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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a agédo da miltefosina sobre a Na'-
ATPase e Proteina Cinase C do Trypanosoma cruzi e comparar seus efeitos com
os do benzonidazol na terapia experimental de camundongos BALB/c na fase
aguda da infecgdo causada pela cepa Y do parasita. Levando em consideragao
que mecanismos envolvidos na homeostase devam ser cruciais para a
sobrevivéncia do parasita, uma atividade Na’-ATPase insensivel a ouabaina e
sensivel a furosemida e preferencialmente associada a uma fracdo enriquecida de
membrana de formas epimastigotas foi parcialmente caracterizada em relagao ao
pH 6timo, dependéncia de ions e detergente. Esta atividade Na*-ATPase parece
desempenhar um papel importante no crescimento do parasita uma vez que a
proliferacéo de formas epimastigotas foi inibida de maneira dose-dependente pela
furosemida. Foi observado que a miltefosina inibe a Na*-ATPase de forma dose-
dependente e inibe também uma proteina quinase C (PKC) do parasita, sendo
ambas as atividades observadas na fracdo enriquecida de membrana. Os
resultados mostraram que, ao contrario do observado em mamiferos, a atividade
PKC residente e estimulada por PMA de T. cruzi ndo é capaz de estimular a
atividade da Na’-ATPase, mas parece sim ser capaz de inibi-la. Estudos in vivo
demonstraram que tanto o benzonidazol quanto a miltefosina age diretamente
sobre o T. cruzi diminuindo a parasitemia na fase aguda da infecgdo em modelo
murino. Além disso, enquanto analises histopatoldgicas demonstraram significativa
reducdo dos infiltrados inflamatérios e eliminacdo dos ninhos de amastigotas, e
analises imunohistoquimicas apontaram uma acentuada reducdo na quantidade
de células T CD4" e T CD8" nos infiltrados e de antigeno do parasita. Dosagens
plasmaticas do isotipo cardiaco de creatina quinase confirmaram a manutencao da
integridade do tecido cardiaco dos animais infectados e tratados. Em conjunto, os
efeitos imunomodulatérios de ambas as drogas reduzem o dano do tecido
cardiaco ocasionada pela inflamacédo. Uma caracterizacédo fenotipica parcial dos
linfocitos T cardiacos através da expressao de moléculas envolvidas no processo
migratorio e de ativacao (respectivamente CD62L, LFA-1 e CD2) foi realizada por

citometria de fluxo. As alteragdes mais marcantes foram observadas nas células T
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cardiacas apds o tratamento com miltefosina, com uma diminuicdo do percentual
de células T CD4" e T CD8" expressando moléculas CD2". Os resultados sugerem
que essas células do infiltrado inflamatério do coracdo dos animais tratados com
miltefosina estejam menos ativadas que as observadas nos animais infectados e

infectados e tratados com benzonidazol.
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ABSTRACT

The aim of this project was to study the action of miltefosine on
Trypanosoma cruzi Na“™-ATPase and Protein Kinase C, and compare the effects
with the ones from benznidazole in the experimental therapy in BALB/c mice at the
acute phase of the infection caused by parasites from the Y strain. Considering
that mechanisms involved in homeostasis should be crucial to parasite survival,
Na’-ATPase activity indifferent to ouabain and sensible to furosemide preferably
associated to an enriched epimastigote membrane fraction was partially
characterized according to optimal pH, ion dependence and presence of detergent.
This Na'-ATPase activity seems to have an important role in the growth of the
parasite since the proliferation of epimastigote forms was dose-dependently
inhibited by furosemide. It could be observed that miltefosine inhibits Na*-ATPase
in a dose-dependent fashion and also inhibits a protein kinase C (PKC) in the
enriched membrane fraction of the parasite. The results revealed that, although
different from mammals, resident- and PMA-stimulated PKC is not able to stimulate
Na’-ATPase activity, but seems in fact to be able to inhibit it. In vivo studies
showed that both benznidazole and miltefosine act directly on T. cruzi decreasing
parasitemia in the acute phase infection in a murine model. More over,
histopathologic analyses demonstrated significant reductions of inflammatory
infiltrates and elimination of amastigote nests, and imunohistochemical analyses
pointed to a high reduction of T CD4" and T CD8" cells in the infiltrates and of the
parasite’s antigen. The plasma dose of cardiac isotype of kinase creatine
confirmed the integrity of cardiac tissue of infected and treated animals. Altogether,
immunomodulatory effects of both drugs prevent damage to cardiac tissue caused
by inflammation. A partial phenotypic feature of T cardiac lymphocytes through
molecule expression involved in migratory process and activation (respectively
CD62L, LFA-1 and CD2) was performed by flow cytometry. The most remarkable
changes were noticed in T cells isolated from the heart after treatment with
miltefosine, showing a reduction of the percentual of both T CD4" and T CD8" cells
expressing CD2". The results suggested that these cells in the inflammatory

infiltrate of cardiac tissue of animals treated with miltefosine are less activated than
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the ones observed in infected and untreated animals and in mice infected and

treated with benznidazole.
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1. INTRODUCAO
1.1 Principais aspectos da doenca de Chagas.

A doenga de chagas € assim denominada em homenagem ao seu
descobridor, o médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas. Foi
comunicada a comunidade cientifica em 1909, quando Carlos Chagas realizava
uma campanha contra a malaria que atingia operarios que trabalhavam na
construgao de um trecho da Estrada de Ferro Central do Brasil, na regido norte do
Estado de Minas Gerais. Carlos Chagas descreveu o agente etiologico, o
transmissor e 0 modo de transmissdo da doenga. Segundo Moncayo, (1999)
cerca de 16-18 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo T. cruzi e
aproximadamente 120 milhdes residem em areas de risco de infec¢édo. Em 9
de Junho de 2006, em sua 152 reunido anual, a Comiss&o Intergovernamental do
Cone Sul de Iniciativa contra a doengca de Chagas declarou formalmente que o
Brasil livrou-se da doenga de Chagas transmitida pelo Triatoma infestans (Massad
et al., 2007). Isto representa um feito notavel considerando que esta espécie tinha
sido o principal vetor doméstico que infestava casas rurais na maioria dos 700
municipios dos 12 mais populosos estados do Brasil, além de vastas areas de
paises vizinhos do Cone Sul. Em toda a América Latina, a transmissdo do
Trypanosoma cruzi, tem sido progressivamente reduzida por meio de uma série de
iniciativas multinacionais coordenadas pela Organizagdo Pan Americana da
Saude. Além do Brasil, a transmissdo foi eficazmente eliminada no Uruguai
(1997), Chile (1999), importantes areas da Argentina, Bolivia e Paraguai, e partes
da América Central. A prevaléncia Global da doenga foi reduzida a partir de 1990
e as estimativasque eram de 16-18 milhdes de pessoas infectadas, diminuiram
para 9 milhdes e pode se esperar a diminuir através de alteragdes demograficas e
como resultado do controle atual (Schofield et al., 2006). Entretanto, apesar dos
dados indicarem uma reduc¢do do numero de pessoas infectadas, a cada ano sao
registrados 670.000 novos casos da doenga (WHO 2004).
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1.2 Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi

O T.cruzi possui um ciclo de vida complexo que envolve insetos
triatomineos e vertebrados o que pode ser visto de maneira esquematica e
simplificada na Figura 1(Brener, 1973). Durante o seu repasto sanglineo, o
inseto triatomineo (“Barbeiro”), vetor da doenga de Chagas, adquire o
Trypanosoma cruzi na forma tripomastigota sanguinea que se diferencia em
epimastigota no estbmago do inseto e inicia varios ciclos de divisdo. No final
do tubo digestivo, (intestino e reto) sofre nova diferenciagcédo e passa a forma
tripomastigota metaciclica,que é infectiva. Novamente durante o repasto,
apos a ingestao de sangue do vertebrado, o inseto defeca préoximo ao local
da picada e através da mucosa ou descontinuidades do tecido o parasito
penetra no hospedeiro podendo invadir as células nucleadas. Na célula o
tripomastigota diferencia-se em amastigota, inicia, ciclos de divisdo e apos
varios ciclos de multiplicagdo diferencia-se em forma tripomastigota que
rompe a ceélula podendo infectar novas células ou alcancar a corrente

sanglinea de onde podera novamente ser ingerido pelo Barbeiro (Figura 1)
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Figura 1. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi (Saraiva VB, 2008)
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1.3 — Parasita e formas de transmissao

Existem varias cepas do Trypanosoma cruzi, que diferem entri si em
relacdo a epidemiologia, patogénese, resposta ao tratamento e bioquimica
(Zingales et al. 1999). A auséncia de uma nomenclatura comum tem prejudicado a
correlagdo do complexo clinico e epidemiolégico com a manifestagdo da doenga
(Jones et al., 2004; Valadares et al., 2008). Cepas heterogéneas que podem
estabelecer a infeccdo em uma vasta gama de hospedeiros mamiferos exibem
tropismo para diferentes tipos de tecidos (Melo e Brener 1978), variando na
patologia e manifestacéo clinica durante a infeccdo, e podem ocasionar a morte
ou graves danos ao coragdo ou ao trato digestivo durante a fase cronica da
doenga de Chagas (Rossi e Ramos 1996). As causas desta vasta variabilidade
nao sao conhecidas. No entanto, recentemente foi proposta uma correlagao entre
a clinica e as variagdes genéticas do T. cruzi (Andrade et al., 2002; Devera et al.
2003). O agrupamento de varias cepas de T. cruzi tém sido desenvolvido, a fim de
compreender o papel da diversidade do parasita na patogénese da doenga
(Andrade et al., 2002). Com base em estudos bioquimicos e moleculares, foi
observado que as cepas do T. cruzi podem ser divididas em dois grandes grupos
(Miles et al., 1977; Souto et al., 1996), que foram padronizados como T. cruzile T
cruzi Il (Luquetti et al., 1999).

As amostras designadas como T. cruzi | sdo equivalentes ao Tipo Il
(Andrade et al., 1974), ao Zimodema 1 (Miles et al., 1977, 1978, Barrett et
al., 1980), ao Ribodema Il/lll (Clark e Pung 1994), ao Grupo 1 (Tibayrenc
1995) e a Linhagem Il (Souto et al., 1996). As amostras classificadas como
T. cruzi Il sdo equivalentes ao Tipo Il (Andrade et al., 1974), ao Zimodema 2
(Miles et al., 1977, 1978, Barrett et al., 1980), ao Zimodema A (Romanha et
al., 1979), ao Ribodema | (Clark e Pung 1994), ao Grupo 2 (Tibayrenc 1995)
e a Linhagem | (Souto et al.,, 1996). Existe ainda um grupo de “amostras
hibridas” que sao caracteristicas do Tipo | (Andrade et al.,, 1974), do
Zimodema 3 (Miles et al., 1978, 1981), do Zimodema B (Romanha et al.,
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1979), do Zimodema Chileno 2b (Milles et al., 1984), do gendtipo 39
(Tibayrenc 1995) e do Grupo %2 (24Sa rDNA) (Souto et al., 1996).

Estudos biolégicos e epidemioldgicos atuais fornecem evidéncias para uma
associagéo do T. cruzi Il com o ciclo doméstico principalmente envolvido na
infeccdo humana, enquanto que T. cruzi | estd associado com o ciclo silvestre,
afetando marsupiais e edentados (Zingales et al., 1998), e raramente infecta seres
humanos (Briones et al., 1999). Presumivelmente a variabilidade observada
durante a infeccao por diferentes cepas de T. cruzi é resultado da diversidade das
interacdes parasita / hospedeiro resultantes da variabilidade das macromoléculas
expressas tanto na superficie dos parasitas como das células hospedeiras

A principal forma de transmissdo do T. cruzi € a vetorial, que ocorre
através de insetos triatomineos hemato6fagos de diferentes espécies entre elas o
Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. soérdida,
Pastrongylus megistus e Rhodnius prolixus. Em virtude do vetor habitar
ambientes silvestres e devido a ocupagao dessas regides pelo homem, o parasita
possui dois ciclos de transmissdo. O ciclo doméstico ocorre em residéncias,
instaladas préximas a regides silvestres, que propiciam o desenvolvimento e a
proliferacéao do triatomineo (Coura, 2007). Nesse caso o homem ¢€ infectado e
passa a ser reservatério permanente do parasita. No ciclo silvestre, triatomineos
desenvolvem-se em ninhos localizados na vegetacdo e quando infectados
transmitem o T. cruzi para pequenos animais mamiferos tornando-os parte do
ciclo do parasita (WHO, 2002). Os ciclos domésticos e silvestres podem estar
relacionados, ja4 que animais e o proprio homem podem ter contato com o
ambiente silvestre e transportar o parasita para o ciclo doméstico (Milles et al.,
2003). Além da transmissdo vetorial, outros mecanismos de transmissdo da
doenga de Chagas sdo observados, como a transmissao transfusional, a
congénita (Okumura et al., 2004) , transmisséo oral (Benchimol-Barbosa, 2006),
transfusdo sanguinea, transplante de érgaos e através de acidentes laboratoriais
(Prata, 2001).
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1.4 — Manifestag@es clinicas da doenga de Chagas

As apresentagdes clinico-patoldgicas da doenga de Chagas no homem séao
divididas em duas fases: aguda e cronica (Figura. 2). A fase inicial ou aguda com
evidente parasitemia observada no exame direto do sangue que na maioria dos
casos hao ha sintomas, mas nos casos sintomaticos ha sinais de inoculagao
(chagoma ou sinal de Romana) com febre e, em casos graves adenopatia
generalizada, edema, hepatosplenomegalia, miocardite, e meningoencefalite
(Coura 2007). Esta fase inicial pode ser seguida por uma fase cronica que, na
maioria dos casos se apresenta como uma forma indeterminada (assintomatica,
com resultados normais de eletrocardiograma e raio-X do coragao, es6fago e
célon), que pode evoluir para a forma cardiaca ou digestiva (megaeséfago,
megacolon), ou formas cardiaca e digestiva juntas (Coura, 2007). A chamada
forma congénita também pode ocorrer, por meio de transmissdo através da
placenta, o que pode dar origem a aborto, prematuridade ou lesdes organicas no
feto ou através do canal vaginal durante o parto (Torrico et al., 2005). Em casos de
imunossupressado, a infecgdo cronica pode se tornar aguda novamente,
produzindo, assim, miocardite difusa, lesbes do sistema nervoso central, e
meningoencefalite grave.

Na fase crbnica, a infeccdo pode apresentar-se como uma forma
indeterminada, em que cerca de 40% dos individuos infectados permanecem
totalmente assintomaticos, com caracteristicas anatdomica e fisiologica normais
para o coragdo, esOfago e colon. Embora eles sejam assintomaticos, esses
pacientes apresentam reacdes sorologicas positivas para a infecgao pelo T. cruzi
e, em muitos destes pacientes, os resultados do xenodiagndstico e do PCR
podem ser repetidas vezes positivos ao longo de muitos anos. Assim, eles
apresentam um verdadeiro equilibrio entre o parasita e o hospedeiro (Coura et al.
1985, 1999).

A fase crénica cardiaca € a mais expressiva manifestacado da doenca de
Chagas, tanto por causa de sua frequéncia quanto sua gravidade. Ela geralmente
aparece entre a segunda e quarta décadas de vida, de cinco a quinze anos apos a

infeccdo inicial. Os sinais e sintomas de cardiopatia chagasica cronica resultam de
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arritmia, insuficiéncia cardiaca, bloqueios do ramo atrio-ventricular e em

tromboembolia (Coura, 2007).

Chagoma com febre e, em casos
Sintomatica || graves adenopatia generalizada,
edema, hepatosplenomegalia,
miocardite, meningoencefalite

Fase aguda

Assintomatica

Cardiopatia, cardiomegalia e
aneurisma apical

— | Sintomatica | Megaesoéfago |

== | Megacolon

Fase cronica |—

) - Paciente imunocomprometido,
— | Forma indeterminada | reativagdo da fase aguda

Figura 2. Manifestagdes clinicas da doenga de Chagas (Coura 2007).
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1.5 - Interac&o do parasita com a célula hospedeira e invaséo.

Muitos pesquisadores tém evidenciado os processos envolvidos na interacéo
Trypanosoma cruzi - célula hospedeira e tem sido observado que varias moléculas
de superficie do T. cruzi e das células hospedeiras possuem papel fundamental na
capacidade de adesdo e invasdo do parasita, e sdo capazes de interferir em
mecanismos de transdugdo de sinal da célula hospedeira (Burleigh e Woolsey,
2002). Vias de transducéo de sinal conservadas relacionadas com a ativagao do
metabolismo de glicose, o consumo de energia, a fosforilagdo de proteinas, e
atividade oxidativa tém um papel importante na relacao parasita — hospedeiro.

