgdo do titulo dos anticorpos anti- NTPDase 1 de T. cruzi purificados

Os anticorpos anti- NTPDase 1 de T. cruzi purificados em coluna de afinidade
acoplada a NTPDase 1, foram titulados por western blot e dot blot. Por dot blot, os
anticorpos mostraram reconhecimento até a concentracéo de 1:128.000, tendo como
controle positivo o antissoro anti NTPDase 1 de T. cruzi policlonal e como controle

negativo um anticorpo néo relacionado anti- IgG de camundongomouse (Figura 10).
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1:1000 1:2000 1:4000 1:16000 1:32000 1:64000 1:128000 1:256000

= Anti NTPDase 4 T. cruzi policlonal (1:1000)
C- = Anti 1gG Mouse (1:1000)

Figura 10. Titulacdo do Anticorpo policlonal purificado por DOT-ELISA. Foram realizadas um
total de 8 diluigdes 1:1000; 1:2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000; 1:32000; 1:64000; 1:128000;
1:256000. Titulo igual ou maior a 128000. C+: Controle positivo; C-: Controle negativo.

Anti NTPDase 1 Purificado

Andlises feitas por “western-blot” (figura 11) confirmaram a presenca de uma
Unica banda referente a uma proteina de aproximadamente 66 kDa representando a
NTPDase 1. Porém analisando a canaletas correspondentes ao controle negativo,
contendo extrato protéico de E. coli com vetor vazio, observa-se a presencga de uma
forte banda de baixa massa molecular (menor que 35 kDa). Esta banda pode ser
relativa a banda da proteina inespecifica produzida pela presenca do vetor vazio que
mesmo sem um gene especifico clonado produz uma pequena proteina com cauda
de histidina, e o reconhecimento ocorre via anticorpos anti-cauda de histidina e ndo

via anticorpos anti NTPDase 1 especificos.
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Figura 11. Titulagdo do Anticorpo policlonal purificado por Western- blot. Foram realizadas um total de 3
diluicbes, 1:1000; 1:10000; 1:30000. M: Marcador de massa molecular (PageRuIerTM Prestained Protein
Ladder — Thermo Scientific); P: Proteina NTPDase 1 Purificada; B: BL 21 pet 21b 1:1000, 1:10000 e
1:30000 correspondem a diluicdo do anticorpo anti-NTPDase 1 policlonal purificado utilizado para cada
reacao.

5.5 Avaliacdo do indice de adesao na presenca da proteina recombinante NTPDase
1 deT. cruzi

Um consideravel progresso vem sendo obtido no estudo das ecto-
nucleotidases em geral, e também particularmente sobre as ectoATPases.

A atividade ectonucleotidasica nas formas tripomastigotas e epimastigotas de
T. cruzi vem sendo estudada desde 2004 por Fietto e colaboradores, que
observaram maiores niveis de hidrélise de ATP em relacdo ao ADP para as
tripomastigotas em relacao as epimastigotas.

Em 2009, Santos e colaboradores mostraram que a atividade ecto-ATPase é
superior as atividades ecto-ADPase ou ecto-AMPase, possivelmente por causa do
conhecido papel do ATP como molécula pré- inflamatéria. Esta alta razdo de

7

hidrélise do ATP em relacdo ao ADP extracelulares € importante para manter a
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capacidade do parasito de infectar células VERO. Neste mesmo trabalho, foi
demonstrado que antissoro policlonal anti-NTPDase-1 de T. cruzi ndo purificado
(1:50 e 1:100) é capaz de bloquear a infeccéo celular em até 53% em 24 horas de
infeccdo. No entanto, nenhum efeito inibidor direto na atividade da enzima foi obtido
quando se utilizou ensaios “in vitro”, a NTPDase-1 de T. cruzi recombinante e o
antissoro policlonal anti-NTPDase-1 de T. cruzi ndo purificado.

Desta forma, o préposito deste presente trabalho € obter maiores evidéncias
para esse possivel papel da NTPDase 1 de T. cruzi no processo de infeccdo
utilizando a forma epimastigota do parasito nos momentos iniciais da infeccéo.

