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RESUMO

Trichomonas vaginalis é o protozoario flagelado que parasita o trato urogenital humano
causando a tricomonose, doenca sexualmente transmissivel (DST) de origem néo viral
mais comum no mundo. Durante a infeccdo a aquisicdo de nutrientes, como
nucleotideos puricos, pirimidinicos e ferro é essencial a sobrevivéncia do parasito. T.
vaginalis ndo sintetiza de novo purinas e pirimidinas, dependendo de vias de salvacédo
para aquisicdo destas moléculas. O ferro desempenha um papel crucial na
patogenicidade da tricomonose, influenciando a expressdo de mdltiplos genes
envolvidos na viruléncia. Nucleotideos extracelulares, especialmente o ATP, sdo
liberados em situacdes de estresse, anoxia ou injuria, atuando como sinalizadores pro-
inflamatdrios ao sistema imune. As enzimas NTPDase e ecto-5'-nucleotidase degradam
ATP a adenosina, esta com acdo anti-inflamatdria. A enzima adenosina deaminase
(ADA) degrada adenosina a inosina. A presenca desta cadeia enzimatica em T. vaginalis
sugere a modulacdo das concentracdes nucleotideos/nucleosideos durante a inflamacao.
A atividade da ADA foi caracterizada em T. vaginalis, porém ha poucos relatos sobre a
participacdo desta enzima na sobrevivéncia do parasito, bem como, a localizacdo celular
e o efeito de nutrientes essenciais na atividade enzimética e na expressdo génica. O
estudo da localizacdo da ADA em T. vaginalis foi realizado, indicando a presenca da
enzima na membrana celular e no citoplasma do trofozoito. Avaliando-se o perfil da
ADA de diferentes isolados de T. vaginalis em uma condi¢cdo de limitacdo de soro
bovino, o qual representa a fonte de adenosina aos trofozoitos, ndo se observou
diferencas significativas na deaminacéo da adenosina a inosina. Na avaliacéo do efeito
de diferentes fontes de ferro ou a privacdo deste cation na atividade e na expressdo
génica da ADA foi possivel verificar uma diminuicdo da atividade e um aumento na
expressdo génica apds a privacgdo do ferro, reforcando a hipdtese que este elemento pode
modular a atividade das enzimas envolvidas na sinalizacdo purinérgica. Os resultados
obtidos nesta dissertacdo permitem a avaliagdo de importantes aspectos da ADA,
contribuindo para o melhor entendimento do sistema purinérgico em T. vaginalis e seu
papel no estabelecimento e manutengdo da infeccdo e consequente sobrevivéncia do

parasito.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, sistema purinergico, adenosina deaminase,
localizagéo celular, nutrientes essenciais.
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ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is a flagellate protozoan that parasitizes the urogenital human
tract causing trichomonosis, the non-viral sexually transmitted disease (STD) most
common in the world. During infection the acquisition of nutrients such as purine and
pyrimidine nucleotides, and iron is essential to the parasite survival. T. vaginalis lacks
de novo purines and pyrimidines synthesis depending on the salvation pathway for the
acquisition of these molecules. Iron plays a crucial role in trichomonosis pathogenesis,
influencing the expression of multiple genes involved in virulence. Extracellular
nucleotides, especially ATP, are released during stress, injury or anoxia, acting as a pro-
inflammatory signaling to the immune system. The enzymes NTPDase and ecto-5'-
nucleotidase degrade ATP to adenosine with anti-inflammatory action. The adenosine
deaminase (ADA) enzyme degrades adenosine to inosine. The presence of this
enzymatic chain in T. vaginalis suggests the modulation of nucleotides/nucleosides
concentrations during inflammation. The ADA activity was characterized in T.
vaginalis, but there are few reports on the participation of this enzyme in the parasite
survival, as well as the cellular localization and the effect of essential nutrients on
enzyme activity and gene expression. The study of ADA localization in T. vaginalis was
performed, indicating the presence of the enzyme on trophozoite cell membrane and
cytoplasm. Evaluating the ADA profile in different T. vaginalis isolates in bovine serum
limitation condition, which is the source of adenosine for the trophozoites, no
significant differences were observed in the deamination of adenosine to inosine.
Regarding the effect of different iron sources or iron deprivation in activity and gene
expression of ADA, it was observed a decrease in activity and an increase in gene
expression after iron deprivation, reinforcing the hypothesis that this element can
modulate the activity of enzymes involved in the purinergic signaling. The results
obtained in this study allow the assessment of important aspects of ADA, contributing
to a better understanding of the purinergic system in T. vaginalis and its role in the