Através do tratamento com tripsina, Andrews e colaboradores (1984)
removeram a maioria das glicoproteinas de superficie de tripomastigotas de
cultura, exceto duas glicoproteinas de 85 KDa e uma de 68 KDa, e demonstraram
uma consideravel diminuicdo da capacidade invasiva do parasita, sugerindo o
envolvimento dessas moléculas no processo de invasdo. Visando a caracterizagao
das moléculas de superficie do T. cruzi, glicolipidios e glicoproteinas foram
isolados e caracterizados em sua estrutura quimica. Uma caracteristica comum a
maior parte dessas moléculas € estarem ligadas a membrana plasmatica por uma
ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Cardoso de Almeida e Heise, 1993). Entre
os glicolipidios, os predominantes em T. cruzi sdo os glicoinositolfosfolipidios
(GIPL). A fungao dos GIPL na biologia do T. cruzi ainda ndo esta esclarecida, no
entanto, por conterem componentes incomuns em sua estrutura, € possivel que
essas moléculas estejam envolvidas em processos de interagdo com a célula
hospedeira, como um fator de viruléncia ou como um modulador da resposta
imune do hospedeiro vertebrado (Dos Reis et al., 2002).

Entre as glicoproteinas mais abundantes estdo as sialoglicoproteinas,
também denominadas moléculas semelhantes as mucinas. Sao glicoproteinas
ancoradas a membrana do T. cruzi via ancora GPI e a principal caracteristica é
serem altamente O-glicosiladas (Serrano et al 1995). De maneira incomum, as
mucinas de T. cruzi contém residuos de acido sialico que nao sao sintetizados
pelo parasita e sim transferidos de sialoglicoconjugados exdgenos, através de

uma reacgao catalisada por uma enzima unica expressa na superficie do parasita,
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denominada trans-sialidase (Previato et al, 1985; Zingales et al, 1987; Schenkman
et al, 1991).

Durante o processo de invasdo das células hospedeiras por tripomastigotas
metaciclicos e por tripomastigotas de cultura, vias de transdugdo de sinal sao
ativadas nos parasitas e nas células-alvo, levando a uma mobilizagdo de Ca™*
(Neira et al., 2002). Para adeséo celular, tripomastigotas metaciclicos ligam-se a
superficie da célula hospedeira através de glicoproteinas, como a gp35/50 e a
gp82, que sdo moléculas de sinaliza¢do que ativam a liberagdo de Ca™ e essas
moléculas de sinalizacdo podem estar envolvidas na maior capacidade de invasao
da cepa CL do T. cruzi quando comparada com a cepa G (Ruiz et al., 1998). Em
cepa CL de T. cruzi que entra na célula hospedeira mediado por gp82, proteinas
tirosina cinase assim como fosfolipase C dos parasitas sao ativadas e o calcio é
liberado por compartimentos sensiveis a IP3. Em cepa G de T. cruzi que se liga a
células alvo principalmente através de gp35/50, a via de sinalizagdo que envolve
adenilato ciclase parece ser estimulada, com a liberacdo de Ca"™ do
acidocalcissoma (Neira et al., 2002). Além disso, a cepa G é dependente de sinais
inibitérios mediados por uma gp90 especifica de metaciclicos, que podem ser
acionados tanto na célula hospedeira quanto no parasita (Ruiz et al., 1998; Malaga
e Yoshida 2001). O repertorio de moléculas de tripomastigotas de cultura
implicadas na invasao celular inclui glicoproteinas de superficie da familia gp85,
com os membros contendo sitios de ligagdo para laminina e citoqueratina 18,
enzimas como a cruzipaina, trans-sialidase, e uma oligopeptidase B, que gera um
agonista de Ca**- a partir de uma molécula precursora (Yoshida 2006).

Estudos recentes mostraram que lipidios, especialmente dominios
conhecidos como “lipid rafts”, também desempenham um papel importante no
processo da interagao entre os diferentes agentes patogénicos e as suas células
hospedeiras (Duncan et al., 2004; Van der Goot e Harder, 2001). “Lipid rafts” sdo
regides da membrana plasmatica altamente especializada e enriquecidas nao sé
por colesterol e esfingolipidios mas também por proteinas GPIl-ancoradas,
proteinas duplamente aciladas (por exemplo, a familia Src tirosina cinases e

subunidades Ga das proteinas G heterotrimericas), proteinas palmitoiladas ou
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miristoiladas como flotilinas e gangliosidios GM1 (Van der Goot e Harder, 2001).

Estes “rafts” de membrana sao resistentes a solubilizagdo com detergente e estéao

envolvidos em varias fungbes celulares, como transdugdo de sinal, triagem
molecular e trafego através da membrana (Lafont et al 1999).

A participacédo de “rafts” de membrana durante o processo de invaséo de
formas tripomastigotas foi demonstrado em macrofagos (Barrias et al., 2007) e em
células ndo fagociticas profissionais (Fernandes et al., 2007).

Apods a entrada do T. cruzi na célula hospedeira esse parasita intracelular
se localiza no vacuolo parasitéfora Ao contrario da maioria dos patdgenos
intracelulares especializados em evitar o contato com o meio lisossomal da célula
hospedeira o T. cruzi requer um pH baixo do ambiente lisossomal para iniciar sua
saida para o citoplasma onde ira realizar seu ciclo replicativo na forma amastigota
(Ley et al., 1990). Assim, o trafego e a permanéncia transiente do parasita dentro
dos fagolisossomos da célula hospedeira sdo necessarios para o estabelecimento
da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi em células de mamiferos (Burleigh, 2005).

Duas formas de participacédo dos lisossomos no processo de internalizacéo
e estabelecimento da infeccdo sado descritas (Figura 3) (Burleigh, 2005). O
principal modelo (Figura 3, setas solidas) ilustra dois modos independentes de
entrada do T. cruzi em fagdcitos nao profissionais. A via dependente de lisossomo
é dependente de Ca’", e iniciada pela exocitose de lisossomos que se fundem a
membrana plasmatica, no local de invasao do parasita. Na via independente de
lisossomo, os parasitas entram na célula através das invaginagdes da membrana
plasmatica que acumulam fofatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3), principal produto
da classe de ativagao da fofatidilinositol cinase-3 (PI3K) (Figura 3). Independente
da rota de entrada, todos os parasitas intracelulares direcionam-se para o
compartimento lisossomal da célula hospedeira apds 60 minutos de infeccdo da
célula hospedeira.

Os dados revisados acima contestam fortemente uma estratégia para a
invas&o de T. cruzi baseada somente no recrutamento e fusdo do lisossomo. Na
verdade, muitos dos dados emergentes apoiam a idéia de que a fusdo do

lisossomo ocorre no final do processo de entrada do parasita na célula.
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Claramente, experimentos adicionais sdo requeridos para elucidar essas questdes
importantes em um campo que estd se tornando cada vez mais controverso
(Burleigh, 2005).

Dependente de lisossomo Independente de lisossomo

M

Exocitose delisossomo™ | © "W jisossomos s, | ® - PIP;associadoa
dependente de Ca** © N membrana plasmatica

10min  © 0 A ; © o
50% de vacuolo 20% de

20% de T.cruziem enriquecidos com
membranaplasmatica membranaplasmatita

com lisossomos

endossomos

60 min W

100% de T.cruziem
membrana plasmatica
com lisossomos

Figura 3. Processo de invasdao do T. cruzi em fagocitos ndo profissionais
(Adaptado de Burleigh, 2005).
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1.6 — Homeostase iGnica e crescimento do T. cruzi

A capacidade de penetracdo do T. cruzi na célula hospedeira pode estar
relacionada a sinalizagdo mediada por glicoproteinas, assim como, a ativagdo da
fosfolipase C (PLC). O IP3 e o diacilglicerol, liberados a partir da ativagao de PLC
estdo, respectivamente, envolvidos no controle da concentracdo de calcio
intracelular, através dos canais de calcio do reticulo endoplasmatico, e da ativagao
de PKC (Yoshida et al., 2000). Em mamiferos, enzimas como a Na+-ATPase,
insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida, e Na',K'-ATPase sensivel a
ouabaina, sdo dependentes das vias de sinalizagao que envolve a PKC (Rangel et
al., 2001).

Durante o seu ciclo de vida, sabe-se que o T. cruzi enfrenta bruscas
variagbes no pH (que pode variar de 4.5 a 9) e concentragdes idnicas
extracelulares. A regulacdo do pH intracelular e a manutencdo do equilibrio
osmotico e do potencial de membrana em resposta a estas condi¢gdes variadas
deve representar uma etapa crucial para garantir a sua sobrevivéncia (Gil , et al.,
2003). Este processo ocorre por coordenada ativagdo de diferentes vias de
sinalizacdo e transportadores de ions que permitem o crescimento do parasita
(Einicker-Lamas et al., 2000). Além disso, na maioria das células eucaridticas um
potencial eletroquimico € mantido através da membrana plasmatica por acédo de
Na' K*-ATPase e H*-ATPases. Em T. cruzi, sabe-se que uma H*-ATPases de
membrana plasmatica presente em todas as formas do parasita tem atividade
eletrogénica e foi diretamente associada a manutenc&o do potencial de membrana
em formas epimastigotas (van der Heyden et al., 1996). Entretanto, € bem
provavel que nos parasitas o potencial de membrana também seja regulado por
transporte de ions Na* e K* (van der Heyden e Docampo, 2002).

Desta forma, dois transportadores de Na*, ambos pertencentes a familia de
ATPases do tipo P, foram identificados em T. cruzi (Caruso-Neves et al., 1998;
Caruso-Neves et al., 1999). Um dos transportadores de Na® da membrana
plasmatica ¢ a Na',K*-ATPase sensivel a ouabaina e ao K*. O outro transportador
codificado pelo gene TcENA e, que é inibido por furosemida e insensivel a

ouabaina e a K" é a Na™-ATPase (lizumi et al., 2006; Caruso-Neves et al., 1999)
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Além disso, em epimastigotas da cepa CL14 do T. cruzi foi demonstrado
que a inibicdo da Na*-ATPase por furosemida diminui a captagdo do myo-inositol
que é essencial para o crescimento do parasita (Einiker-Lamas et al., 2000). No
entanto, os mecanismos de regulagdo desta enzima em T. cruzi ainda ndo sao
conhecidos.

Embora pouco se saiba sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
modulacdo da homeostase do T. cruzi, foi demonstrado que proteina cinase C
(PKC) desempenha um papel importante na modulagao da via de crescimento do
parasita, pelo menos em parte, pela modulagao dos transportadores de soluto, tais
como o cotransportador de myo-inositol (Einiker-Lamas et al., 2000). Em células
renais de mamiferos, Rangel e colaboradores (2001) demonstraram que a enzima
Na’-ATPase insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida & ativada pela
fosforilagdo de PKC. Esse mecanismo pode ser similar em protozoarios parasitos
como o observado na ativagéo de (Na’-K’) ATPase de Leishmania amazonensis
podendo representar um importante mecanismo de regulagcdo da homeostase
ibnica em protozoarios parasitas, e um potencial alvo para drogas (Almeida-
Amaral et al., 2007).

Nesse contexto trabalhos recentes demonstraram que acidocalcisomas séo
organelas acidas elétron densas ricas em calcio e polifosfatos sendo conservadas
durante a evolugcdo dos procaritos aos eucariotos. Os acidocalcisomas foram
primeiramente descritos em espécies de tripanossomatidios onde foram melhor
caracterizados. Varias fungdes tém sido atribuidas aos acidocalcisomas entre elas
o0 armazenamento de cations e fosforo, o metabolismo de polifosfato, homeostase
de calcio, a manutencdo da homeostase do pH intracelular e a osmoregulagao
(Docampo et al., 1995; Scott et al 1997; Urbina et al.,, 1999; Scott e Docampo
2000; Ruiz e Docampo 2001; Seufferheld et al.,, 2003). Essas carateristicas
destacam a grande importancia dessas organelas para o controle do meio celular,
e por reunirem as caracteristicas mencionadas acima, podem ser alvos para

novos medicamentos (Moreno e Docampo 2003; Docampo et al., 2005).
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1.7 — Apresentacdes patoldégicas no modelo experimental da doenca de
Chagas em camundongo

Na escolha do modelo experimental deve ser observada a susceptibilidade
ou resisténcia da estirpe do camundongo a doenga de Chagas. Os padrdes de
resisténcia e susceptibilidade a infeccdo, que sdo medidos pelas taxas de
mortalidade, tempo de sobrevida e niveis de parasitemia, dependem da relagao

entre a estirpe do camundongo e a amostra do parasita (Andrade et al., 1985).

Um estudo detalhado comparando o comportamento de varias cepas do
parasita em animais experimentais e que incluem o tropismo tissular, a morfologia
de formas sanguineas do parasita e alteragdes histopatolégicas no curso da
infeccao permitiram agrupar os padrées de cepas do T. cruzi em trés tipos
fundamentais (Andrade et al., 1974).

Nas infeccdes com cepas Tipo | observa-se até 10 dias apds a infeccéo,
parasitas nos macroéfagos de 6rgdos como o bago, figado, linfonodos e tecido
conjuntivo (Andrade et al., 1985). Na fase aguda ocorre miotropismo, com lesdes
inflamatérias de miocardio, musculo esquelético e musculo liso. Em amostras do
Tipo Il, que induz parasitemia entre 12 e 20 dias apds a infec¢ao, ocorre lesbes
principalmente no miocardio com intenso processo de miocardite. Em menor
propor¢cao, ocorrem lesdées de musculo esquelético e de musculo liso. Nas
amostras Tipo Ill, como a cepa Colombiana, a parasitemia tem uma evolugéo lenta
com niveis elevados no 30° dia, apresentando miotropismo em todo o curso da

infeccao.

O modelo Balb/c (isogénico) € um dos modelos mais suscetiveis a infecgéo
pelo T. cruzi e, portanto, vem sendo utilizado para a triagem inicial de drogas e de
agentes imunomoduladores que aumentam a resisténcia a infecgdo. O modelo
Balb/c-cepa Y foi muito estudado no Brasil e na Franga na década de 80 (Rossi et
al., 1986; Silva et al., 1985; Minoprio et al., 1988; D’ Império-Lima et al., 1986;
Russo et al.,1989), da mesma maneira que o camundongo Swiss (ndo isogénico),
por serem suscetiveis a diferentes amostras do parasita (Andrade, et al., 1985) e

ao contrario de outros modelos, ndo apresentam resisténcia relacionada ao sexo

Pagina | - 14 -



Victor Barbosa Saraiva
Tese de Doutorado

(Luz et al.,, 1995). Camundongos Swiss sao muito utilizados em estudos que
necessitam de um grande numero de animais e visam a avaliagdo de sobrevida,
como por exemplo, na quimioterapia experimental (Gutteridge et al.,1978). Para o
estudo da infecg¢ao cronica da doenga de Chagas os camundongos mais utilizados
sdo: C57BL/6 e C57BL/10 (quando infectados com indculos baixos), por possuir
resisténcia a maioria das cepas de T. cruzi (Postan et al., 1987) e os
camundongos C3H infectados com a cepa Colombiana (Kumar et al., 1969). Estes

dois modelos propiciam o estudo da miocardite chagasica cronica.

1.8 — Resposta imune a infeccéo pelo T. cruzi

Durante a fase aguda da doenga de Chagas tem sido demonstrado o papel
crucial de linfocitos TCD4*, TCD8" e da producdo de IFN-y como importantes
elementos para o controle da replicagado do parasito durante a fase aguda e a fase
cronica da infeccdo (Brener e Gazzinelli, 1997; Lannes-Vieira, 2003; Martin e
Tarleton, 2005; Miyahira, 2008).

Em varios sitios de infecgdo células T CD4" e CD8" necessitam de co-
estimulagdo de moléculas CD28 através de moléculas CD80 e CD86 para uma
ativacéo apropriada. Durante a infecg&o pelo T. cruzi camundongos deficientes de
moléculas CD28 apresentam susceptibilidade a infeccdo com aumento da
parasitemia e mortalidade (Dos Reis et al., 2005; Miyahira, 2008). CTLA-4 é um
receptor co-estimulatério negativo para CD80 e CD86. O bloqueio de CTLA-4
aumenta a producdo de IFN-y e NO pelos esplendcitos e consequentemente
aumenta a resisténcia a infec¢ao pelo T.cruzi. Outras moléculas como a IL10 e o
TNF-a sdo de grande importancia respectivamente para uma inibicdo ou ativagao
de células T (Dos Reis et al., 2005; Miyahira, 2008).

Fuenmayor e colaboradores (2005) mostraram nao haver diferencas
quantitativas entre as sub-populacdes de células CD4" e CD8" na miocardite
aguda em pacientes chagasicos. Através da Utilizagdo de modelo experimental de
camundongos C3H/Hed infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi, também

demonstraram a prevaléncia de linfocitos T CD8" no tecido cardiaco de animais
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cronicamente infectados. Neste modelo, tanto as células T CD4" quanto as CD8"
no tecido cardiaco expressam fenoétipo de ativacado, que se traduz por uma baixa
expressao de L-selectina (CD62L) e alta expressdo de LFA-1 e VLA-4 (CD62L"",
LFA-1"9" V/LA-4"S") Este fendtipo das células TCD4* e TCD8" contribui para o
estabelecimento do processo inflamatorio que gera a miocardite durante a fase
cronica da infeccado pelo T. cruzi (Lannes-Vieira, 2003).