A comparacao entre os dados aqui obtidos com os dados de infeccdo para
tripomastigotas obtidos na publicacdo de Santos e colaboradores de 2009 é valida,
uma vez que algumas publicacfes demonstram a capacidade dos epimastigotas em
adentrar as células hospedeiras, ainda que, subsequentemente, sejam mortas no
vacuolo parasitoforo (Martinez et al, 2010). Além disso, Cunha e colaboradores em
2010, demonstraram por microscopia de fluorescéncia confocal a presenca da
NTPDase-1 na superficie da forma epimastigota do parasito (crescidos em meio rico
LIT), ainda que em menor quantidade quando comparada as marcacfes obtidas
para as formas infectantes tripomastigotas e amastigotas.

Assim, foram realizados experimentos para avaliacdo do papel da NTPDase-1
na adesdo de epimastigotas em células VERO. As epimastigotas foram crescidos
em meio de GRACE (um meio mais limitado que o meio LIT usado por Cunha
(2010). Para evitar a internalizagdo dos parasitos, os ensaios foram feitos a 4°C por
30 min, conforme descritos por Bisaggio et al, 2003. Foram realizados ensaios na
presenca da proteina recombinante purificada e na presenca dos anticorpos anti-
NTPDase 1 purificados. Imagens dos experimentos mostrando o parasito aderido as
células VERO podem ser visualizadas na figura 12.

Os ensaios de competicdo com a proteina recombinante mostram expressiva
inibicdo da adesdo das epimastigotas quando em presenca de quantidades
crescentes da proteina. Considerando 100% de adesdo para o controle negativo
composto apenas de células VERO e parasito, obteve-se 14,53% de adesado na
presenca de 4 ug/ml de NTPDase 1 recombinante. Para as demais concentracfes
da proteina em ordem crescente, obteve-se 26,50%; 22,22% e 23,08% de adesao

respectivamente. Enquanto os outros controles negativos do ensaio alcangaram
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106,84% para 4pug/ml de albumina e 118,80% para o controle negativo na presenca
do tampé&o da proteina (Figura 13).

A partir desses resultados, pode-se observar a influéncia da proteina perante a
adesdo do parasito as células VERO. A capacidade de adesdo pelo parasito
diminuiu gradativamente a medida que aumentou a concentracdo da proteina
recombinante purificada, quando comparado com os controles da reacao. Este fato
pode ser explicado pela competicdo ocorrida entre a proteina NTPDase 1 do
parasito e a proteina recombinante pelo mesmo sitio receptor. Desse modo, ao
adicionarmos maiores concentracbes da proteina recombinante, maior a
possibilidade desta interagir com o receptor presente na células hospedeira e
portanto, menor a capacidade de adesdo dos parasitos as células VERO. Indicando
assim, a presenca de sitios ligantes na célula hospedeira que estariam sendo
parcialmente bloqueados pelas proteinas recombinantes. A especificidade desta
ligacdo € demonstrada pela auséncia de efeito inibidor quando o ensaio foi realizado

na presenca de uma proteina ndo relacionada (albumina).

=i H

S5um o '52 o 5um

Figura 12. Imagens do T. cruzi aderido a célula VERO apés lavagem da laminula e coloracéo pelo
método de GIEMSA a lento. Imagens obtidas por contraste de fase em aumento de 100x.
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Figura 13: Ensaio de adesdo com epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) e células VERO utilizando
diferentes concentracdes de NTPDase 1 e os controles da reacéo: Albumina, Tamp&o da proteina, e

0 meio de cultura RPMI. Os dados séo relativos a média de trés experimentos independentes.

5.6 Avaliacdo do indice de adeséo na presenca do anticorpo anti-NTPDase 1 de T.

cruzi

Também foram realizados ensaios de inibicdo da adesao celular na presenca
de anticorpos anti-NTPDase-1 purificados.