establishment and maintenance of infection and consequent survival of the parasite.

Keywords: Trichomonas vaginalis, purinergic system, adenosine deaminase, cellular
localization, essential nutrients.
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I. Introducao







1.1 Trichomonas vaginalis

O protozoario Trichomonas vaginalis pertence a familia Trichomonadidae, a
ordem Trichomonadida, a classe Parabasalia e ao filo Zoomastigina. Este protozoario
habita o trato geniturinario humano, causando infec¢éo - a tricomonose (SCHWEBKE e
BURGESS, 2004). O primeiro relato de T. vaginalis na literatura médica foi em 1836,
pelo médico europeu Alfred Doné, que descreveu a presenca do protozoario em uma
amostra de secrecdo vaginal humana. T. vaginalis foi considerado um habitante
inofensivo da flora vaginal por quase 80 anos, até ser associado com vaginite. O ciclo
de vida do protozoario é simples, com a divisdo celular por fissdo binaria e a
transmissdo ocorre pelo ato sexual (FICHOROVA, 2009).

Morfologicamente, T. vaginalis € uma célula que pode variar de tamanho e
forma. Como todos os tricomonadideos, ndo possui estagio cistico, somente
trofozoitico. Tipicamente em cultivo axénico, possui a forma piriforme, elipsoide ou
oval e quando aderido as células epiteliais vaginais (CEVs) adquire a forma ameboide
(PETRIN et al., 1998). Condicdes fisico-quimicas como pH, temperatura, tensdo de
oxigénio e forca idnica podem alterar a forma do protozoario. Além disso, T. vaginalis
apresenta corpo celular muito plastico e pode formar pseuddpodes, que sdo utilizados na
captura de nutrientes e na fixacdo em superficies sdlidas (HONIGBERG e
BRUGEROLLE, 1990). A formacdo de pseudocistos € relatada por alguns autores, sob
condigBes ambientais desfavordveis o parasito internaliza os flagelos (BENCHIMOL,
2004). Quanto ao tamanho, o protozoario apresenta em media, 10 um de comprimento e
7,0 um de largura (HONINGBERG e KING, 1964). O trofozoito possui cinco flagelos,
sendo quatro localizados na regido anterior e o quinto incorporado & membrana
ondulante. Os flagelos e a membrana ondulante séo as estruturas responsaveis pela
motilidade caracteristica do protozoario. O nlcleo estd localizado proximo a
extremidade anterior e assim como em outros eucariotos é circundado por um envelope
nuclear poroso. O axostilo € uma estrutura rigida e hialina que se projeta de uma
extremidade a outra da célula. A pelta esta localizada na regido anterior do corpo celular
e 0 complexo pelta-axdstilo pode promover a sustentagdo do trofozoito e participar do
processo de divisdo celular. O citoesqueleto é composto de filamentos de actina e
tubulina (BENCHIMOL, 2004). Interessantemente, os tricomonadideos ndo possuem

mitocOndria nem peroxissomo, mas apresentam uma importante e incomum organela, o



hidrogenossomo, granulo denso com alta atividade enzimatica que participa do
metabolismo do piruvato formado durante a glicolise. Além disso, esta estrutura é o
sitio de formacdo do hidrogénio molecular, cujo processo é acompanhado pela sintese
de ATP (MULLER, 1993; BENCHIMOL, 2009).