Em estudos com a utilizagdo da droga de escolha para o tratamento da
doenga de Chagas, o benzonidazol, foi mostrado que o sistema imune aumenta a
eficacia dessa droga (Murta et al., 1999; Bahia-Oliveira et al., 2000). A terapia com
IL-12 recombinante e IFN-y aumenta a eficacia do benzonidazol no tratamento de
camundongos infectados com o T. cruzi (Michailowsky et al., 1998) e esse
resultados estdo de acordo com estudos que demonstraram que pessoas que
foram tratadas e curadas com benzonidazol tém uma maior produgao de IFN-y do
que aquelas que foram tratadas e nao tiveram cura (Bahia-Oliveira et al., 2000).
Em estudo onde foram utilizadas diferentes camundongos “knockout”, foi
demonstrada a participacdo crucial do IFN-y no aumento da eficacia do
benzonidazol no tratamento da infecgao aguda pelo T. cruzi e também um parcial
envolvimento de iINOS e TNF-a (Romanha et al.,, 2002). De acordo com esses
resultados faz-se necessario o estudo de novas drogas que possam agir
diretamente sobre o parasita sem que haja a participagdo do sistema imune, para
que possam ser eficazes no tratamento de pessoas chagasicas

imunocomprometidas ou na fase crénica da doenga.

1.9 Tratamento da doenca de Chagas

A persisténcia do parasita, juntamente com uma resposta imunitaria
desequilibrada que pode incluir reacbes autoimune, que sustentam respostas
inflamatérias em tecidos infectados, sdo as principais causas das lesbes
observadas na doenga de Chagas cronica (Tarleton 2001). Estes fatos indicam
que a eliminacédo do T. cruzi de pacientes chagasicos pode ser um pré-requisito
para impedir a evolugcdo da doencga e evitar as suas consequéncias irreversiveis

que ocorrem a longo prazo. Infelizmente, apesar dos grandes avangos na
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compreensado da biologia do T. cruzi, as unicas drogas atualmente disponiveis
contra este parasita sdo aquelas que foram registradas a 21 anos atras: nifurtimox
e benzonidazol (Figura 4) (Croft et al., 2005). Estes compostos s&o ativos na fase
aguda da doenga de Chagas, com até 80% de eficacia o benzonidazol tem
demonstrado ser eficiente no inicio da infecgdo cronica mas ineficiente na fase
cronica ja estabelecida (Sosa Estani et al 1998). O mecanismo de agdo dessas
drogas envolve a acao direta de radical nitroanion (metabdlitos eletrofilicos) sobre
moléculas suscetiveis, como acidos nucléicos, proteinas e lipidios, a geragédo de
radicais livres de oxigénio e a diminuigdo da sintese de proteinas (Stoppani, 1999;
Maya et al., 2007). O benzonidazol e o nifurtimox sao parcialmente eficazes na
forma aguda da infecgdo causada pelo T. cruzi, porém na fase crénica nao €
observada cura parasitaldégica (Stoppani, 1999). Os nitroderivados anti-T. cruzi
tém demonstrado grande citotoxidade e atividade mutagénica, teratogénica,
carcinogénica e esterilizante (Stoppani, 1999). Os efeitos citotoxicos e genotodxicos
parecem estar associados a agao dos nitroderivados que se ligam a regides com
alta densidade eletrébnica em macromoléculas e DNA, apds redugao enzimatica do
grupo nitro e geragao de radicais livres eletrofilicos, como os nitroanions, hidroxila,
via oxigénio e perdxido de hidrogénio. Devido a esses fatos o efeito toxico da
droga atinge o parasita e as células do hospedeiro mamifero (Lauria-Pires, et
al.,2001).
O tratamento com nifurtimox & recomendado em 10-12 mg kg™ por dia de
30-60 dias, durante a fase aguda, e em 8-10 mg kg™’ por dia durante 60-90 dias na
fase cronica. O benzonidazol deve ser administrado a 7,5 mg kg™ por dia para as
criancas durante 60 dias, e de 5 mg kg™’ por dia para adultos durante 30-60 dias,
durante a fase aguda e em 5 mg kg™’ por dia durante 60 dias em doentes cronicos.
Ha agora um consenso geral de que o tratamento antiparasitario deve ser dado a
todos os individuos soropositivos para reduzir ou eliminar a sua carga parasitaria.
No entanto, muitos médicos continuam a ter fortes reservas quanto a utilizacdo do
nifurtimox ou benznidazol em doentes cronicos devido ao risco desfavoravel
(Urbina e Docampo 2003).
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Foi observado que dependendo da cepa de T. cruzi as drogas apresentam
eficacias variadas durante o tratamento da infec¢gado chagasica (Filard e Brener
1988; Neal e van Buere, 1988; Murta et al., 1998). Os resultados obtidos
mostraram que a resisténcia das diferentes amostras de T. cruzi ndo esta
relacionada as areas geograficas de onde foram isoladas.

O nifurtimox, apds vasta utilizagdo no Brasil e em outros paises da América
do Sul, deixou de ser comercializado devido ao seu alto grau de toxidade. Por
isso, atualmente apenas o benzonidazol € utilizado no tratamento dessa doenca
no Brasil (Murta et al., 1998).

Nifurtimox Benzonidazol

Figura 4: Drogas utilizadas no tratamento da doenga de Chaga na América do Sul

1.10 Drogas em teste para o tratamento da doenca de Chagas

Embora a descoberta da doenca de Chagas tenha ocorrido a quase 100
anos (Chagas, 1909), ainda ndo ha drogas eficazes para todas as fases da
doenga. As drogas utilizadas séo classificadas como (i) farmacos com atividade
clinica reconhecida, como o nifurtimox e benzonidazol; (ii) drogas com atividade
em modelos in vivo sem aplicagdo clinica efetiva: como o itraconazol e o
alopurinol; (iii) drogas efetivas em modelos experimentais com utilidade clinica
prevista, como peptideos inibidores de cisteina-protease e fenotiazinas; e (iv)
drogas efetivas sobre o T. cruzi em meio de cultura axénico e em cultura de

células, como as O-naftoquinonas (Stoppani, 1999).
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Atualmente, através de estudos bioquimicos, vem sendo possivel a
identificagcdo de novos alvos quimioterapicos como o metabolismo de esterdis, as
enzimas tripanotiona redutase, cisteina protease, hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, DNA topoisomerase,
dihidrofolato redutase e farnesilpirofosfato sintase (Docampo e Moreno, 2001;
Rodriguez; 2001; Coura e de Castro 2002; Urbina e Docampo 2003).

Apesar da grande quantidade de diferentes classes de compostos que
apresentam atividade in vitro e in vivo sobre o T. cruzi, poucas drogas foram
submetidos a ensaios clinicos desde a introducao do nifurtimox e do benzonidazol.
Este fato ocorre em muitos casos devido a falta de forte indicacdo do efeito
curativo, em relacao ao efeito toxico que séo geralmente analisados somente em
modelos in vitro. Entre as drogas com efeito ja comprovado contra o T. cruzi in
vitro e in vivo e que apresentam potencial para o tratamento da doenca de
Chagas podemos citar a TAK-187, o ravuconazol, o fluconazol, o posaconazol o
itraconazol e o alopurinol (Figura 5), sendo que os ultimos quatro ja vem sendo
utilizados em testes clinicos (Coura e de Castro, 2002)

O T. cruzi, assim como fungos, sintetiza ergosterol, mas nao colesterol, e
assim, neste parasita, etapas da biossintese de esterdis que sao divergentes em
relacdo a sintese realizada por células de mamiferos, tém sido intensamente
estudadas como alvo quimioterapico. A TAK-187 (Urbina et al., 2003b), o
ravuconazol (Urbina et al., 2003a), fluconazol e o itraconazol (Goad et al., 1989),
sdo inibidores da biossintese de esterdis agindo sobre a enzima C14a-esterol
demetilase, assim como o posaconazol (SCH56592) (Molina et al., 2000, Urbina et
al., 1998) que elevou a taxa de cura de camundongos infectados com cepas
resistentes ao nifurtimox, benzonidazol e cetoconazol (Urbina et al., 2003b; Urbina
e Docampo 2003).

Purinas sdo essenciais para a sintese de nucleotideos, porém,
tripanossomatideos, diferentemente dos hospedeiros vertebrados, apresentam um
metabolismo para purinas totalmente distinto (Berens et al., 1982), essas
moléculas sao capturadas da célula hospedeira. O alopurinol, que € um analogo

da hipoxantina, atua como um substrato alternativo para a hipoxantina-guanina
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fosforribosil transferase (HGPRT) e € incorporado no RNA. Esta incorporagao leva
a formacao de nucleotideos nao fisiolégicos que bloqueiam a sintese de novo de

nucleotideos a base de purina e também bloqueiam a sintese protéica.
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Figura 5. Drogas potenciais para o tratamento da doenga de Chagas. (Stoppani

1999; Urbina et al., 2003a; Urbina et al., 2003b; Urbina e Docampo 2003; Croft et
al 2005)
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1.11 Miltefosina

Analogos de lisofosfolipidios (LPAs), entre eles a miltefosina, compbéem
uma ampla classe de compostos metabolicamente estaveis, que foram
desenvolvidos como agentes anti-cancer ha mais de duas décadas (Kuhlencord et
al., 1992; Unger et al., 1992; Wieder et al., 1999), mas que também possuem
potente e seletiva atividade antiparasitaria. Especialmente contra Leishmania spp.
e tripanosomatidios parasitas, como o Trypanosoma cruzi, tanto in vitro como in
vivo. (de Castro et al.,, 2004). Em estudos realizados com camundongos
deficientes de células T (nude) (Murray, 2000), e camundongos deficientes em
células T e B (scid) (Escobar et al., 2001) infectados com Leishmania donovani foi
observada a eficacia da miltefosina, demonstrando a ac&o dessa droga
independente da ativacdo do sistema imune. (Murray e Delph-Etienne, 2000;
Escobar et al., 2001). Por causa de sua natureza quimica, LPAs tém uma
interacdo potencial com uma variedade de estruturas sub-celulares e vias
bioquimicas principalmente as membranas celulares (Wieder et al., 1999; Wright
et al., 2004). No entanto, em células de mamiferos, LPAs induz inibicdo do
crescimento e morte celular programada que esta associada, na maioria dos
casos, com um bloqueio da biossintese de fosfatidilcolina (PC) em nivel da
fosfocolina citidiltransferase (CCT, via de Kennedy ), provavelmente devido a
depressdo da sintese de esfingomielina (Hannun e Obeid, 1995).e ou através de
um aumento dos niveis celulares de ceramida (Hampton and Morand, 1989).
Embora em parasitas tripanosomatidios muito menos informagbdes estejam
disponiveis, a inibicdo da biossintese de PC por LPAs também foi documentada,
mas, em nivel de fosfatidiletanolamina N-metil-transferase (PEMT; via de
Greenberg's) (Lira et al., 2001). A maior atividade da LPAs como inibidores da
biossintese PC em parasitas do que em células de mamiferos, provavelmente
devido a diferentes vias bioquimicas envolvidos nos dois tipos de celulares,
poderia explicar a sua agao seletiva antiparasitaria in vivo ( Urbina 1997; Urbina,
2006). Através de analise ultraestrutural nas formas epimastigotas de T. cruzi

tratadas com LPAs foi observado extensa formacao de proje¢cdes de membrana
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(“blebs”) na regiao flagelar indicando que a membrana parece ser o principal alvo
desses compostos (Santa-Rita et al., 2000; 2006).

Em células tumorais a miltefosina (Figura 6) tem como possiveis
mecanismos de acédo as alteracbes das composicdes de membrana, inibicdo da
biossintese de fosfolipidios, inducéo de diferenciagao das células tumorais, efeitos
na transducdo de sinais tais como: inibicdo de proteina cinase C (PKC),
fosfolipase C (PLC), inibicdo da Na*-K*-ATPase e indugéo de apoptose (Brachwitz
e Vollgraf, 1995; Urbina 2006).

A miltefosina demonstrou excelente atividade in vitro contra formas extra e
intra-celulares de Leishmania sp (Croft et al. 1987; Lux et al., 1996; Lux et al.,
2000; Escobar et al., 2002). Foi demonstrado que analogos de éter lipidios causam
perturbacdes na biossintese da ancora GPI (Lux et al., 1996), interferem em
enzimas envolvidas no metabolismo de acil-glicerofosforilcolinas e alquil-
glicerofosforilcolinas (Lux et al., 2000) e, semelhante as células tumorais, inibe a
atividade de PKC (Lux et al., 2000). Através da administragao oral da miltefosina
em camundongos infectados com L. donovani foi observado a potencialidade da
utilizagdo dessa droga para o tratamento da leishmaniose visceral (Kuhlencord et
al., 1992; Croft et al., 1996; Sundar et al., 1999; 2000). Um teste clinico de fase Il
que envolveu 299 pacientes (Herwaldt, 1999), foi concluido em 2002 onde 94%

dos pacientes foram considerados curados (Sundar et al., 2002).

Varios organismos, desde procariotos até os eucariotos mamiferos possuem
mecanismos eficientes de resisténcia a quimioterapicos, como a degradagao de
enzimas ou a inativagdo de drogas (Davis, 1994). A maioria das células possui
mediadores protéicos do transporte de drogas através da membrana, o que
diminui a concentragao intracelular da droga e consequentemente a toxicidade
(Lewis, 1994; Borst e Ouellete, 1995; van Veen e Konings, 1997). Entre esses
mediadores protéicos podemos citar a glicoproteina-P e a proteina MRP que séao
membros da superfamilia de transportadores ABC que catalisam a expulsdo de
drogas com gasto de energia (Higgins, 1992). A superfamilia de transportadores
ABC (“ATP-Binding Cassette”) é uma das mais importantes familias de

transportadores de multiplas drogas (Cole et al., 1992). Atualmente as drogas
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utilizadas para o tratamento da doenga de Chagas, benzonidazol e nifurtimox,
possuem efeito satisfatério apenas na fase aguda da doenga e recentemente tem
sido demonstrado que o benzonidazol tem efeito moderado no tratamento da
doenga crdnica (Sosa Estani et al 1998). Porém cepas do T. cruzi, como a
Colombiana e Y, apresentam-se respectivamente resistente e parcialmente
resistente ao benzonidazol, mas em experimentos in vitro ndo apresentaram
resisténcia a miltefosina (Saraiva et al., 2002). Murta e colaboradores (2001)
observaram que a resisténcia ao benzonidazol e nifurtimox, de diferentes
amostras de T. cruzi, pertencentes aos zimodemas Z1, Z2 e ZB, nao esta
associada a amplificagdo ou expressao de genes de glicoproteina-P. Como esta
proteina vem sendo considerada como envolvida na resisténcia a multiplas drogas
(Cole et. al. 1992), provavelmente outros fatores, ainda desconhecidos,
contribuem para esta resisténcia. Apesar desta observagdo, em Leishmania
tropica foi observada uma resisténcia a miltefosina que era mediada pela super-
expressdo de uma glicoproteina-P (Perez-Victoria et al., 2001). Em estudos mais
recentes Perez-Victoria e colaboradores (2003) clonou um transportador putativo
de miltefosina (LAMT) que foi parcialmente caracterizado como uma nova ATPase
do tipo P de uma subfamilia de translocases de aminofosfolipidios. Parasitas
resistentes (L. donovani M-40R) e transfectados com LdMT reconquistaram sua
sensibilidade a miltefosina e a edelfosina e a capacidade de transportar essas
drogas para o seu interior assim como glicerofosfolipidios. Perez-Victoria e
colaboradores (2003) também demonstraram que a super-expressdo do gene
LdMT em Leishmania tarentolae, uma espécie naturalmente resistente a
miltefosina, aumentou a absorcéo da [*C] miltefosina pelo parasito, indicando que
esta proteina age como uma translocase. Recentemente outra proteina LdRos3
envolvida com a captura de miltefosina foi descrita associada a LdAMT, parecendo
fazer parte da mesma maquinaria de translocacdo que determina a sensibilidade
da Leishmania a miltefosine (Perez-Victoria et al 2006). Em células tumorais KB,
também foi descrito um mecanismo de captacao de alquilfosfolipidios dependente

de uma fosfolipidio translocase (Mufioz-Martinez et al., 2008).
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Embora os dados de resisténcia da Leishmania a miltefosina, possa contribuir
de forma negativa para a utilizagdo dessa droga, os resultados obtidos indicaram
que a miltefosina tem se mostrado eficiente e, aceitavelmente tolerada no
tratamento da leishmaniose visceral, cutdnea e muco-cutanea (Fischer et al.,
2001; Murray, 2002). Recentemente a miltefosina foi langada no mercado como a
primeira droga via oral para o tratamento da leishmaniose, o Impavido®
(Sindermann, et al., 2004).