Ao colocar as células VERO em contato com o parasito previamente incubado
com o anticorpo policlonal purificado anti NTPDase 1, observa-se uma consideravel
diminuicdo na mobilidade dos parasitos tratados com os anticorpos (dados né&o
mostrados) e uma significativa diminuicdo na adesdo dos parasitos as células
VERO, em comparacdo com os controles. Considerando 100% de adesédo para o
controle negativo composto apenas de células VERO e parasito, houve 39,41% de
adesao na presenca do anticorpo anti NTPDase 1 (na concentracdo 1:100), frente a
104,70% de adesdo na presenca de um anticorpo ndo relacionado (Figura 14). O
efeito dos anticorpos anti-NTPDase-1 foi especifico e independente da porcao
conservada de IgG pois o controle utilizando o anticorpo néo relacionado (anti IgG)
nao diferiu significantemente do controle sem anticorpos.
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Estes resultados indicam uma participacao efetiva da NTPDase-1 de T.cruzi no
processo de adesdo celular em células VERO. Para justificar tal hipotese,
poderiamos supor trés diferentes mecanismos. Um deles seria que 0s anticorpos
estariam se ligando a regides moduladoras da enzima, impedindo assim, a resposta
da mesma a certos estimulos. O segundo seria de que a ligagdo do anticorpo
poderia estar gerando um impedimento estérico na superficie do parasito,
dificultando assim, a adesédo as células hospedeiras. Uma terceira hipotese seria
supor uma possivel interacdo sinérgica entre enzima e receptor, onde o bloqueio
deste pelo anticorpo anti-NTPDase-1 de T. cruzi seria também capaz de inibir o

processo de infeccao.
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Grafico 03: Ensaio de adesdo com epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) e células VERO utilizando o
anticorpo policlonal purificado anti- NTPDase 1 na diluicdo de 1:100, e os controles da reagéo:
Anticorpo anti-lgG de céo, e o meio de cultura RPMI. Os dados séo relativos a média de trés

experimentos independentes.

5.7 Expressao da proteina NTPDase 1 de acordo com a curva de crescimento do

parasito

A fim de verificar a expressdo da proteina NTPDase 1 de acordo com as
diferentes fases de crescimento do parasito, realizou-se um ensaio de “western blot”

em extrato total de epimastigotas, crescidos em meio de Grace. A analise realizada
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por SDS-PAGE mostra a presenca de inUmeras bandas referente ao extrato de
epimastigotas de T. cruzi (Figura 15A). A revelacdo por “western blot” utilizando o
anticorpo anti NTPDase 1 purificado possibilitou a imunodeteccdo de apenas duas
bandas, em todos os dias da curva analisados: dia 5 (fase lag), 10 (fase log), 14
(fase estacionaria) e 21(declinio/morte), conforme figura 12B.

Essas duas bandas sdo menores do que a proteina predita completa ou sem o
peptidio sinal (96 e 66 kDa, respectivamente) pois tém cerca de 25 e 45 kDa no dia
5 e 45 e 47 kDa nos demais dias da curva. Estes dados sugerem que em
epimastigotas a NTPdase-1 se encontra proteolisada , informacdo até entdo nova.
Se esta protedlise é controlada pelo parasito ou se ocorreu devido a alguma falha
dos inibidores de protease usados no extrato protéico ainda é preciso investigar.
Outra possibilidade seria a de que estes parasitos expressam uma proteina
homéloga a NTPDase 1 porém com massa molecular menor, podendo haver
variacdes da massa molecular por adicdo de modificacbes poés-traducionais como
glicosilacdo que é predita inclusive para a NTPDase 1 (dados ndo mostrados).
Corroborando com esta hipétese, Fietto et al., mostraram a presenca de uma banda
de aproximadamente 50 kDa imunoprecipitada em extrato de epimastigota de T.
cruzi usando anticorpo policlonal anti NTPDase 1 de T. gondii. Cunha (2010)
mostrou que extratos de epimastigotas podem expressar proteina reconhecida pelo
anti-NTPDase 1 com massa molecular aproximada de 70 kDa e uma banda menor,
também reconhecida por anti-CD39 comercial, com cerca de 45 kDa. Além disto,
Fietto e colaboradores (2004) evidenciam a presenca de dois genes codificantes de
NTPDases em T. brucei e diferentes espécies de Leishmania, sendo que as massas
moleculares das proteinas deduzidas sdo compativeis com a NTPDase 1 (cerca de
70 kDa) e com uma segunda isoforma menor denominada NTPDase 2 (com cerca
de 45 kDa).
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Figura 15. Expressdo da proteina NTPDase 1 de acordo com a curva de crescimento do parasito.
Amostra de 100 uL foi aplicada em cada canaleta, o que corresponde a 5,0 x10’ parasitos. a - SDS-
PAGE: o gel corado com Azul de Coomassie. b — “Western blot”: o gel foi transferido para uma
membrana de nitrocelulose e incubado com anticorpo policlonal ndo purificado na concentragdo de
1:1000. A revelacdo foi realizada por peroxidase. M: Marcador de massa molecular (PageRuIerTM
Prestained Protein Ladder — Thermo Scientific); dias 5, dia 10, dia 14 e dia 21, correspondem aos
respectivos dias da curva de crescimento do parasito.
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5.8 Imunolocalizacdo da NTPDase 1 em epimastigotas por microscopia confocal