Figura 1: Caracteristicas morfoldgicas de T. vaginalis. MO: membrana ondulante, CP:
corpo parabasal, FP: filamento parabasal, AX: axostilo, HI: hidrogenossomo, N: nucleo,
FA: flagelos anteriores livres. Adaptado: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/

Trichomoniasis.htm

Para sua sobrevivéncia, T. vaginalis requer uma série de nutrientes essenciais ao
seu metabolismo, como carboidratos, aminoacidos, lipideos, nucleotideos puricos e
pirimidinicos, ferro, vitaminas e sais inorganicos. Os carboidratos constituem a
principal fonte de energia, seu metabolismo fermentativo se da em ambas as condigdes
anaerdbica e aerdbica, ocorrendo no citoplasma e nos hidrogenossomos (MACK e
MULLER, 1980; MULLER, 1988). Os principais produtos metabdlicos incluem
acetato, lactato, malato, glicerol, CO, e em condi¢Ges anaerdbicas, H, (STEINBUCHEL
e MULLER, 1986; MULLER, 1993). Os carboidratos s&o a principal fonte de energia
para T. vaginalis, no entanto, em condicGes limitadas de carboidratos, os aminoacidos
sustentam a sobrevivéncia e o crescimento do parasito. Os trofozoitos possuem maior
demanda de arginina, porém outros aminoacidos como treonina, leucina e metionina
também sdo utilizados na producdo de energia (PETRIN, 1998). Com relacdo ao
metabolismo lipidico, T. vaginalis contém colesterol, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina e esfingomielina, contudo, o parasito é incapaz de sintetizar acidos
graxos e esterois, pela auséncia de vias metabdlicas para tal, desta forma, depende de
fontes exdgenas (BEACH et al., 1990; 1991).



T. vaginalis ndo sintetiza purinas e pirimidinas de novo, dependendo de vias de
salvacdo para aquisi¢cdo dessas moléculas. O sistema de salvacdo de purinas é simples,
constituido por uma Unica via, com duas enzimas, a purina nucleosideo fosforilase
(PNP, do inglés, Purine Nucleoside Phosphorylase) que catalisa a interconversao entre
bases em nucleosideos puricos e a purina nucleosideo quinase (PNK, do inglés, Purine
Nucleoside Kinase), que converte nucleosideos em nucleotideos. T. vaginalis nédo
incorpora hipoxantina ou inosina nos nucleotideos paricos e ndo possui atividade purina
(PRTase, do inglés
(HEYWORTH et al., 1982; MILLER e LINDSTEAD, 1983). Segundo Munagala e

Wang (2003) a adenosina é o primeiro precursor de todos o0s nucleotideos purinicos em

fosforibosiltransferase Purine  Phosphoribosyltransferase)

T. vaginalis, sendo que as agdes sequenciais da PNP e PNK incorporam adenina e
guanina exogenas, transformando-as em seus nucleotideos correspondentes ou, se
adenosina e guanosina estiverem disponiveis no meio externo, apos a internalizacao,
somente por acdo da PNK, sdo convertidas em seus devidos nucleotideos (Figura 2).
Com relagdo aos nucleotideos pirimidinicos, T. vaginalis pode incorporar citidina,
uridina, uracila e timidina (WANG e CHENG, 1984). Dois carreadores sao
responsaveis pelo transporte dos nucleosideos para o interior do protozoario. O primeiro
apresenta um sitio para nucleosideos pirimidicos e adenosina, e ainda um sitio
especifico para nucleosideos pdricos; enquanto o segundo transportador é capaz de

acomodar adenosina e uridina, e em um sitio distinto, guanosina (HARRIS et al., 1988).

ATP GTP
ADP GDP
IMP GMP
T Dehidrogenase Sintetase T
AMP mp ———XMP —»GMP
PNK T SO T T PNK
Deaminase ! .
Adenosina Inosina Guanosina
A
Citoplasma PNP PNP
Meio Extracelular
Adenina Adenosina Guanosina Guanina

Figura 2: Esquema das vias de salvagdo de purinas em T. vaginalis. Elementos graficos




utilizados na construcdo da figura obtidos através do site: www.servier.fr.