Em T.cruzi a miltefosina demonstrou ter efeito sobre todas as formas do
parasita in vitro (Croft et al., 1996; Saraiva et al., 2002), provocou inibigdo da C-22
esterol dessaturase e da biossintese de fosfatidilcolina (Lira et al., 2001).
Demonstrou também atividade supressiva na parasitemia de camundongos
infectados (Croft et al., 1996; Saraiva et al., 2002) e em experimentos in vitro
demonstrou ser igualmente eficiente contra as formas epimastigotas e amastigotas
das cepas Y (parcialmente resistente) e colombiana (resistente) (Saraiva, et al.,
2002).

© ®,CH3
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Figura 6. 1-O-hexadecilfosfocolina (miltefosina)
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2 - OBJETIVOS

- Verificar o mecanismo de acao da miltefosina sobre a inibicdo do crescimento do
Trypanosoma cruzi com especial atengéo as vias de sinalizagdo envolvidas nesse
processo, avaliando: (i) a regulagdo da Na*-ATPase do T. cruzi epimastigota (cepa
Y) pela miltefosina e PKC, e (ii) uma possivel ligacdo entre os efeitos da
miltefosina sobre a atividade da Na*-ATPase e da PKC.

- Avaliar a eficacia da miltefosina em comparacao ao benzonidazol no tratamento
de camundongos Balb/c (isogénico) infectados com a cepa Y de T. cruzi,
comparando dados de: (i) parasitemia, (ii) bioquimica sérica para a enzima

creatina quinase (lesdes cardiacas), (iii) histopatologia e (iv) imunohistoquimica.
- Analisar através de citometria de fluxo as caracteristicas das células T CD4" e

CD8" do baco e do infiltrado inflamatério do coracdo e os possiveis efeitos

imunomodulatérios da miltefosina e do benzonidazol durante a infecgao aguda.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

Adenosina trifosfato (sal de Magnésio; Mg-ATP), ouabaina, furosemida,
cloreto de sodio, cloreto de potassio, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA),
etilenoglicol  bis(éter  2-aminoetil)- acido tetracético (EGTA), N-2-
hidroxietilpiperazina N'-2- acido etanosulfénico (HEPES), tris (trishidroximetil)-
aminometano (Tris), anticorpo policlonal contra uma sequéncia consenso (Ac 543—
549) de PKC de coelho contra (IgG de camundongo biotinilado), extravidina
peroxidase, Colagenase tipo IV hemina, albumina de soro bovino (BSA), histona II-
S, calfostina C, RPMI, 12-meristato 13-acetato forbol éster (PMA), poli-L-lisina e
deoxicolato de sodio foram comprados da Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO, USA). Imunoglobulina G (IgG) anti-rato biotinilado, avidina e biotina foram
adquiridos da VECTOR (Burlingame, CA, EUA). Miltefosina ou
hexadecilfosfocolina (HePC), foi gentiimente fornecida por Zentaris (Frankfurt,
Alemanha). Solugdo de HePC foi diariamente preparada em agua deionizada
(Millipore). Tissue-Tek foi adquirido da Sakura, Japan. Sacarose CK-MB
(GRANUTESTR 2.5) e Hematoxilina de Mayer foram adquiridas da MERCK-Brasil.
Acido félico, CaCl,, MgCly, e carvdo ativado foram obtidos da Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil. Nitrocelulose foi adquirida da Millipore Brasil. Anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (HRP), diaminobenzidina (DAB), reagente de
quimioluminescéncia (Kit ECL Plus) e Percoll foram comprados da Amershan
Biosciences, Sunnyvale, California. Tween 20 foi obtido da Reagen, Rio de
Janeiro, Brasil. Anticorpos monoclonais Anti-CD8 (aloficocianina (APC)), Anti-CD4
(complexo proteico peridinina-clorofila (PerCP)), Anti-CD3 (ficoeritrina (PE)), Anti
CD62L (isotiocianato (FITC)), Anti LFA-1(FITC) e Anti-CD2 (FITC).foram obtidos
da PHARMIGEM, (San Diego, CA, EUA) e o anticorpo anti-amastigota (a-ASP-2)
foi gentilmente cedido pelo Dr. Mauricio Martins Rodrigues do departamento de
Imunologia e Parasitologia da UNIFESP, Sao Paulo. Soro Fetal Bovino (SFB) foi
obtido da SEROMED, Brasil, infuso de cérebro e coragao (BHI) da Difco, Detroi,

MI, EUA) e [*Pi]Pi do Instituto Brasileiro de energética e Investigacdo Nuclear,
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Sao Paulo, Brasil. [y->?Pi] ATP foi sintetizado, de acordo com os procedimentos

descritos por Maia e colaboradores. (1983).

3.2 - Mecanismos de Acao da Miltefosina

3.2.1 — Parasitos e condi¢fes de cultivo

Cepa de T. cruzi Y, parcialmente resistentes ao benzonidazol (Filardi e
Brener, 1987; Murta, et al., 1998) foi adquirida da colecéo de cultura da FIOCRUZ

(Fundagéo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro).

3.2.1.1 T.cruzi forma epimastigota - As células foram mantidas a 28°C, em
tubos com tampa de rosca, contendo 5mL de meio com a seguinte
composi¢cdo (g/L): BHI (37 g), hemina (0.01g) e acido fdlico (0.029g),
suplementado com 5% de SFB. Solugdes estoque de hemina (10mg/mL) e
acido félico (20mg/mL) foram preparados em hidroxido de sédio (NaOH) 0,5
M. Para a obtencao de células em quantidade suficiente para a preparacgéao
da fragdo enriquecida de membrana plasmatica, 2,5 mL de cultivo de
manutencado de epimastigotas foram transferidos para 25 mL de meio de
cultura em frasco erlenmeyer e 250 mL do mesmo meio em frasco
Erlenmeyer de 1000mL. As células foram cultivadas a 28°C por 5 dias, sob
agitacao constante de 80 rpm, em agitador orbital Gio Gyrotory, New
Brunswick Scientific (Edison, EUA).

3.2.1.2 T. cruzi forma tripomastigota

Os tripomastigotas sanguineos foram mantidos por passagens semanais
em camundongos BALB/c (obtidos da Fundagédo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio
de Janeiro). Para a manutengao da infeccdo o sangue com tripomastigotas foi
coletado dos camundongos previamente infectados com o T. cruzi cepa Y,
através de pungao cardiaca. Posteriormente o sangue foi colocado na presencga
de anti-coagulante (liquemine 500 Ul/mL de sangue) e centrifugado (1000g por

5 minutos), para a separacao das hemacias. As formas tripomastigotas foram
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obtidas apds centrifugacdo (2000g por 10 minutos). Os parasitas foram
resuspensos em RPMI, quantificados e o inoculo foi ajustado para 10°
parasitas/camundongo. Para o procedimento experimental foi realizado o
mesmo processo de coleta do parasito e a infeccdo dos animais foi realizada
por via intraperitonial com um inoculo de 10° tripomastigotas/camundongo. As
células foram obtidas a partir de puncao cardiaca dos camundongos. O sangue
foi colocado na presengca de anti-coagulante (liqguemine (10uL)/sangue
(100uL)), e os tripomastigotas foram utilizados para ensaios experimentais in

Vivo.

3.2.2 — Fracdo enriquecida de membrana plasmatica (FM) de T.cruzi
epimastigota

O preparo da fragdo celular enriquecida de membrana plasmatica (FEMP)
foi realizado a partir de 1L de cultura (1x10%/mL) de formas epimastigotas de cepa
Y de T. cruzi. Os parasitos foram coletados através de centrifugacao de 5140 g /
10 minuto a4°C, e lavados em solugdo de EDTA 1mM, Tris 25mM e Sacarose
250mM, pH 7.4 (STE) e lisados mecanicamente (maceragao), apos adigdo de
nitrogénio liquido e o lisado celular lavado com STE. A suspensao resultante foi
submetida a nova centrifugagédo (1500 g /10 minutos a 4°C) para a remogéo do
nucleo e de células nao lisadas. O sobrenadante obtido apds esta centrifugagao
foi submetido a centrifugagéo a 48200 g /30 minutos 4°C para a obtengdo de uma
fracao enriquecida com membrana plasmatica A fracdo enriquecida de membrana
foi suspensa em STE para uma concentragdo de 20-26mg/mL e dividida em
aliquotas que foram estocadas a 80°C. Para as centrifugagdes foi utilizada a
centrifuga refrigerada Sorval modelo RC-5B. A concentragédo de proteina foi
medida pelo método de Lowry (1951), utilizando albumina de soro bovino (BSA)

como padréo. As FM forma estocadas a -80°C
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3.2.3 - Isolamento da membrane baso lateral (MBL) de rim de porco
As preparagdes de homogeneizado de cértex e de membrana basolateral
de tubulo proximal foram feitas a partir de rins de porcos adultos. Os rins foram
removidos imediatamente apdés a morte dos animais e mantidos em solugao
gelada contendo (em mM): sacarose 250, HEPES-Tris (pH 7,6) 10, EDTA 2 e
PMSF 1. Fatias bem finas de cértex externo foram removidas com bisturi. Apos a
dissecgao, as fatias foram homogeneizadas com pistilo de teflon na mesma

solugdo com homogeneizador do tipo potter.

O homogeneizado foi centrifugado a 1500g, por 10 minutos, a 4°C, em
centrifuga SCR20B, usando o rotor RPR12-2 (Hitachi). Apds a centrifugagao
descartou-se o0 precipitado e o sobrenadante foi coletado, parte deste
homogeneizado foi separado e estocado a -4°C. O restante sofreu uma série de
centrifugagdes para isolamento da fragao enriquecida em membrana basolateral.
Inicialmente, o homogeneizado foi centrifugado a 13000g, por 44 minutos, a 4°C,
na ultracentrifuga Beckman, utilizando o rotor 45Ti. Apds a centrifugagéao,
descartou-se o sobrenadante, sendo mantido o sedimento constituido por trés
camadas. A camada mais externa deste sedimento triplo, com cor esbranquigada
e textura macia (camada “fluffy”), foi ressuspensa, através de movimentos
manuais circulares, em 4,0ml de solugcédo contendo: sacarose 250 mM, HEPES 10
mM, PMSF 1 mM. A suspensdo obtida, correspondente & fracdo bruta de
membranas plasmaticas, foi adicionado Percoll 12% (v/v), sendo o volume final de
52,0 ml ajustado com a mesma solugao. A suspensao final foi homogeneizada por
dez vezes e centrifugada a 40000g, por 1 hora e 6 minutos, a 4°C, em
ultracentrifuga Beckman, utilizando o rotor 70Ti, para a formagao do gradiente de
densidade de Percoll e consequente separagdo das diferentes fracbes de
membranas contidas na por¢cdo bruta de membranas plasmaticas (Boumendil-
Podevin et al., 1983). A fragdo de membrana basolateral foi, entdo, aspirada e
homogeneizada por dez vezes com homogeneizador do tipo potter com pistilo de
teflon e centrifugada por 60 minutos a 200000g em centrifuga Hitachi - Himac,
modelo CP70 (Toquio, Japao) utilizando rotor 90 Ti Beckman (Califérnia, USA),

para a sedimentacdo do Percoll (Sactkor et al., 1981). A fragdo de membrana
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basolateral purificada foi ressuspensa em sacarose 250mM atingindo a
concentragao final entre 5-10mg de proteina.ml” e estocada a -4°C. A atividade
especifica da (Na'+K")-ATPase, um marcador de membrana basolateral, foi de
220,6 + 20,3nmol Pi x mg'1 x min”', correspondente a um enriquecimento de 8

vezes, quando comparada a atividade medida em homogeneizado de cértex renal.

3.2.4 - Verificacdo da atividade Na'-ATPase da FM do T. cruzi na forma de
epimastigotas e MBL de rim de porco

A atividade Na’-ATPase foi determinada de acordo com as descrigcbes de
Grubmeyer e Penefisky (1981). Composi¢gao do meio reacional: 10 mM MgCl,, 5
mM ATP-Na*, 120 mM NaCl, 20 mM HEPES-tris (HEPES 0,5 M e Tris 2 M pH -
7.0), 1 mM ouabaina, 0.2 mM CaCl, e 5 mM [y-32P]ATP. A reacao foi iniciada pela
adicdo do meio reacional a fragdo de membrana com uma concentracao final de
2.0 mg/mL de proteina a 37°C e parada apos 30 minutos através da adicdo de
uma suspenséo de 50% de carvao ativado e 0.1 M de HCI. A liberagdo de [**P]Pi
foi medida em uma aliquota do sobrenadante obtido apds centrifugacdo das
amostras durante 5 min a 2000 rpm em centrifuga clinica. A radioatividade foi
quantificada por cintilagao liquida contada em um aparelho Packard Tri-Carb 2100
TR, (Hewlett-Packard, Sao Paulo, Brasil). A hidrélise espontanea de [y->?P]ATP foi
quantificada simultaneamente em tubos em que a proteina (FEMP de
epimastigota) foi acrescentada apds o acido. A atividade Na'-ATPase, expressa
em nmoles Pi mg ™' x min™, foi calculada através da diferenca entre os valores da
atividade ATPase na presencga e na auséncia de 2 mM de furosemida Todas as

reacoes foram realizadas na presenga de 1mM de ouabaina e na auséncia de KCI.

3.2.5 Efeito da miltefosina, Na*, Ca™, e DOC sobre a atividade Na*-ATPase
Nesses ensaios a atividade Na*-ATPase foi determinada na auséncia ou
presenga de doses crescentes de NaCl (20-120 mM) e ou miltefosina (0.0003-0.3
mg/mL) ou de uma dose de miltefosina capaz de inibir 50% da atividade maxima
da Na'-ATPase (0.015mg/mL). Para verificar a reversibilidade do efeito da

miltefosina sobre a Na’-ATPase a fragdo de membrana de epimastigotas foi
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incubada com a droga (0.015mg/mL) e posteriormente diluida 40 vezes na
auséncia ou presenca da droga. Para a andlise da atividade Na'-ATPase na
presenca ou auséncia de calcio, em solugdo tampao Ca / EGTA, o Ca" * livre foi
calculado utilizando um programa de informatica que leva em conta as diferentes
espécies envolvidas no equilibrio entre EGTA, Ca’ *, ATP, Mg* * , H 7,
fosfoenolpiruvato, e Pi, e a influéncia da forga idnica sobre a associagdo constante
de Ca/ EGTA (Vieyra et al., 1986). A atividade da enzima também foi estimada na

auséncia ou presenga de deoxicolato de sodio 0,1%.

3.2.6 — Efeitos da furosemida (inibidor da Na*™-ATPase) no crescimento do T.
cruzi

Epimastigotas (1x10°/mL) foram cultivados, como descrito anteriormente,
na auséncia ou presenca de quantidades crescentes de furosemida (0.5 - 2 mM)
em um volume final de 1 mL em placas de 24 pocos (Corning, Corning, NY). A
viabilidade do parasito foi analisada através da observacdo da motilidade e
morfologia, € o numero de parasitos foi determinado diariamente por contagem

direta com uma camara de Neubauer.

3.2.7 - Verificacio da atividade Na*-ATPase do T cruzi “dependente” de PKC
A atividade Na'-ATPase foi determinada como descrito no item 3.2.4 em

meio reacional contendo PMA (1072 M) (ativador da PKC), ou calfostina (10 M)

(inibidor da PKC), miltefosina (0.015 mg/mL), PMA + miltefosina, ou calfostina +

miltefosina (Caruso-Neves et al., 1998).

3.2.8 - Immunoblotting

As proteinas da FEMP foram aplicadas em um gel de poliacrilamida (7,5%)
na presenca de SDS (Laemmli, 1970) e posteriormente foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose através de eletrotransferéncia. A membrana foi
incubada em solucdo de bloqueio (Tris-HCI 20mM, TBS e NaCl 200mM) (pH-7,6)
contendo BSA 5% durante 1 h em agitacdo leve para fazer o bloqueio contra

ligacdes ndo especificas. Apos este processo a membrana foi lavada com TBS-T
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(TBS + 0,1%Tween 20) por 10 minutos e posteriormente incubada com TBS-T
contendo anticorpo primario anti-PKC onsensus (1:200) durante 1 h. A membrana foi
entdo lavada com TBS-T e depois foi adicionado anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com peroxidase (1:2000) também em TBS-T por 1 h. Apds duas
lavagens de 10minutos cada em TBS-T a deteccdo foi realizada por
quimioluminescéncia (ECL PLUS) e a revelacgéo feita através da utilizagao de filme
BioMax MR.

3.2.9 - Verificacao da atividade PKC

Composi¢cao do meio reacional padrao: meio reacional 1 (MRC1): 4mM
MgCL,, 20mM HEPES-TRIS (pH-7,0), 1,5mg/mL Histona. Meio reacional 2
(MRC2): ATP-Na* 10uM, [y-?Pi] ATP (10’cpm/nmol). As atividades da proteina
cinase C (PKC) expressas em nmoles Pi x mg" x min™, foram calculadas pela
diferenca entre os valores da atividade obtidos na presenga ou auséncia de
calfostina 107(inibidor PKC). O estimulo de PKC foi obtido pela presenca de PMA
102 (ativador da PKC). Para isso, essas substancias foram adicionadas ao meio
reacional contendo MRC1 e a proteina (FM) (0,7mg/mL). A reagao se inicia com a
adicdo do MRC2 e é interrompida através da utilizagdo de acido tricloroacético
(40%). Uma aliquota de 100uL é adicionada a uma membrana de nitrocelulose
(0.45um) e esta é lavada sequencialmente com acido tricloroacético 20% e
tampéao fosfato (Na;HPO4 x 7H,0O + NaH,PO4 x H20) (0,1M/pH-7,0) e é filtrada a

vacuo (Feschenko e Sweadner, 1994).