Para o estudo da imunolocalizacdo da NTPDase 1 em epimastigotas, foram
utilizadas 3 aliqguotas de uma mesma amostra de parasitos, sendo uma sem
permeabilizagdo e as outras com permeabilizagdo com triton X 0,3% ou com
acetona a -20°C.

A razdo para isto se deve ao fato desses compostos agirem diferentemente
sobre a membrana celular dos parasitos, permitindo, assim, nos indicar a localizacéo
da proteina de interesse, a NTPDase 1 de T. cruzi.

Na primeira aliquota que ndo houve permeabilizacdo, pode-se avaliar a
marcacao externa, uma vez que a membrana permanece integra. Na segunda
aliquota, o uso do detergente triton X 0,3% é responsavel por solubilizar os lipideos
da membrana e, consequentemente, remover as proteinas ancoradas externamente,
marcando aquelas transmembranas e as intracelulares. Ja o uso da acetona, na
terceira aliquota, ocasiona a precipitacdo das proteinas, fortalecendo a marcacao
das mesmas.

Na aliquota em que ndo houve a permeabilizacdo da membrana dos parasitos,
as epimastigotas apresentaram marcacoes verdes (referente ao anticorpo conjugado
ao flu6foro Alexa 488) espalhadas pela regido mediana do corpo e algumas
marcacfes mais intensas e pontuais préximas a regido de insercdo do flagelo
(Figura 16a). Para as aliquotas permeabilizadas com acetona, observou — se uma
marcacdo mais pronunciada, também espalhada pela regido central do parasito
(Figura 16b). Os controles ndo exibiram marcacgéo (néao representado).

Nos ensaios com epimastigotas permeabilizados com triton-X observou- se
uma marcacao verde referente a enzima mais pontual e em maior concentracao na
regido central do parasito (Figura 17a), indicando serem 0s corpos vesiculares.

Para esta ultima condicdo de ensaio, a marcacao dupla foi realizada utilizando
o anticorpo policlonal purificado anti-NTPDase 1 na diluicdo de 1: 50, juntamente
com a anti-a-tubulina, que resulta na marcagédo vermelha (referente ao anticorpo
conjugado ao fluéforo Alexa594). A marcacdo vermelha referente a tubulina (Figura
17 c) sugere a presenca da NTPDase 1 parcialmente co- localizada com a tubulina,
especialmente na regido central do corpo do parasito e proximo a regido de insercéo

flagelar (regido rica em a- tubulina).
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A analise conjunta desses resultados indica um dos papéis da NTPDase 1 de
T. cruzi na aquisicdo de nucleosideos e purina, uma vez que a regido da bolsa
flagelar € a principal regido envolvida nas atividades endociticas e exociticas em

epimastigotas(Figura 17 d).

N&ao permeabilizados Permeabilizados com acetona

Epimastigotas

Figura 16. Distribuicdo da NTPDase 1 de epimastigotas de T. cruzi (cepaY), pela técnica de
Microscopia confocal. Marcacdo em parasitos ndo permeabilizados (a) e em parasitos
permeabilizados com acetona (b), utilizando anticorpo anti- NTPDase 1 (1:50) conjugado a Alexa 488
(verde).
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Sobreposicao

Figura 17. DistribuicAo da NTPDase 1 de epimastigotas de T. cruzi (cepaY), pela técnica de
Microscopia confocal. Marcagdo em parasitos permeabilizados com triton X, utilizando marcacao dupla
com anticorpo anti- NTPDase 1 (1:50) e anti- a- tubulina (1:200) marcados com Alexa 488 (verde) e
Alexa 594 (vermelho) respectivamente. Fluorescéncia Alexa (a, c); campo claro (b) e sobreposi¢éo (d).