Dentre os sais inorganicos, destaca-se a importancia do ferro para o crescimento
e multiplicacdo de T. vaginalis. No meio de cultura, os trofozoitos necessitam em torno
de 300 uM de ferro, esta alta demanda ¢ necessaria para manter niveis maximos da
atividade das enzimas ferredoxina e piruvato-ferredoxina 6xido redutase (PFOR), em
funcdo do metabolismo fermentativo do parasito, em que estas enzimas tém papel
crucial na producdo de energia. Por isso, a relacdo entre os niveis de ferro e a atividade
enzimatica hidrogenossomal é estreitamente ligada (GORRELL, 1985). Durante a
colonizacg&o in vivo, a principal fonte de ferro é oriunda da lactoferrina, proveniente das
células epiteliais vaginais e eritrécitos, que fornecem ferro suficiente para o crescimento
e regulacdo dos fatores de viruléncia (MORENO-BRITO et al., 2005; TORRES-
ROMERO e ARROYO, 2009). Assim, T. vaginalis possui mdltiplos sistemas de
captacdo do ferro, como a presenca de receptor para ligacdo holo-lactoferrina do
hospedeiro, receptores para citocromo ¢, hemoglobina, hemina, heme e adesinas para
eritrocitos e células epiteliais. Estes sistemas sdo expressos conforme as concentracdes
de ferro disponiveis, permitindo a rapida adaptacéo do parasito as constantes mudancas
do sitio de infeccdo (ARDALAN et al., 2009; TORRES-ROMERO e ARROYO, 2009).

Em fungdo do T. vaginalis carecer de enzimas para sintetizar macromoléculas
como purinas, pirimidinas e lipideos, além de necessitar de vitaminas e sais minerais,
como o ferro, este protozoario é um parasito obrigatério, dependente de vias de recursos
e de um ambiente rico em nutrientes, considerado por estes motivos, um organismo
fastidioso (PETRIN, 1998; CUDMORE et al., 2004). In vivo estes nutrientes s&o
provenientes da autolise bacteriana, células epiteliais vaginais e eritrocitos (oriundos da
secrecdo endometrial). A aquisicdo destes nutrientes é realizada por fagocitose, pois é
um sistema vantajoso para o0 parasito, ja que a cavidade vaginal pode ser um ambiente
hostil. Uma vez que o ambiente vaginal esta em constante mudanca, sob a influéncia do
ciclo menstrual, deve-se considerar que tanto a sobrevivéncia, quanto o estabelecimento
da infeccdo pelo patogeno, dependerd da capacidade de T. vaginalis adaptar-se a tais
mudancas, incluindo variagbes no hospedeiro, niveis de ferro e resposta ao contato
celular (PETRIN, 1998; PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007). In vitro, o meio de
cultura € normalmente suplementado com soro de cavalo, bovino ou humano, para
proporcionar uma importante fonte nutricional para os trofozoitos (FRASSON et al.,

2012a). Considerando a importancia de nutrientes para a sobrevivéncia e crescimento do
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T. vaginalis, a investigacdo das vias de salvacdo, das enzimas envolvidas no
metabolismo, dos efeitos provocados pela escassez e a contribuicdo destes nutrientes
nos mecanismos de patogenicidade e evasdo imune é relevante para o melhor

entendimento dos processos de estabelecimento e manutencéo da patobiologia.