3.3 - Verificagcdo da agcdo da miltefosina (ensaios in vivo)

3.3.1 - Parasitos e infec¢éo

Os parasitos na forma tripomastigota sanguinea foram mantidos através de
passagens semanais em camundongos BALB/c com indculo intraperitonialmente
de 10° parasitas por animal. Para a utilizacdo desses parasitos o sangue dos
animais previamente infectados foram coletados por pung¢do cardiaca e um novo
inoculo foi ajustado para 10° parasitos/100uL apds contagem em Camara de

Neubauer.
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3.3.2 - Tratamento

Um total de 32 camundongos BALB/c (machos com 8 semanas de idade e
~20g) por experimento, inoculados ou ndo com tripomastigotas sangiiineos (10°)
cepa Y, foram separados em quatro grupos de 8 animais: um grupo sem infec¢ao
e tratamento, um grupo infectado sem tratamento e dois grupos que apods a
inoculacdo dos tripomastigotas foram tratados via oral durante 15 dias
consecutivos sendo um grupo tratado com 0.1 mL/dia de miltefosina (6,25 mg/mL-
25mg/Kg) e outro grupo com 0.1mL de benzonidazol (25mg/mL-100mg/Kg). Os
camundongos foram sacrificados no décimo quinto dia apds a infecgao (fase
aguda) e tiveram o coragdo extraido para analise histopatoldgica,
imunohistoquimica e imunocitoquimica (citrometria de fluxo) e o bago extraido

para analise imunocitoquimica.

3.3.3 - Parasitemia

Apos o 5° dia de infeccdo o acompanhamento do numero de parasitos
circulantes no sangue dos camundongos BALB/c foi realizado através da
quantificagdo do numero de parasitos/campo microscoépico, observados por toda
area da laminula. Foram utilizadas laminulas de 400 pm? e foi utilizada objetiva
com aumento de 400x. A area do campo microscépico foi de 0.159mm?e o volume

de sangue utilizado foi de 5uL (Araujo-Jorge e de Castro, 2000).

3.3.4 - Histopatologia

Os coragdes foram coletados de camundongos BALB/c infectados e
sacrificados no 15° dia apds a infecgdo, e cortados em sentido longitudinal para
observacao dos ventriculos e atrios. As amostras foram imersas em Tissue-Tek e
congeladas em N3 liquido. Foram obtidos cortes ao criostato, de 4 um, que apds
fixagdo em formaldeido a 10% foram coradas pela técnica da hematoxilina eosina
(HE), para a avaliagao de parametros parasitolégicos e inflamatdrios. A avaliagao
por histomorfometria foi feita através da realizacdo de microfotografias obtidas em
sistema de analise de imagem (IMAGEPRO PLUS 5.0 da Media Cybernetics,
USA). Imagens digitalizadas, de alta qualidade (2048 x 1536 pixels buffer) foram
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obtidas (10 imagens/animal) utilizando a lente objetiva de 40x. Para a contagem
dos focos inflamatdrios, considerados como presenca de > 10 células de infiltrado
inflamatério/campo. Para a contagem do numero de ninhos de amastigotas e
numero de parasitas por ninho, foram capturadas imagens de areas contendo
ninhos, de forma aleatdria. A quantificacdo foi feita apds analise de todos os
campos microscopicos de 2 a 3 cortes de tecidos em 4 animais por ponto, pelo

menos 400 campos/ponto (1 campo = 0,196 mm?).

3.3.5 — Imunohistoquimica — Deteccdo de células TCD4", TCD8" e antigenos
da formas amastigota de T. cruzi

Os coragdes extraidos dos camundongos BALB/c foram impregnados com
Tissue-Tek e congelados foram também utilizados para a detecgao de células T
CD4" e CD8". As seccdes de 4 um foram colocadas em lamina contendo fina
camada de poli-L-lisina para melhor ades&o. Os cortes foram fixados com acetona
gelada durante 15 minutos e posteriormente lavados em PBS (tampao fosfato
salino) (pH-7,6). A peroxidase enddgena foi inibida com H>O2 3% em metanol
durante 15 minutos, e o bloqueio das ligagdes inespecificas com no tecido foi feito
com PBS-BSA 10% e leite Molico desnatado 8% durante 1 hora. Os anticorpos
primarios anti-TCD4" e anti-TCD8" de camundongo foram diluidos (1:100) em
PBS+BSA 3%, e soro normal de cabra 1% e foram adicionados ao tecido
overnight em camara umida a 4°C. O anticorpo secundario (anti-rato biotinilado) foi
diluido (1:50) em PBS+BSA1% e a incubagcdo com esse anticorpo foi de 1hora.
Apés esta etapa foi adicionado o complexo streptavidina-peroxidase (1:30) durante
30 minutos e posteriormente foi utilizada a diaminobenzidina (DAB) (durante ~5
minutos a temperatura ambiente para a revelagdo. Finalmente o tecido foi
contracorado com hematoxilina de Mayer. Os controles negativos das reagdes
foram realizados incubando-se os cortes com soro ndo imune de rato 1%. Para a
detecgao do antigeno de amastigotas foi utilizado o mesmo método que para as
células T CD4" e CD8", e o anticorpo primario anti-amastigota (a-ASP-2) de
camundongo foi diluido (1:10) em PBS+BSA 3%, leite molico 2%, soro normal de

cabra 1% e soro normal de camundongo 1%.

Pagina | - 34 -



Victor Barbosa Saraiva
Tese de Doutorado

3.3.6 - Coleta e marcacéo de células inflamatdrias para citometria de fluxo

Para o isolamento de leucdcitos infiltrantes, os coracbes de 8 animais
infectados foram coletados no 15° dia apds infecgéo, cortados em fragmentos de 1
a 2 mm em PBS a 4°C e passados por diversos ciclos de lavagem para evitar
qualquer contaminagao por células do sangue. Os fragmentos foram submetidos a
cinco ciclos de digestdo enzimatica de 20 minutos em banho-maria a 37°C em
solucao de 0,2% de colagenase tipo IV () em meio RPMI. As células liberadas na
suspensao foram centrifugadas 1000g por 10 minutos e transferidas para meio
RPMI a 4°C suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e lavadas com RPMI
2x. ApoOs esta etapa as células foram incubadas com 5% de soro de carneiro
inativado (5% em RPMI) por 15 minutos, no gelo, para bloqueio de receptores
para a porgao Fc de imunoglobulinas G (FcyR). Para a marcagao de superficie as
células foram lavadas em meio RPMI com 10% SFB seguida de incubacado. Os
anticorpos monoclonais, previamente titulados, foram adicionados e foi feita a
incubagao no gelo por 30 minutos (Dos Santos, 2001). Todas as amostras foram
lavadas em meio com 10% de SFB e fixadas em PBS contendo 2% de
paraformaldeido. Apds a marcacao extra-celular, as células foram adquiridas em
um citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton e Dieckson) num total de 10.000
eventos, e as analises feitas em regides morfoldégicas especificas, definidas
através da marcacgao fenotipica desejada para os linfocitos T (CD3). Os dados
foram analisados no programa WinMDI versao # 2.8. Para esses experimentos os
seguintes anticorpos foram utilizados: Anti-CD8 (APC) - 1: 200, Anti-CD4 (PerCP)
- 1:200, Anti-CD3 (PE) - 1:100, Anti CD62L (FITC) - 1:100), Anti LFA-1(FITC-
1:100) e Anti-CD2 (FITC-1:100).

3.3.7 - Bioguimica sérica

A dosagem da atividade sérica da enzima creatina quinase (CK) isotipo
cardiaco (CK-MB) foi utilizada como indicativo da destruicdo de fibras
cardiacas (de Souza et al., 2000). A enzima catalisa a fosforilagdo da creatina

gerando fosfocreatina e ADP além de outros produtos finais como D-ribose-5-
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fosfato, CO,, e NADPH. O aumento dos niveis de NADPH pode ser
determinado fotometricamente e é diretamente proporcional a atividade da
enzima. As leituras foram feitas com 5 pl de plasma dos animais normais,
infectados e submetidos ou ndo ao tratamento com benzonidazol ou miltefosina
coletados no 15° dia apds infecgdo, mais 125 pl do reagente de trabalho (CK-
MB) fornecido pelo fabricante (Merck Labs). As amostras foram mantidas por 4
minutos a temperatura ambiente e em seguida foram feitas 7 leituras
sucessivas com intervalo de 1 minuto em espectofotdbmetro de placa a 340 nm
(Molecular Device — VERSAmax microplate reader). Estes valores de
absorbancia referentes a leitura de NADPH foram expressos como diferencgas

de leitura a cada minuto (DeltaE/min) (de Souza et al., 2000).

3.4 — Anélise estatistica dos dados

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo. Cada dado
experimental (n) corresponde aos resultados obtidos a partir de diferentes
preparagcbes enriquecidas de membrana ou diferentes grupos experimentais de
camundongos BALB/c. As médias foram comparadas por analise de variancia
(one-way ANOVA), levando em conta o tratamento dos grupos experimentais. O
tamanho das diferencas foi avaliado utilizando os varios testes comparativos de
Bonferroni. Um valor de P menor que 0,05 foi considerado significativo. As
analises foram realizadas usando o Programa para Windows, GraphPad Prism
versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA)
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4. RESULTADOS

4.1 Possiveis mecanismos de acdo da miltefosina: estudos in vitro

Os principais objetivos desse capitulo foram caracterizar a atividade da
adenosina trifosfatase ativada por sédio do T. cruzi, verificar a acdo da miltefosina
nas atividades Na’-ATPase e PKC, e verificar se existe alguma relagéo
interligando as atividades da Na’-ATPase e PKC no parasita. Em estudos
preliminares ja haviamos demonstrado que a Na'-ATPase do parasito era um alvo
para a agao da miltefosina, uma vez que a droga foi capaz de inibir a enzima de
forma dose-dependente, e de maneira, aparentemente, reversivel. Porém, tanto o
mecanismo de inibicdo quanto a real importancia da inibicdo da Na*-ATPase para
o crescimento e manutencao da viabilidade celular do T. cruzi ainda permanecem

desconhecidos.

4.1.1 Papel da Na*-ATPase no crescimento do T. cruzi

Até o momento duas bombas transportadoras de sddio foram descritas no
T. cruzi: a (Na"™+K") ATPase sensivel a ouabaina (Caruso-Neves et al., 1998) e a
Na+-ATPase insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida (Caruso-Neves et al.,
1999). Embora tenha sido demonstrado que as diferentes isoformas de (Na*+K")
ATPase apresentam também diferentes sensibilidades para a ouabaina (Blanco e
Mercer, 1998), sabe-se que 1mM da droga é suficiente para inibir completamente
todas as isoformas desta enzima. Por esse motivo todos os experimentos a seguir
foram realizados na presengca de 1mM de ouabaina para descartar qualquer
contribuicdo da (Na'+K') ATPase nas medidas das atividades ATPasicas
estimuladas por sodio.

Nos estudos realizados no presente trabalho, foi observado que uma fragéo
enriquecida de membrana plasmatica (FM) obtida por centrifugagao diferencial
apos lise mecanica de epimastigotas concentrou em 4x a atividade estimulada por
sédio (15.942.1 nmol Pi mg"' min™) quando comparada com a atividade
observada no homogenato inicial (3.8+0.98 nmol Pi mg™' min™"). A atividade

verificada na fragéo citosdlica remanescente foi praticamente nula (0.29+0.15 nmol
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Pi mg™" min™"), corroborando com os dados da literatura de que a Na*-ATPase
encontra-se predominantemente associada a membrana plasmatica do parasito.
Com o objetivo de melhor caracterizar a Na*-ATPase do T. cruzi, as FM de
epimastigotas foram ensaiadas em diferentes condigdes de pH, na auséncia ou
presenca de Ca’™" e furosemida, e os resultados est&o apresentados na Figura 7.
A atividade Na*-ATPase dependente de pH revela uma curva tipica com um
pH o6timo de 7,0 (Figura 7A), e essa atividade enzimatica € maior em meio acido
do que em meio alcalino, o que pode representar uma importante adaptacado da
enzima ao ciclo de vida do parasito. Como observado em células de animais
vertebrados (Marin et al., 1985; Caruso-Neves et al., 2002), a atividade Na'-
ATPase insensivel a ouabaina de formas epimastigotas é ativada por Ca™ uma
vez que a atividade dessa enzima é inibida em aproximadamente 33% quando o
Ca"™ é removido por meio da adigdo de 1mM de EGTA (Figura 7B). Além disso,
como ja observado anteriormente com a atividade ensaiada em homogenato total
do clone CL14 do T. cruzi epimastigota (Caruso-Neves et al., 1999), a atividade
Na+-ATPase insensivel a ouabaina foi completamente inibida por 2mM de
furosemida (Figura 7C). Estes resultados sugerem que a Na*-ATPase insensivel a
ouabaina pode ser uma excelente ferramenta para identificar a presenca e o papel
das Na'-ATPases insensiveis a ouabaina em diferentes microorganismos,

inclusive o T. cruzi.
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Figura 7. Caracterizagio da atividade Na*-ATPase de formas epimastigotas do T.
cruzi. A atividade Na’-ATPase em uma fragdo enriquecida de membrana de
epimastigotas foi medida em diferentes pHs (A) e na auséncia (-) ou presencga (+)
de 0,2 mM Ca™™ (B), ou 2 mM furosemida (C). Os valores representam a média +
desvio padrao de trés experimentos independentes. * Estatisticamente diferente
dos controles (P <0,05).
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Com o objetivo de estudar o possivel papel da Na*-ATPase na proliferacéo
do Trypanosoma cruzi, formas epimastigotas foram cultivadas com concentragdes
crescentes de furosemida (0,5, 2,0 e 5 mM) (Figura 8). Pode-se observar que a
furosemida inibe a proliferagdo das formas epiomastigotas de maneira dose-
dependente. A adicdo de 2 mM de furosemida promoveu uma inibicdo do
crescimento do parasito de 25% ja no primeiro dia de cultura sendo essa inibigao
aumentada para mais de 80% apos 5 dias. Estes resultados indicam que a
atividade Na’-ATPase desdempenha um papel importante no crescimento do

parasito e pode ser uma alvo para drogas tripanocidas como a miltefosina.

‘ Controle
~ 14 Q Furosemida 0.5mM
o
A Furosemida 2mM
12 1 /\ Furosemida 5mM

=N
o
1

Parasitos.mL™(x10
o]

0 1 2 3 4 5
Dias de crescimento

Figura 8. Importdncia da Na’-ATPase para o crescimento do T. cruzi.
Epimastigotas foram cultivados na auséncia (controle) ou presenga de
concentragdes crescentes de furosemida (0,5, 2,0 e 5 mM). O numero de
parasitos viaveis em cada cultura foi determinado por contagem direta durante 5
dias, cada ponto experimental corresponde a média + desvio padrdo para

triplicatas de trés experimentos independentes.
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4.1.2 Modulac&o da Na'-ATPase pela miltefosina

No préximo grupo experimental, que teve como objetivo estudar o efeito da
miltefosina sobre a atividade Na’-ATPase, foi observado que o aumento na
concentragdo da miltefosina de 0,0003 a 0,3 mg mL™" causou uma inibicdo da
atividade enzimatica de forma dose-dependente, com o efeito maximo observado
em 0,03 mg mL" no caso da Na*-ATPase da FM de epimastigotas (Figura 9). A
concentragdo da miltefosina que promoveu a inibicdo em 50% da atividade da
Na’-ATPase do parasita (IC50), calculada através dos dados experimentais com a
equacdo V=Vma[S)/Kos+[S], foi de 0,018 + 0,006 mg mL"'. De maneira
comparativa, foram realizados experimentos para investigar se a miltefosina
também era capaz de modular a Na’-ATPase insensivel a ouabaina de células de
mamiferos. Para testar a modulagcdo da atividade enzimatica de células de
mamiferos foi utilizada uma membrana basolateral isolada (MBL) de células de
tubulo proximal renal de porco, local onde a Na*-ATPase insensivel a ouabaina é
melhor caracterizada (Caruso-Neves et al., 2002). Ao contrario do observado para
a Na+-ATPase do T. cruzi em que concentragdes relativamente baixas de
miltefosina (0.0003-0.03 mg mL™) ja promoveu pronunciada inibigado, uma inibicdo
dose-dependente da Na'-ATPase da MBL s6 comeca a ser observada a partir de
concentragdes = 0.03 mg mL™" de miltefosina, condicdo em que a atividade
enzimatica em T. cruzi esta completamente inibida (Figura 9).