Fluorescéncia

5.9 Imunolocalizagcdo da NTPDase 1 em epimastigotas por Microscopia Eletronica

A microscopia eletrdnica de transmissdo foi realizada pela técnica de

Immunogold pos inclusdo, com particulas de ouro coloidal

epimastigotas da cepa Y de T. cruzi.
Nestas analises ultraestruturais da localizacdo subcelular da NTPDase

podem- se observar marcacbes distribuidas em diversas regibes da célul

de 15nM em

1,

a,

encontrando algumas marcacdes pontuais na membrana celular (Figura 18 — cabeca

de seta branca: membrana externa; cabeca de seta preta: membrana interna), como
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esperado. Porém na técnica usada (marcacdo poOs-inclusdo), os cortes das
membranas ndo ficam integros, sendo portanto mais dificil observar a presenca de
esferas de ouro em regides de membrana. Para facilitar este tipo de visualizacao,
deve ser realizada, futuramente, uma marcacéo pré-inclusao.

Vérias marcacdes foram visualizadas em regides proximas ao flagelo, bolsa
flagelar, zona de adesédo do flagelo e vesiculas semelhantes a reservossomos,
corroborando os resultados obtidos por microscopia confocal. Nenhuma marcacao
foi observada no controle (dados ndo mostrados).

E interessante ressaltar que a regido de bolsa flagelar, uma invaginacdo da
membrana plasmatica de onde emerge o flagelo, € um importante sitio de
endocitose e exocitose. Esta estrutura esta presente somente em epimastigotas e
suas membranas levam a uma abertura para passagem de macromoléculas que
serdo internalizadas e depois fundidas aos reservossomos. Estes, sao descritos
como corpos multivesiculares responsaveis pelo armazenamento de proteinas e
lipideos ingeridos, bem como de proteinas secretorias sintetizadas pelo parasito.
Complementando, € importante ressaltar, aqui, que a NTPDase 1 de T. cruzi possui
um peptideo sinal no dominio amino terminal, podendo, portanto, ser secretada
(Fietto et al., 2004)

Estes resultados reforcam mais uma vez que a NTPDasel pode estar
envolvida na aquisicdo de nutrientes pelas epimastigotas, sendo de suma
importancia para o parasito uma vez que esta forma replicativa possui alto nivel
metabolico e necessita de purina e seus derivados para a replicagdo do DNA e
transcricdo do RNA.
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Figura 18. Eletromicrografias (1,2,3) mostrando a localizacdo subcelular da NTPDasel em formas
epimastigotas de T. cruzy (cepa Y), usando um anticorpo policlonal anti-NTPDase 1 e um anticorpo
secundario conjugado a ouro coloidal de 10 nm. Formas epimastigotas mostrando imunolocalizagdo no
nacleo (N) (setas), cinetoplasto (K) (seta), vesiculas internas (seta preta), flagelo (F) (setas), na regido
de insercéo do flagelo (setas) e na superficie celular externa (cabeca de seta branca) e interna (cabeca
de seta preta). Nenhuma marcacéo foi observada no controle (dados ndo mostrados). Nucleo (N),
Cinetoplasto (K), Flagelo (F). Barras: 1 e 3 =0,3 ym; 2= 0,5 pm.
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6. CONCLUSOES

ApoOs andlise dos resultados apresentados neste trabalho, podemos sugerir que
a NTPDase 1 possui uma participacdo efetiva no processo de adesao celular em
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi pela ligacdo de sitios de reconhecimento
especificos. Além disso, as imagens obtidas por microscopia confocal e
imunoeletrénica revelam novos aspectos da localizagdo subcelular da proteina pelo
uso de anticorpos especificos.

Sendo assim, este trabalho apresenta mais uma razdo para se apostar na
NTPDase 1 como um bom alvo no desenvolvimento de novas drogas para a

prevencdao/ tratamento da Doenca de Chagas.
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