1.2 Tricomonose

T. vaginalis é o agente etioldgico da tricomonose, a doenga sexualmente
transmissivel (DST) de origem nado viral mais comum no mundo. A estimativa global
da tricomonose em 2008 foi uma incidéncia de aproximadamente 276 milhGes de novos
casos e uma prevaléncia de 187 milhdes de adultos infectados, entre 15 e 49 anos
(WHO, 2012). Porém, esses dados sdo subestimados, pois existem poucos estudos de
prevaléncia com boa qualidade, as informacdes com relacdo a estimativa de duragédo da
infeccdo sdo limitadas, os resultados de exames laboratoriais apresentam baixa
sensibilidade e, além disso, ha evidéncias de casos assintomaticos ndo diagnosticados
em ambos os sexos (FICHOROVA, 2009; WHO, 2012). A prevaléncia mundial da
tricomonose € muito maior quando comparada a outras DSTs curdveis, como gonorreia
e sifilis, ambas com 36.4 milhdes e clamidia, com 100.4 milhdes de adultos infectados,
entre 15 e 49 anos. Em contrapartida, a tricomonose ndo é notificavel e ndo existe
sistema de vigilancia e deteccdo de isolados resistentes ao tratamento. Assim, o controle
da infeccdo tem recebido relativamente pouca énfase dos programas de saude publica de
controle de DSTs (SCHWEBKE e BURGESS, 2004; WHO, 2012).

Um amplo espectro de sinais e sintomas é provocado pela infecgdo por T.
vaginalis. Em mulheres, cerca de um ter¢o dos casos sdo assintométicos. Nos casos
sintomaticos, com quadro de infeccdo aguda, a inflamagcdo é caracterizada por
corrimento espumoso e purulento, devido a infiltracdo de neutréfilos, irritacdo e prurido
vulvar, dor abdominal baixa e disuria (VAN DER POL, 2007; MILLER e NYIRJESY,
2011). Alem disso, pode-se encontrar em aproximadamente 2,0 - 5,0 % dos casos, um
sinal clinico especifico desta patologia, que consiste em pequenos pontos hemorragicos
na mucosa vaginal ou cervical acompanhados de edema e eritema, que conferem uma
aparéncia conhecida como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango
(PETRIN, 1998; MILLER e NYIRJESY, 2011). Estes sinais e sintomas s&o ciclicos e

agravam-se ap0s o periodo menstrual. Na infeccdo crbnica, predominantemente o0s



sintomas sdo leves, com a presenca de prurido e dispareunia, enquanto que a secre¢do
vaginal pode ser escassa e misturada ao muco. A extensdo da resposta inflamatéria em
defesa ao parasito pode determinar a gravidade dos sintomas (PETRIN, 1998;
SCHWEBKE e BURGESS, 2004).

Em homens, a auséncia dos sintomas na tricomonose ocorre na maioria dos
casos e estes sdo considerados carreadores assintomaticos de T. vaginalis (PETRIN,
1998). A presenga do parasito foi detectada em 66- 77 % dos parceiros de mulheres
infectadas, e destes, cerca de 70 % eram assintomaticos (SENA et al., 2007). A
concentracdo de cations de zinco nas secrecdes prostaticas € normalmente em torno de
4,5 - 7,0 mM, podendo ser tdxica ao parasito, limitando ou eliminando a tricomonose
nos homens. No entanto, em prostatites cronicas, onde a concentra¢do do zinco é menor,
cerca de 1,6 mM, este ndo possui acdo tdxica e o parasito pode ser encontrado na
glandula prostatica causando inflamacao aguda nao-especifica (KRIEGER et al., 1982).
Quando sintomatica, a doenca estd associada a uretrite, epididimite, prostatite, fungéo
espermatica reduzida e infertilidade (FICHOROVA, 2009).

A investigacdo laboratorial é essencial no diagnostico da tricomonose,
permitindo diferenciar a tricomonose de outras DSTs (DE CARLI, 2007). Os métodos
mais frequentemente empregados no diagndstico desta patologia apresentam
relativamente baixa sensibilidade, como o exame direto a fresco e preparacfes coradas
(LEHKER e ALDERETE, 2000). O método cultural é o padrdao-ouro para o diagnostico,
no entanto, sdo necessarios alguns dias para a identificacdo do parasito, tempo durante o
qual os pacientes infectados podem continuar a transmitir a infeccdo (DE CARLI,
2007). O advento da técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) tornou-se uma
nova alternativa para o diagnéstico (BRAVO et al., 2010). Outros testes de diagnéstico
modernos incluem o OSOM Trichomonas Rapid Test e sondas de acidos nucleicos
(BRAVO et al., 2010).