Como previamente demonstrado, um aumento na concentragdo de Na* de
2 a 120 mM aumentou a atividade Na*-ATPase de forma dose-dependente. A
concentracdo de Na® que promoveu 50% da estimulacdo maxima (Kos) da
atividade ATPase foi 13,7 £+ 1,7 mM e a velocidade maxima (Vmax) foi 17,4 + 0,6
nmol mg'1 min™'. A adicdo de miltefosina aumentou a Kqs para 28,5 + 5,3 mM e

diminuiu a Vmax para 7,6 + 0,5 nmol mg™ min™ (Saraiva, 2004)
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Figura 9. Efeitos da miltefosina sobre a atividade Na'-ATPase. Atividade Na®-
ATPase na fragdo de membrana basolateral de células de tubulo proximal renal
(13,7 + 3,01 nmol Pi x mg’' x min™) (triangulos) e da fracdo enriquecida de
membrana de formas epimastigotas do T. cruzi (12,5 + 0,53 nmol Pi x mg™” x min™")
(circulos), na auséncia (simbolo aberto) ou presenca (simbolos fechados) de
quantidades crescentes de miltefosina (MLT). Os valores representam a média *

desvio padrao de cinco experimentos independentes.
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Foi demonstrado que o efeito inibitério da miltefosina sobre a Na*-ATPase

€ completamente revertido, quando o meio reacional é diluido, e a concentragao
da droga é mantida a 0,015 mg ml™". Esse resultado sugeriu que a droga esta
fracamente associada a enzima e que seu efeito inibitério é totalmente reversivel
(Saraiva 2004). Apos essa verificacdo fomos observados os efeitos de baixa
concentragdo de detergente na atividade da Na*-ATPase de T. cruzi e na inibigéo
causada pela miltefosina Para isso, a FM foi pré-incubada na auséncia ou
presenca de 0,1% de deoxicolato de sddio (DOC) durante 30 minutos e a atividade
Na’-ATPase foi medida na presenca ou na auséncia de 0,015 mg ml" de
miltefosina (Figura 10A). Quando a atividade Na*-ATPase foi medida utilizando-se
FM pré-incubadas com 0,1% DOC, o efeito inibitério de 0,015 mg"' mL de
miltefosina ndo foi observado. Além disso, observou-se que 0,1% DOC nao alterou
a atividade da Na’-ATPase da FM, o que sugere que provavelmente ndo houve a
formacao de micelas ja que a concentragdo micelar critica do DOC €& de 3.1mM
(Kato et al., 1997) e a que foi utilizada nos ensaios foi de aproximadamente 2.3
mM (0.1% de DOC). Como observado anteriormente, a Na*-ATPase de T. cruzi
apresenta um pH 6timo de 7 e tem essa atividade pouco afetada quando o pH é
diminuido até 6 (Figura 7A), o contrario do observado quando o pH é ajustado
para uma condicao mais alcalina. Com o intuito de compara a agcao da miltefosina
sobre a Na+-ATPase nessas diferentes condicoes de pH, a enzima foi ensaiada
nos pHs 6, 7 e 8 na presenca de quantidade da droga capaz de inibir
aproximadamente 50% da atividade da enzima em pH 7 e os resultados foram
apresentados na Figura 10B. Pode-se observar que tanto em pH acido (6) quanto
em pH alcalino (8) houve uma drastica queda na capacidade inibitéria da
miltefosina sobre a atividade da enzima. De maneira semelhante, essa capacidade
de inibicao foi também significativamente reduzida quando 0,2 mM de CaCl;

(correspondendo a 130 mM de Ca™ livre) era incluido na reagéo (Figura 10C)
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Figura 10 Atividade Na'-ATPase de epimastigotas dependente de detergente, pH e Ca™".
Atividade Na+-ATPase 12,5 + 0,53 nmol Pi x mg” x min™. (A) As fragdes de membrana
foram pré-incubados na auséncia (barra fechada) ou presenca (barra aberta) de 0,1% (w /
v) de deoxicolato de sodio durante 30 minutos a 28°C antes da medig&o da atividade Na™-
ATPase na auséncia (-) ou na presenga (+) de 0,015 mg mI"' de miltefosina (MLT) . (B) A
percentagem de inibigdo da atividade Na’-ATPase de epimastigotes por 0,015 mg mL" de
miltefosina foi comparada em pH 6, 7 e 8. (C) Os efeitos da miltefosina sobre a inibigdo da
atividade Na*-ATPase foi estimada em pH 7 como em (B), mas na auséncia (-) ou presenga
(+) de Ca™. Os valores s&o a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. *
Estatisticamente diferente dos controles, na auséncia de DOC (A), pH 7 (B) Ca™ (C) (P
<0,05).
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4.1.3 Verificacdo da atividade da PKC e sua possivel modulacéo pela
miltefosina e interferéncia na atividade Na’-ATPase

Conforme discutido anteriormente, a PKC parece desempenhar um papel
crucial no crescimento do parasita (Einicker-Lamas et al., 2000). Em células de
mamiferos esta enzima é estimulada por 12-meristato 13-acetato forbol éster
(PMA) e inibida por calfostina C e é responsavel pela modulagdo da Na'-ATPase
(Rangel et al.,, 2001). No T. cruzi os mecanismos envolvidos na modulacdo da
PKC e sua participacdo nos processos de sinalizagdo ainda precisam ser mais
estudados (Malaquias e Oliveira 1999). A presenga da PKC na FM do T. cruzi foi
detectada por immunoblotting utilizando um anticorpo policlonal PKC consenso
(Figura 11A). O immunoblotting para PKC revelou uma banda de cerca de 80 kDa,
0 que corresponde ao peso molecular desejado para a PKC majoritaria do T. cruzi
(Gomez et al., 1999). A MBL de células de tubulo proximal renal foi utilizada como
controle positivo para a ligacdo do anticorpo. A atividade da PKC foi medida
através da utilizacdo de histona como substrato, e foi observada uma atividade
PKC basal (sensivel a calfostina C) correspondente a 11,2 + 1,1 pmol P-histonas
mg'1 que foi estimulada cerca de 3 vezes pelo PMA, (32,2 + 8,0 pmol P-histonas
mg™). Estes resultados demonstraram que existe uma atividade constitutiva e
funcional de PKC na fragcao enriquecida de membrana plasmatica de T. cruzi que
é estimulada por PMA. A inclusdo de apenas 0.0015 mg mL™ de miltefosina foi
capaz de inibir em torno de 70% a atividade basal da PKC, efeito que n&o foi
revertido na presenca de PMA (Figura 11B).

Apesar da demonstragdo da expressdo da Na'-ATPase localizada na
membrana plasmatica e o seu possivel papel no T. cruzi, pouco se sabe sobre a
sua modulagao (lizumi et al., 2006). A Figura 11C mostra que o PMA, um ativador
da PKC (Figura 11B), inibiu em 70% a atividade enzimatica Na'-ATPase e este
efeito foi totalmente abolido pela calfostina C, um inibidor especifico dessa
enzima. Além disso, observou-se que o efeito inibitério do PMA e da miltefosina
em conjunto foi semelhante e n&o-aditivo ao efeito observado s6 com o PMA, e o

efeito inibitério da miltefosina n&o foi revertido pela calfostina C.
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Figura 11. Deteccdo da PKC nas fragbes enriquecidas de membrana de

epimastigotas e modulacdo das atividades PKC e Na'-ATPase pela miltefosina

(MLT). (A) Detecgao por immunoblotting da PKC de membrana basolateral (MBL)

de tubulos proximais (controle 30 ug) e fracbes enriquecidas de membrana de

formas epimastigotas de T. cruzi. (B) Atividade basal da PKC de membranas de T.

cruzi medida na auséncia (-) ou presenga (+) de forbol ester (PMA) e / ou
miltefosina (MLT). (C) Papel da PKC na ativagdo da atividade Na’-ATPase foi

estimada por medigbes na auséncia (-) ou presencga (+) do PMA, Calfostina C (Calf

C), e / ou MLT. Os valores sdo a média + desvio padrao de cinco experimentos

independentes. * Estatisticamente diferente do controle (P <0,05)
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4.2 Efeitos da miltefosina no tratamento de camundongos BALB/c em fase
aguda da infeccéo pelo T. cruzi cepa Y.

Estudos anteriores Croft e colaboradores (1996) e Saraiva e colaboradores
(2002) demonstraram resultados comparativos sobre a eficacia da administragéao
oral da miltefosina em camundongos BALB/c infectados com o T. cruzi na fase
aguda da doenga. Enquanto o primeiro grupo argumentou que a droga nao era
eficaz no tratamento, o segundo grupo demonstrou que a miltefosina apresentava
efeitos muito semelhantes a droga de escolha para o tratamento da doenca de
Chagas, o benzonidazol, com uma eficaz redugao da parasitemia e mortalidade
dos camundongos tratados. Andlises preliminares também demonstraram essa
eficacia em modelo experimental agudo utilizando camundongos nao isogénicos
Swiss (Saraiva, 2004), onde foi demonstrado que nesse modelo miltefosina
promovia, além da reducdo da parasitemia e mortalidade dos animais, uma
drastica reducédo da inflamagédo do coragédo e figado, e auséncia de ninhos de
amastigotas no coragao.

Apesar dos seus efeitos tripanocidas e de nao ser toxico para macrofagos
em cultura, foi observado que o benzonidazol ao contrario da miltefosina (Saraiva
et al., 2002), causa uma inibigdo na producao de nitrito e TNF-a além de outras
citocinas pré e antiinflamatdérias como IL-6, IL10 e a produgéo de IL-1ginduzida por
LPS (Revelli et al., 1999). Entertanto varios estudos utilizando diferentes modelos
experimentais murino € mesmo em pacientes tem mostrado que o benzonidazol
sinergiza com a resposta imune do hospedeiro induzindo maior resisténcia a
infeccao pelo parasito (Michailowsky et al., 1998; Murta et al., 1999; Bahia-Oliveira
et al.,, 2000; Romanha et al., 2002;) e reduzindo o dano produzido no tecido
cardiaco (Garcia et al., 2005).

Visto que tanto o benzonidazol quanto a miltefosina apresentam uma
eficacia comparavel no tratamento experimental de um modelo agudo da infec¢ao
pelo T. cruzi em camundongos, mas o benzonidazol, ao contrario da miltefosina
pode alterar o balanco entre os mediadores pré e antiinflamatérios com

importantes consequéncias para o curso da infeccdo, uma série de experimentos
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foram realizados comparando os efeitos do tratamento de camundongos BALB/c
na fase aguda da infecgéo pelo T. cruzi.

O objetivo principal nesse capitulo foi avaliar a eficacia da miltefosina em
comparacao ao benzonidazol com relacdo a: parasitemia, dano cardiaco através
da dosagem plasmatica da CK-MB, histopatologia, imuhistoquimica e citometria de
fluxo de células isoladas do coragdo, com o intuito de caracterizar os principais
tipos celulares do infiltrado inflamatério, causado pela infeccdo, e analisar

possiveis efeitos imunomodulatérios.

4.2.1 Efeitos da miltefosina e do benzonidazol na parasitemia de
camundongos BALB/c infectados com a cepa Y do T.cruzi.

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais sendo um grupo
mantido sem infecgdo e outros trés grupos infectados com 10° tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi (mantidos como descrito no item 3.2.1.2 dos materiais e
métodos) da cepa Y por via intraperitonial. Destes trés grupos de animais
infectados, um grupo foi tratado com solugédo salina enquanto os outros dois
grupos foram tratados oralmente com 25mg. mL™" de miltefosina ou 100mg. mL"
' de benzonidazol diariamente durante 15 dias sendo o tratamento iniciado 3 h
apos a infeccéo.

Como pode ser observado na Figura 12, tanto o benzonidazol quanto a
miltefosina  reduziram  significativamente a parasitemia durante o

estabelecimento da fase aguda da infecgéo.
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Figura 12. Parasitemia de camundongos BALB/c infectados com T. cruzi.
Camundongos BALB/c foram infectados intraperitonealmente com 10°
tripomastigotas sanguineos da cepa Y. e separados em 3 grupos de 8
camundongos cada, onde um grupo nao foi tratado (m) e os outros dois foram
tratados por via oral 3 h apds a infecgdo durante 15 dias com 100 mg.Kg™' de
benzonidazol (A) ou 25 mg.Kg™" de miltefosina (O). Como indicado na figura, o
numero de parasitos no sangue foi determinado por contagens diretas nos dias 7,
8,9 10 e 11 apods a infecgdo. Os dados correspondem a média + desvio padrao de

dois experimentos independentes com 8 camundongos cada grupo experimental.
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4.2.2 Avaliacdo histopatologica do tecido cardiaco de camundongos BALB/c
infectados com T. cruzi cepa Y e tratados com benzonidazol ou miltefosina.
Com o objetivo de avaliar o efeito da miltefosina contra os processos
patoldgicos de fase aguda, a area de infiltrado inflamatorio e o niumero de ninhos
de amastigotas do tecido cardiaco foram quantificados comparando animais
tratados e nao tratados. Os camundongos BALB/c ndo tratados e tratados com
benzonidazo e ou miltefosina, foram sacrificados e o coragédo foi congelado,
cortado em criostato em cortes de 4um que foram montados em laminas e
corados com por HE. Os animais sem infeccdo, como esperado, néo
apresentaram células inflamatérias no tecido cardiaco ou qualquer alteracéo
aparente na organizacdo do tecido (Figura 13A4). O coragdo dos animais
infectados nao tratados apresentou infiltrados inflamatérios difusos como indicado
pela seta na Figura 13 A,. O numero de células em infiltrados inflamatérios no
tecido cardiaco dos animais tratados com benzonidazol (Figura 13As) ou
miltefosina (Figura 13A4) foi significativamente menor que os observados nos
camundongos infectados e nao tratados (Figura 13A;). Esses dados foram
confirmados através de analise estatistica comparativa entre os animais infectados
nao tratados e os tratados com benzonidazol ou miltefosina (Figura 13B). A
avaliagao do numero de ninhos de amastigotas dos coragdes dos animais tratados
e nao tratados foi feita em proporcédo de ninhos/campo (Figura 14A). Apds a
andlise dos resultados, foi observada a presenca de aproximadamente 0.13
ninhos/campo nos animais infectados e nao tratados (indicado pela seta na figura
14A) e a auséncia de ninhos tanto nos animais tratados com miltefosina quanto

nos tratados com benzonidazol (Figura 14B).
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Figura 13. Infiltracdo inflamatdria cardiaca e numero de ninhos de amastigotas.
Camundongos BALB/c de grupos normais, infectados e ndo tratados e tratados ou
nao com benzonidazol ou miltefosina foram sacrificados e tiveram o coragao
extraido e seccionado para analise histologica (HE). (A) Microscopia optica
(Objetiva de 40x) e (B) quantificagdao de células de infiltrados inflamatérios por
campo no tecido cardiaco de camundongos BALB/c apés 15 dias de infecgao pelo
T. cruzi cepa Y. Benzonidazol (BZ), miltefosina (MLT). Os dados correspondem a
média + desvio padrdo de dois experimentos independentes com 8 camundongos
cada grupo experimental. * Estatisticamente diferente dos grupos infectados nao
tratados (P <0,05)
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Figura 14. Niumero de ninhos de amastigotas. Camundongos BALB/c de grupos
normais, infectados e nado tratados e tratados ou ndo com benzonidazol ou
miltefosina foram sacrificados e tiveram o coragédo extraido e seccionado para
analise histolégica (HE). (A) Microscopia optica (Objetiva de 40x) e (B)
quantificagdo dos ninhos de amastigotas encontrados no tecido cardiaco dos
animais infectados apos 15 dias. Benzonidazol (BZ), miltefosina (MLT). Os dados
correspondem a média + desvio padrao de dois experimentos independentes com
8 camundongos cada grupo experimental. * Estatisticamente diferente dos grupos

infectados nao tratados (P <0,05).
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4.2.3 Verificacdo da presenca de antigenos de amastigotas no tecido
cardiaco

A presenca do parasito € fundamental no processo de injuria tecidual
durante o curso da infeccdo aguda da doenga de Chagas (Dos Reis et al., 2005).
A comparagédo de bidpsias endomiocardicas entre pacientes em fase aguda ou
fase crénica da doenga de Chagas, demonstrou que em fase aguda 100% desses
pacientes apresentam miocardite e 58% antigenos do T. cruzi, enquanto que em
pacientes na fase crénica esses valores foram reduzidos para 45% de miocardite
e 0% de antigenos do T. cruzi (Higuchi et al., 2003). Com a finalidade de verificar
com maior precisdo a presenca do parasito no coracdo dos animais tratados ou
nao com benzonidazol e miltefosina, realizaram a imunohistoquimica do tecido
cardiaco desses animais para a deteccao de antigeno do parasita utilizando um
anticorpo contra antigenos de amastigotas (Figura 15). Na figura 15A4 foi
observado o tecido cardiaco dos animais normais e na Figura 15A,, indicado pela
seta, a marcagao do antigeno das formas amastigotas. Os resultados mostram a
diminuicdo significativa da marcagdo de antigeno de amastigota no tecido
cardiaco dos animais tratados com benzonidazol (Figura 15 A3) ou miltefosina
(15A4). Esses dados foram quantificados e demonstrados respectivamente na
Figura 15B.
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Figura 15. Quantificacdo da % de antigenos do T.cruzi do tecido cardiaco.
Camundongos BALB/c de grupos normais, infectados e ndo tratados e tratados ou
nao com benzonidazol ou miltefosina foram sacrificados e tiveram o coragao
extraido e seccionado para analise imunohistoquimica. (A) Microscopia 6ptica,
deteccado do antigeno de amastigotas (Objetiva de 40x), realizada através de
imunohistoquimica como descrito nos materiais e métodos (item 3.3.6.1), (B)
quantificagcdo da porcentagem de antigenos de amastigotas. Os dados
correspondem a média * desvio padrao de dois experimentos independentes com
8 camundongos cada grupo experimental. * Estatisticamente diferente dos
controles (P <0,05).
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4.2.4 Quantificacdo das células TCD4" e TCDS8" do infiltrado inflamatoério
cardiaco
Na doenca de Chagas a injuria tecidual esta relacionada a presenca do

parasita e consequentemente ao processo inflamatério por ele desencadeado
(Higushi et al., 2003). O infiltrado inflamatdrio possui na sua formac&o células
mononucleares e principalmente linfocitos TCD4" e TCD8", pois a ativagdo e
diferenciacdo dessas células inflamatdrias sdo necessarias para o controle da
infeccao pelo T. cruzi (Dos Reis, et al., 2005).