Apesar de em alguns casos a tricomonose ser tratada com facilidade, em outros,
sérias complicacfes a salude podem ocorrer. Dentre as implicagdes causadas pelo
parasito estdo: predisposicdo de mulheres & doenca inflamatdria pélvica atipica
(CHERPES et al., 2006), cancer cervical (VIIKKI et al.,, 2000) e infertilidade
(GOLDSTEIN et al., 1993); complicacdes na gravidez (KLEBANOFF et al., 2001),
nascimento prematuro e baixo peso de recém-nascidos (COTCH et al., 1991; 1997); e
aumento da suscetibilidade ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (SORVILHO et

al., 2001). Considera-se a facilitacdo da aquisi¢do do virus HIV, por até duas vezes
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maior, a mais preocupante complicacdo gerada pelo T. vaginalis (MC CLELLAND et
al., 2007). Isto ocorre pelo parasito induzir a resposta imune, que leva ao recrutamento
de linfocitos CD4+ e macrdfagos a mucosa vaginal e cervical (LEVINE et al., 1998) e,
provocar pontos hemorragicos na cérvice e endocérvice, comprometendo a barreira
mecanica ao virus (GILBERT et al., 2000). Além disso, uma elevada carga viral é
encontrada nos compartimentos seminal e cérvico-vaginal de pacientes com
tricomonose (MOODLY et al., 2002). Estes fatos corroboram entre si facilitando a
aquisicdo e transmissdo do HIV, ja que, no sitio de infeccdo hd acimulo dos linfocitos
CD4+ (células-alvo do HIV), uma alta carga viral para infecta-los e pontos
hemorragicos que facilitam o acesso do virus a corrente sanguinea. Mais recentemente,
foi demonstrado que a tricomonose também esté associada a tipos de cancer de prdstata
agressivos (SUTCLIFFE, 2010) e aumenta a suceptibilidade ao papilomavirus humano
(HPV) (FICHOROVA et al., 2012).

No tratamento da tricomonose, os Unicos farmacos recomendados pelo Food and
Drug Administration (FDA, EUA) séo o metronidazol e tinidazol, utilizados geralmente
via oral, 2,0 gramas em dose Unica, sendo o metronidazol o farmaco de escolha
(HELMS et al., 2008). Ambos pertencem a classe dos 5-nitroimidazois, cujo
mecanismo de acdo corresponde a entrada do farmaco na célula por difusdo, com
posterior reducdo do grupamento nitro pela enzima piruvato-ferredoxina éxido redutase,
encontrada nos hidrogenossomos, com consequente producdo de intermediarios
radicais-nitro citotoxicos, que induzem a quebra da fita de DNA, provocando a morte
dos trofozoitos (KULDA, 1999). No entanto, estes medicamentos possuem uma série de
efeitos colaterais que incluem nauseas, vomitos, cefaleia, insonia, vertigem e sonoléncia
(MILLER e NYIRJESY, 2011). O uso na gestacdo ndo € recomentado pelo Centers for
Disease Control (CDC) por apresentar riscos a saude do feto (KLEBANOFF et al.,
2001). Ainda, outro agravante da tricomonose sdo 0s casos emergentes de resisténcia
dos isolados frente a esses farmacos, considerado uma falha terapéutica no tratamento
(DUNNE et al., 2003). E estimado que aproximadamente 2,5 - 5,0 % de todos dos casos
de tricomonose apresentem algum nivel de resisténcia no tratamento com metronidazol
(SCHWEBKE e BURGESS, 2004). Considerando a alta prevaléncia mundial da
tricomonose, aproximadamente 187 milhdes de casos, esta resisténcia torna-se um fator
preocupante a nivel saide publica. Neste contexto, estudar 0s processos bioguimicos

envolvidos na sobrevivéncia, patogenicidade e resisténcia do parasito, assim como,



buscar novos alvos e moléculas com potencial terapéutico sdo de extrema relevancia

perante o cenario mundial desta doenca.