Durante a infecgao pelo T. cruzi foi demonstrado que ha um aumento do
numero de células TCD4", em paralelo com o aumento do numero de células
TCD8" na fase aguda, mas n&o na fase cronica (Higushi et al.,2003). Na fase
cronica, pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentam um predominio das
células TCD8". Com o objetivo de verificar a presenca de células TCD4" e TCD8"
infiltrantes no coragdo dos camundongos BALB/c infectados, e ndo tratados ou
infectados e tratados com benzonidazol ou miltefosina, estes foram seccionados e
incubados com anticorpos anti-CD4" ou anti-CD8", sendo os resultados
apresentados nas Figuras 16 e 17. Nesses ensaios experimentais observamos
uma diminuigdo significativa tanto de células TCD4" (Figura 16A) quanto de
células TCD8" (Figura 17A) nos animais tratados com benzonidazol (Figura 16As3
e17A3) ou tratados com miltefosina (Figura 16A4 e 17A4) em comparagdo aos
animais infectados e sem tratamento (Figura 16A, e 17A;). A quantificacdo das
células CD4" e CD8" dos diferentes grupos experimentais esta representada

respectivamente nas Figuras 16B e 17B.
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Figura 16. Avaliacdo de células TCD4" do infiltrado inflamatério cardiaco de
camundongos BALB/c. Foram usados grupos de camundongos normais,
infectados ndo tratados e infectados e tratados ou ndo com benzonidazol ou
miltefosina durante 15 dias e posteriormente sacrificados para a coleta do
coragdo. (A) Microscopia Optica, detecgdo de células TCD4" (Objetiva de 40x),
realizada através de imunohistoquimica como descrito nos materiais e métodos
(item 3.3.6.1) e (B) quantificagdo das células TCD4". Os dados correspondem a
média + desvio padrdo de dois experimentos independentes com 8 camundongos

cada grupo experimental.* Estatisticamente diferente dos controles (P <0,05).
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Figura 17. Avaliacdo de células TCD8" do infiltrado inflamatério cardiaco de
camundongos BALB/c. Foram usados grupos de camundongos normais,
infectados ndo tratados e infectados e tratados ou ndo com benzonidazol ou
miltefosina durante 15 dias e posteriormente sacrificados para a coleta do
coragdo. (A) Microscopia 6ptica, detecgdo de células TCD4" (Objetiva de 40x),
realizada através de imunohistoquimica como descrito nos materiais e métodos
(item 3.3.6.1) e (B) quantificacdo das células TCD8". Os dados correspondem a
meédia = desvio padrao de dois experimentos independentes com 8 camundongos

cada grupo experimental.* Estatisticamente diferente dos controles (P <0,05).
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4.2.5 Analise parcial do fenétipo de células TCD4" e TCD8" do bago e do

infiltrado inflamatério do tecido cardiaco de camundondos BALB/c
infectados e tratados ou ndo com benzonidazol ou miltefosina

A infeccdo experimental com o T. cruzi, induz profundas alteracbes em
populagdes de células imunes e orgaos linféides (Leite de Moraes et al., 1992).
Essas alteragdes incluem esplenomegalia, atrofia timica, e ativagao policlonal de
ambas as células T e células B associadas com hipergamaglobulinemia (Minoprio
et al. 1986). Infiltrados celulares inflamatérios foram observados em muitos
tecidos, incluindo o coragao (Santos et al., 2001), es6fago e colon (Sun e Tarleton,
1993) em modelo humano e murino (Henriques-Pons et al.2005).

O recrutamento e a migragado de células imunitarias em diregdo aos sitios
inflamatérios dos tecidos alvo € um processo que depende da natureza e do
estado de ativagao das células inflamatérias e € coordenado por receptores que
reconhecem um mosaico de citocinas pré-inflamataorias, quimiocinas, moléculas de
adesao e componentes da matriz extracelular (Santos et al., 2001). Em doencas
infecciosas, a instauracdo de processos inflamatdrios é crucial para a eliminagao
do agente infeccioso e para a resolugao da infecgao nos tecidos alvo.

Com o objetivo de verificar uma possivel alteracdo dos fenodtipos das
células TCD4" e TCD8" pela acdo do benzonidazol e da miltefosina durante o
curso do processo inflamatério, migracao e ativagao das células T, provocado pela
presenca do T. cruzi no tecido cardiaco, foi feita uma analise da expressao de
moléculas envolvidas no processo migratério e de ativagcdo das células T
(respectivamente CD62L, LFA-1 e CD2) do coragdo e bago de camundongos
BALB/c infectados com o T.cruzi tratados ou ndo com benzonidazol ou miltefosina.

Foram observados percentuais altos de células CD4 e CD8 expressando a
selectina CD62L no bago, tanto no grupo nao tratado como nos grupos tratados
(70-100% de células T CD62L+) (Figura 18A). No coracdo entretanto, houve uma
modulacdo negativa da molécula e encontramos menos de 10% das células T
expressando CD62L no grupo nédo tratado (Figura 18B), assim como observado
por outros autores (Lannes-Vieira 2003; Martin e Tarleton 2005). Ja nos grupos

tratados houve um aumento no percentual de células CD62L+, chegando a até
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50% das células T. E importante ressaltar, entretanto, que a freqiiéncia da

molécula por célula continuava baixa, ou seja, ha mais células expressando o

marcador, mas o numero de moléculas por célula era equivalente ao grupo nao
tratado (dado ndo mostrado).

Com relacéo a integrina LFA-1 nas células T de baco, foram observados de
60 a 100% de células positivas (Figura 18C), assim como altos niveis de células T
cardiacas expressando a molécula no grupo infectado n&o tratado (Figura 18D).
Contudo, houve uma modulagdo negativa na expressao da molécula em células
TCD8" no grupo tratado com benzonidazol e ambas subpopulacdes de célula T
modularam negativamente a expressédo da molécula no grupo tratado com
miltefosina (Figura 18D).

O co-receptor CD2 também é uma molécula importante para a fungao de
células T e foram observados grandes modulagdes na sua expressao nas células
de baco, variando de 70 a 100% das células CD2+ (Figura 18E) De forma
interessante, houve uma grande redugdo no percentual de células T cardiacas
expressando CD2*, com menos de 20% no coragdo dos animais tratados com
miltefosina (Figura 18F). No seu conjunto os resultados sugerem que além dos
efeitos toxicos diretos sobre o parasita estas drogas induzem efeitos
imunomodulatérios que podem ajudar a reduzir os danos inflamatdrios causados

durante a infecgdo aguda pelo T. cruzi.
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Figura 18. Fendtipo parcial de células TCD4" e TCD8" do infiltrado inflamatério do
tecido cardiaco e do tecido esplénico de camundondos BALB/c. Apos 15 dias de
infeccdo os animais foram sacrificados e tiveram coragéo e bago coletados para a
analise por citometria de fluxo, como descrito nos materiais e métodos (item
3.3.7). Foi avaliado o percentual de células T CD4+ e CD8+ expressando as
moléculas CD62L, LFA-1 e CD2 do bacgo (respectivamente A, C, E) e do coragéo
(respectivamente B, D, F) dos animais infectados nao tratados (infectados) e
infectados tratados com benzonidazol (BZ) e miltefosina (MLT). Resultados
representativos de dois experimentos independentes onde foram utilizados 8

camundongos para cada grupo experimental.
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4.2.6 Avaliacdo da atividade da enzima Creatina Quinase, isotipo cardiaco
(CK-MB), do plasma de camundongos BALB/c infectados com o T. cruzi

O grau do dano tecidual causado durante a infecgao também foi mensurado
através da analise da atividade da enzima CK-MB em animais normais, infectados
ndo tratados e infectados e tratados com benzonidazol ou miltefosiana.
Verificamos que ao contrario dos animais infectados e nao tratados os animais
tratados com ambas as drogas apresentaram atividade CK semelhante a
observada nos animais normais (Figura 19) indicando a manutengdo da

integridade do tecido cardiaco.
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Figura 19. Verificacdo da atividade da enzima CK-MB em camundongos normais
e infectados néo tratados ou tratados com benzonidazol ou miltefosina. O plasma
sanguineo dos animas dos diferentes grupos experimentais foi coletado no 15° dia
apos a infeccao e utilizado para ensaios de atividade CK-MB. A atividade de CK-
MB do plasma de cada animal de um experimento representativo foi apresentada
na figura, sendo que as barras horizontais indicam o valor médio de atividade para
cada grupo experimental de dois experimentos independentes onde foram
utiizados 8 camundongos para cada grupo experimental. * Estatisticamente

diferente do controle infectado e nao tratado (P <0,05).
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5. DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na homeostase de ions do T. cruzi séo
fundamentais para a sobrevivéncia desse parasita (Gil et al., 2003), e podem ser
um importante alvo para a agcao de novos medicamentos a serem utilizados no
tratamento da doenga de Chagas. Na primeira parte deste trabalho foi
demonstrado que: (i) a Na'-ATPase insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida
esta preferencialmente associada a uma fragdo enriquecida de membrana de
formas epimastigotas de T. cruzi, e tem sua atividade 6tima em pH 7 que é
levemente estimulada na presenca de Ca’™"; (i) esta Na'-ATPase parece
desempenhar um papel importante no crescimento do parasita uma vez que a
proliferacao de formas epimastigotas foi inibida de maneira dose-dependente pela
furosemiday; (i) a miltefosina inibe a atividade da Na*-ATPase e da PKC presentes
na fracdo enriquecida de membrana de epimastigotas; (iv) ao contrario do
observado em mamiferos, em T. cruzi a PKC n&o é capaz de estimular a atividade
da Na*-ATPase e parece sim, ser capaz de inibi-la.

A Na'-ATPase insensivel a ouabaina foi clonada e demonstrou ser
codificada pelo gene TCENA e expressa apenas na membrana plasmatica do
parasito (lizumi et al., 2006). Esta enzima pertence a familia das ATPases do tipo
P e, consequentemente, exibe pelo menos dois grandes estados conformacionais,
E1 e E2, assim como outros ATPases do tipo P (Moller et al.,, 1996). Uma
caracteristica importante desta enzima em células de mamiferos (Provérbio et al.,
1986), Entamoeba histolytica (De Souza et al., 2007a) e em T. cruzi (Caruso-
Neves et al., 1999, e Fig. 7C) é ser completamente inibida por furosemida. Esta
droga é um conhecido inibidor do cotransportador de Na* / K* / 2CI" (O'Grady et al
1987). Contudo, o efeito da furosemida observado em nossos estudos nao pode
ser associado a inibicdo desse cotransportador pois 0 mesmo ndo € capaz de
hidrolisar ATP e nao esta expresso em T. cruzi (Gil et al., 2003). O mecanismo de
acdo da furosemida sobre a Na*-ATPase ainda n&o esta totalmente elucidado,
embora tem sido postulado que a furosemida liga-se a Na*-ATPase na forma E2.

Um complexo inibitério (E2-furo) é formado, estabilizando a enzima no estado E2,
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congelando o ciclo catalitico e prejudicando a fosforilacdo estimulada por ATP (De
Souza et al., 2007a).

A Na'-ATPase do T. cruzi apresenta algumas caracteristicas
semelhantes as que sdo observadas em células de mamiferos (Proverbio et al.,
1989), em relagéo ao pH 6timo e a dependéncia de Ca*". Todavia, esta enzima é
estimulada pelo K* (lizumi et al., 2006), e insensivel a K" em células de mamiferos
(De Souza et al., 2007b). Essas diferengas podem ser uma consequéncia
adaptativa durante o curso do processo de evolugdo quando certos mecanismos
celulares sdo mantidos, mostrando como eles sdo cruciais para a adaptacdo de
uma grande variedade de organismos ao ambiente a que estdo expostos. Desta
forma, a observacédo de que a Na*-ATPase de protozoarios é estimulada por Na*
ou K*, poderia refletir uma adaptacéo para o ciclo de vida do parasito.

O papel da Na'-ATPase do T. cruzi ainda é uma questdo aberta. Foi
demonstrado que o0 aumento da expressdo dessa enzima em formas
epimastigotas aumenta a toleréncia dos parasitas ao stress causado pela alta
concentragdo de Na* do meio (lizumi et al., 2006). Essa enzima cria um gradiente
de Na* transmembranar que pode ser utilizado para diferentes cotransportadores
dependentes de Na*, para o transporte de ions organicos, solutos cruciais para o
crescimento do parasito. Em estudos recentes, foi demonstrado que a inibicdo da
Na’-ATPase por furosemida inibe a captagdo de myo-inositol, que é essencial
para o crescimento do T. cruzi (Einicker-Lamas et al., 2000). Aqui (Fig. 8), foi
demonstrado que a inibicdo dose-dependente da Na’-ATPase por furosemida
diminui o crescimento do T. cruzi e um resultado semelhante foi observado em L.
amazonensis onde a inibigdo da Na'-ATPase também inibiu o crescimento desse
parasito (de Almeida Amaral et al., 2007). Esses resultados sugerem que ocorra
uma supressdo no gradiente de Na*, inibindo os cotransportadores dependentes
desse ion.

Gomez e colaboradores (1999) demonstraram que a PKC €& encontrada
tanto no citosol quanto nas fragbes de membrana de formas epimastigotas do T.
cruzi, onde tem sido demonstrada a sua ativacdo pelo forbol ester (PMA) na

presenca de Ca"". Este resultado esta de acordo com a presenca da isoforma a da
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PKC que é a forma majoritaria detectada no T. cruzi sendo uma das principais
PKC conhecidas por ser ativada por PMA e Ca'™ (Gémez et al., 1999). Outra
questdo interessante abordada aqui é o papel da PKC na modulacdo da Na'-
ATPase e a interferéncia da miltefosina na atividade da PKC do T. cruzi. O
envolvimento da PKC no crescimento do T.cruzi, bem como na invasdo das
células hospedeiras por parasitas ja foi demonstrado (Einicker-Lamas et al., 2000;
Villalta et al., 1999). Em estudos recentes também foi demonstrado que a PKC
modula positivamente a captagdo de myo-inositol no T. cruzi (Einicker-Lamas et
al., 2007). Além disso, € sabido que em células de mamiferos a PKC modula
positivamente transportadores de ions, como a Na*-ATPase insensivel a ouabaina
(De Souza et al., 2007b). No presente trabalho, ao contrario do que ocorre em
células de mamiferos, foi observado que a ativagdo da PKC na fragcdo de
membrana do T. cruzi por PMA inibiu a atividade Na’-ATPase, abrindo novas
possibilidades para a compreensao do papel da PKC na homeostase de ions do T.
cruzi.

No T. cruzi, observou-se que a miltefosina parece inibe a via de Greenberg
para a sintese de novo de fosfatidilcolina a partir da fosfatidiletalonamina, e inibe a
atividade da C-22 esterol desaturase, indicando um efeito secundario na alteracéo
da composi¢do de fosfolipideos (Lira et al., 2001). A observacdo de que a
miltefosina inibe, em células de mamiferos, a atividade PKC, (Na'+K*)-ATPase
(Brachwitz e Vollgraf, 1995) e fosfolipase C- (Ward et al., 2003), sugere que esta
droga pode ter uma ampla agao também em T. cruzi incluindo transporte de ions e
sinalizacao celular. Esta hipétese é apoiada pela observagao de que a miltefosina
inibe tanto a atividade PKC quanto a Na*-ATPase na fracdo de membrana do T.
cruzi. No entanto, estes efeitos ndo sao correlacionados sugerindo mesmo um
amplo efeito da miltefosina sobre o parasito.

O efeito inibitério da miltefosina sobre a atividade da Na*-ATPase é
completamente revertido por diluigdo da droga, indicando que este composto néao
forma uma ligagdo covalente com a enzima. Além disso, a observagdo de que o
efeito inibitério da miltefosina é completamente revertido quando utilizado

deoxicolato de sédio, em associagcao com o bem conhecido efeito da miltefosina
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sobre a sintese de fosfolipidios, poderia indicar que o efeito da miltefosina sobre a
atividade Na*-ATPase pode ser devido a mudancas na interacéo entre a proteina
e fosfolipidios de membrana (Shoji et al., 1991). Esta hipotese esta em
consonancia com a observacdo de que a atividade Na*-ATPase das células de
mamiferos € modulada positivamente pela interacdo com fosfolipidios de
membrana (Marin et al., 1985). Além disso, foi proposto que o Ca’" estabiliza a
interagdo entre fosfolipidios e a Na'-ATPase aumentando a atividade da enzima
(Marin et al.,, 1985; Caruso-Neves et al.,, 1998). No presente trabalho, foi
observado que a remoc¢ao do calcio aumenta o efeito da miltefosina que inibe mais
a atividade Na*-ATPase.

A possibilidade de que o efeito inibitério da miltefosine sobre a atividade
PKC é uma consequéncia da inibigao anterior da PLC-B pode ser excluida, porque
foi demonstrado que a miltefosina inibe ambas as atividades da PKC: basal
(atividade sensivel a calfostina C) e estimulada por PMA (analogo de
diacilglicerol). Assim, pode-se postular que miltefosina modula negativamente e
diretamente a atividade PKC em T. cruzi. Esta possibilidade é apoiada pela
observagao, em células de mamiferos, que a inibicdo da atividade PKC por
miltefosina é competitiva em relagéo a fosfatidilserina (Shoji et al., 1991).

Em conjunto, estes resultados contribuem para uma melhor compreensao
dos mecanismos de regulacdo da Na*-ATPase recentemente clonada em T. cruzi,
e indicam que esta enzima e também a PKC s&o possiveis alvos para a agao
tripanocida da miltefosina sobre o parasita.

Durante a fase aguda da doenca de Chagas, o estabelecimento do
processo inflamatorio é crucial para o controle do T. cruzi nos tecidos alvo e para o
estabelecimento do equilibrio entre parasito e hospedeiro. Entretanto, entre 25 a
30% dos pacientes a inflamacgao cardiaca € progressiva durante a fase crbénica da
doencga, levando a miocardite (Tarleton, 2001).

Em nossos experimentos com animais BALB/c infectados com T. cruzi cepa
Y, verificamos através da utilizacdo do método classico de contagem direta de
parasitos no sangue, que o tratamento com benzonidazol e miltefosina suprimiu de

maneira bastante eficaz os parasitas circulantes no sangue desses animais.
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Através da analise histopatoldgica e imunohistoquimica do coragéo, apos 15 dias

de infecgdo, foi observado um aumento do numero de células de infiltrados

inflamatérios por campo e a presenca do parasito nos animais nao tratados. Esses

dados justificam o aumento da inflamacéo devido a presengca do parasito

corroborando com os dados ja descritos na literatura (Tarleton, 2001; Dos Reis, et

al.,, 2005). Ja nos camundongos submetidos a ambos os tratamentos, foram

evidenciados uma baixissima quantidade de infiltrados inflamatérios e a auséncia
dos ninhos de amastigotas.

Na doenga de Chagas, como em qualquer doenga infecciosa, ha um
estimulo da proliferacao de linfocitos periféricos durante a infeccao pelo T. cruzi
(Savino et al., 2007). Tanto as células T CD4" como CD8" estdo envolvidas no
controle da infeccdo pelo T. cruzii como demonstrado pela elevada
susceptibilidade de camundongos que ndo possuem as subpopulag¢des de células
T inteiramente competentes, tais como camundongos “knock-out” para [.-
microglobulina e para moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC)
classe | ou Il (Tarleton et al., 1992; 1996). Células T CD4", parasita-especificas,
inibem a replicagdo do T. cruzi in vitro (Hoft et al., 2000) e conferem protecao
contra desafio letal in vivo (Kumar e Tarleton, 2001). Estes resultados indicam um
papel crucial das células T CD4" e T CD8" no controle da infeccédo pelo T. cruzi
em ambas as fases aguda e crénica (Martin e Tarleton, 2005).

Através de imunohistoquimica, foram quantificados o numero de células T
CD4" e T CD8" do infiltrado inflamatério cardiaco dos camundongos BALB/c
infectados com o T. cruzi onde niveis equivalentes dessas células foram
observados, como previamente descritos por Higuchi e colaboradores (2003) em
biopsias de coragdo chagasico humano. Tanto os animais tratados com
benzonidazol quanto os animais tratados com miltefosina tiveram uma diminui¢cao
significativa do numero de células T CD4" e T CD8" acompanhando a diminui¢éo
do numero total de células inflamatérias.

A migracgao dos linfécitos para o tecido alvo é dependente da expressao de
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adesao e componentes da
matriz extracelular (Lannes-Vieira, 2003). Moléculas CD62L, LFA-1 e VLA-4 estdo
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diretamente relacionadas ao processo de migracéo dos linfécitos T CD4* e T CD8*

para o sitio inflamatério e camundongos infectados com T. cruzi apresentam um

fendtipo de ativagdo CDB2L"*°/LFA-12"°/VLA-43" para essas células inflamatorias

(Lannes-Vieira, 2003). Células com fendtipo CD62L"2*° produzem IFN-y na fase
aguda da infecgédo (Martin e Tarleton, 2005).

Moléculas CD2 s&o proteinas expressas em praticamente todas as
linhagens de células T e células NK (Ortaldo et al.,, 2007). Essas moléculas
possuem diferentes ligantes em roedores (CD48) e humanos (CD58) (Evans et al.,
2006; Kearney et al., 2007). As interagdes do CD2 com CD58 em seres humanos,
ou com CD48 em roedores, facilita a adesdo entre células T e células
apresentadoras de antigeno (APC), e promovem uma interagdo intercelular
adequada para a interacdo do complexo peptideo-MHC presente na superficie da
APC com o receptor de célula T (TCR) presente na superficie do linfécito T (Wang
et al.,, 1999). Concomitantemente com a sua fungdo de molécula de adeséo, o
CD2 desempenha um papel no processo de transdugdo sinal. Sabe-se que a
estimulagdo do CD2 induz a proliferagdo de células T em ratos e humanos (Meuer
et al., 1984; Clark et al., 1988).

Em estudos recentes foram analisados pacientes com Leishmaniose
visceral onde foi observada uma menor expressdo de moléculas CD2,
acompanhada de menor numero de células T CD4" e CD8" quando comparados a
pacientes sem Leishmaniose visceral. Embora as duas linhagens de células T
tenham uma menor expressado de CD2 a redug¢ao na expressao dessa molécula foi
mais acentuada nas células T CD4" (Bimal et al., 2007). A ativagdo de CD2 tem
um forte impacto sobre células CD4", que sdo ativadas e sdo majoritariamente
produtoras de IFN-y durante a infecgcao por Leishmania. Também foi demonstrado
que linfécitos T tém sua ativacao reforcada para a secrecao de IFN-y na auséncia
da APC e que uma estimulagdo do CD2 era necessaria para este efeito (Meinl et
al., 2000).

Apesar do indiscutivel envolvimento de moléculas CD2 nos processos de

ativacdo de células T, que sao fundamentais na patogénese da doenca de
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Chagas, nada tem sido descrito sobre a participacdo dessa molécula no
estabelecimento do processo inflamatério durante a infeccéo pelo T. cruzi.

Neste trabalho, foi feita a analise do fenétipo dos linfécitos T CD4" e T CD8”
para moléculas CD62L e LFA-1 e para a molécula de ativagdo CD2 de células
isoladas do bago e do coragdo dos camundongos BALB/c infectados com o T.
cruzi. Embora haja uma drastica reducao na infiltragdo inflamatéria cardiaca nos
animais tratados, a citometria de fluxo permite analisar amostras extensas de
tecido de varios camundongos, enriquecendo a quantidade de células T para o
estudo. Foi observado que as células T isoladas do tecido cardiaco dos animais
infectados e nao tratados, apresentaram-se na sua maioria como CD62L"
f+(baixo))) FA-1*@0)CD2"A)  Porém, apds os tratamentos, houve uma modulagdo
desse fendtipo que pode ser correlacionado com alteragdes funcionais dessas
células. Apos o tratamento com benzonidazol houve uma alteragao principalmente
relacionada a expressdo de LFA-1 nas células T CD8", pois as células CD4" se
mantiveram CD62L°"" @) FA-1/CD2*@" ja a maioria das células CD8" foi
CD62L™* ®axo) FA-*@))cp2*@Ee) (dados ndo demonstrados). O LFA-1 é uma
integrina muito importante na adesao de células T a APC e ao endotélio ativado,
na inducdo de apoptose, secrecao de citocinas, citotoxicidade e proliferagcao
(Xingyuan et al., 2006).

O CD2 e o LFA-1 sdo moléculas tao importantes na atividade efetora imune
de células T que atualmente sdo alvos promissores de diversas terapias
moleculares no tratamento de autoimunidades e inflamacao crénica (Chamian et
al., 2007; Haider et al., 2007). Estas terapias em geral consistem na aplicagéo de
anticorpos neutralizantes especificos contra a molécula ou de ligantes
recombinantes que competitivamente bloqueiam sua atividade. Otimos resultados
tém sido alcangcados, por exemplo, no controle da psoriase, pois com o
silenciamento da atividade das células T ha uma melhora clinica muito grande nos
sintomas (Chamian et al., 2007; Haider et al., 2007). Com relagdo aos Nnossos
resultados, observamos as maiores modulagdes nas células T cardiacas apos o
tratamento com miltefosina. O fenotipo da célula T CD4" e CD8" passou a CD62L"

f+ (baix0))) FA-17/CD2" (dados ndo demonstrados) e isso pode ser reflexo da clivagem
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das moléculas na superficie celular e ou internalizagdo para a degradagdo em

lisossomos, possivelmente associado a uma redugao na sintese. Estes dados que

sugerem o silenciamento ou redugao da atividade efetora celular podem ter um

paralelo com dados publicados por Tarleton et al (2003). Neste artigo foi mostrado

que as células TCD8" isoladas do coragéo de animais cronicos tém sua producdo

de IFN-y e atividade citotéxica in vitro muito reduzida em relagdo as células de
baco.

A diminuicdo do dano cardiaco pbde ser avaliada comparando-se a
atividade CK-MB dos animais dos diferentes grupos experimentais. Os animais
infectados e tratados com benzonidazol ou miltefosina, como esperado, devido a
auséncia de amastigotas, a diminuigdo da inflamacéo e a mudanca do fendtipo
das células TCD4" e TCD8" do coracdo apresentaram uma atividade CK-MB
similar a dos animais normais indicando que o tecido cardiaco foi preservado.

Pode-se concluir que os resultados apresentados aqui contribuem para o
melhor entendimento dos mecanismos de regulagdo da Na’-ATPase do T. cruzi
recentemente clonada, e aponta essa enzima e a PKC como possiveis alvos da
acao tripanocida da miltefosina. Assim como o benzonidazol, a miltefosina age
diretamente sobre o T. cruzi diminuindo a carga parasitaria durante a fase aguda
da infecgdo em modelo murino e, além da diminuigdo da carga parasitaria, os
efeitos imunomodulatérios da miltefosina e do benzonidazol previnem a injuria do
tecido cardiaco ocasionada pela inflamagao. Aparentemente o tratamento com
benzonidazol e miltefosina modula negativamente a expressao de moléculas de
superficie das células T CD4" e T CD8" envolvidas com o processo de migragdo
dessas células para o sitio inflamatério e, além disso, o tratamento com miltefosina
demonstra uma diminuicdo do percentual de células T CD4" e T CD8"
expressando moléculas CD2" dos linfocitos residentes no coragéo, sugerindo que
essas células do infiltrado inflamatorio estejam menos ativadas que as observadas
nos animais infectados, e infectados e tratados com benzonidazol.

As doencgas negligenciadas sdo uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade no mundo. Além das dificuldades na elaboragcdo e fornecimento de

medicamentos adequados, especificos para cada doenga, muitos outros fatores

Pagina | - 75 -



Victor Barbosa Saraiva

Tese de Doutorado

contribuem para a prevaléncia dessas enfermidades. O extremo interesse

comercial, das industrias farmacéuticas que visa preferencialmente a

implementagao de drogas que déem muito lucro, e a falta de iniciativa dos

governos sao dois fatores que contribuem para o desenvolvimento das doencgas
negligenciadas, entre elas a doenga de Chagas.

Através da adogdo de um programa de combate ao inseto transmissor do T.
cruzi, a prevaléncia Global da doenga de Chagas foi reduzida a partir de 1990,
com reducdo do numero de estimado de pessoas infectadas caindo de 16-18
milhdes para 9 milhdes na América Latina (Schofield et al., 2006). Porém, segundo
as ultimas estimativas da OMS, ainda sao registrados cerca de 670.000 novos
casos por ano no mundo (WHO, 2004). Apesar do grande numero de pacientes
infectados com o T. cruzi ndo existem drogas que sejam eficazes contra o parasito
na fase aguda e cronica da doencga. A eficacia do benzonidazol e do nifurtimox foi
observada durante a fase aguda da doenga de Chagas, porém essa eficacia nao é
observada na fase cronica da infecgao (Stoppani, 1999). Além disso, cepas do T.
cruzi naturalmente resistentes a essas drogas ja foram identificadas (Murta et al.,
1998). Embora tenha sido identificada resisténcia de um isolado de Leishmania
tropica a miltefosina devido a super-expressdo de uma glicoproteina-P (Perez-
Victoria et al., 2001), até o momento nao ha descrigdo de amostras de T. cruzi que
apresentem resisténcia a miltefosina, sendo esta uma observagao importante nos
trabalhos sobre quimioterapia de infec¢des parasitarias (Croft et al., 2003).

Como perspectiva, estratégias alternativas estdo sendo concebidas para
identificar possiveis drogas que possam ser usadas com efeito sinérgico, tal como
observado através da combinagao do benzonidazol e cetoconazol para melhorar a
eficacia da terapia experimental da doengca de Chagas (Araujo et al., 2000).
Estudos preliminares realizados in vitro demonstraram um efeito sinérgico de
alguns alquilfosfolipidios e cetoconazole na atividade anti-proliferativa contra o T.
cruzi (Santa-Rita et al.,, 2005). E mais precisamente com relagdo a miltefosina,
apesar dela nao ter sido capaz de interagir com o estibogluconato de sédio, ja foi
demonstrado que a droga é capaz de interagir in vitro e in vivo com algumas

outras drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose como a anfotericina B e

Pagina | - 76 -



Victor Barbosa Saraiva
Tese de Doutorado

paromomicina (Seifert e Croft, 2006). Nesse contexto, devido aos diferentes
mecanismos de acdo do benzonidazol e da miltefosina contra o T. cruzi e de
acordo com os resultados promissores apresentados aqui, pode-se propor que um
possivel sinergismo entre benzonidazol e miltefosina poderia levar a um aumento
na eficiéncia da terapia de pacientes chagasicos crbnicos ou infectados com

cepas resistentes ao tratamento com benzonidazol.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho contribuem para o melhor
entendimento dos mecanismos de regulagdo da Na'-ATPase do T. cruzi
recentemente clonada, e apontam essa enzima e a PKC como possiveis alvos da
acdo tripanocida da miltefosina. A caracterizacdo da Na'-ATPase insensivel a
ouabaina e sensivel a furosemida demonstrou que a sua atividade encontra-se
majoritariamente associada a uma fragdo enriquecida de membrana de formas
epimastigotas, tem um pH 6timo de 6-7, e é estimulada na presenca de Ca*". Esta
atividade Na'-ATPase parece desempenhar um papel importante no crescimento
do parasita uma vez que a proliferacdo de formas epimastigotas foi inibida de
maneira dose-dependente pela furosemida. Os resultados mostraram que, ao
contrario do observado em mamiferos, a atividade PKC residente e estimulada por
PMA de T. cruzi ndo é capaz de estimular a atividade da Na’-ATPase, mas parece
sim ser capaz de inibi-la. Assim como o benzonidazol, a miltefosina age
diretamente sobre o T. cruzi diminuindo a carga parasitaria durante a fase aguda
da infecgdo com a cepa Y em modelo murino. Os efeitos imunomodulatorios da
miltefosina e do benzonidazol previnem a injuria do tecido cardiaco ocasionada
pela inflamacdo. O tratamento com miltefosina provoca uma diminuicdo do
percentual de células T CD4" e T CD8" expressando moléculas CD2" dos
linfécitos residentes no coragdo, sugerindo que essas células do infiltrado
inflamatorio estejam menos ativadas que as observadas nos animais infectados e
ndo tratados, e daqueles infectados e tratados com benzonidazol. As dosagens
plasmaticas do isotipo cardiaco de creatina quinase confirmaram a manutencéo da
integridade do tecido cardiaco dos animais infectados e tratados com

benzonidazol ou miltefosina.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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