1.2.1 Imunidade

A infeccdo por T. vaginalis tem demonstrado ativar receptores do tipo toll-like
(TLR)-4 induzindo as células epiteliais vaginalis liberarem inimeras substancias na
secrecdo vaginal (FICHOROVA, 2009). A resposta do hospedeiro em defesa a infeccéo
por T. vaginalis envolve multiplos mecanismos que operam em diferentes niveis, sendo
constituida de trés componentes principais: i) os fatores ndo imunolégicos; ii) os
mecanismos ndo especificos de resposta imune inata, e; iii) a resposta especifica
adaptativa (SCHWEBKE e BURGESS, 2004; FICHOROVA, 2009; FIGUEROA-
ANGULO et al., 2012).

Os fatores ndo imunoldgicos compreendem os efeitos de elementos ambientais,
tais como, ferro, zinco e poliaminas, que interferem diretamente na expressao de genes
de viruléncia de T. vaginalis. No ambiente vaginal, a escassez de ferro pode
comprometer a citoaderéncia e a resisténcia ao complemento, ja altas concentracdes de
zinco e baixas concentracdes de poliaminas tém efeito negativo perante citotoxicidade
exercida pelo parasito (FIGUEROA-ANGULDO et al., 2012).

Dentre os fatores imunoldgicos, a resposta imune inata em mucosas €
considerada a primeira linha de defesa a microrganismos, pela inducéo de citocinas pro-
inflamatdrias, fatores antimicrobianos e pela estimulacdo da resposta imune adaptativa
(CAUCI e CULHANE, 2007). Ap6s a adesdo, através da ligacdo de lipofosglicano
(LPG) presente na superficie do parasito, como uma proteina tipo galectina das celulas
epitelias vaginais do hospedeiro, desencadeia-se 0 aumento da producdo de quimiocinas
envolvidas na resposta inflamatoria, principalmente interleucina-8 (IL-8), interleucina-
1B (IL-1pB), fator de necrose tumoral (TNF-a), fator ativador de plaquetas, leucotrieno
B4 (LTB4) e proteina inflamatoria 3o de macréfagos (RYU, et al., 2004; KUCKNOOR
et al., 2007; FICHOROVA, 2009; HAN et al., 2009). Estas quimiocinas estimulam a
infiltracdo de neutrofilos, principais responsaveis pela mudanca citoldgica no sitio de
infeccdo, por isso, a presenca destas células na secrecdo vaginal de pacientes com
tricomonose é predominante (RYU et al., 2004). Alguns estudos tém demonstrado que a

producdo de IL-8 e de Oxido nitrico (NO) por neutr6filos e monadcitos é estimulada em
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resposta a T. vaginalis. A IL-8 € um potente quimioatraente ndo s6 para neutrofilos, mas
também para linfocitos T, basoéfilos e eosindfilos (RYU et al., 2004; SHAIO et al.,
1995; HAN et al., 2009). O NO, uma molécula gasosa que atravessa as membanas,
atuando como sinalizador e agente téxico sobre as células é outro compomente
importante durante a resposta imune inata, por promover a citotoxicidade contra o
parasito, alem de provocar a libera¢do de citocinas, ativar moléculas de adeséo e estar
envolvido com a sinalizagdo purinérgica (COLEMAM, 2001; HAN et al., 2009;
FRASSON et al., 2012b). Estas moléculas sdo encontradas nas secrecGes vaginais de
pacientes sintomaticos e proporcionam a inducdo de um rapido acumulo de neutrofilos
no local afetado, a fim de eliminar o agente patogénico durante a invasdo da mucosa
(FRASSON et al., 2012b).

Com relacdo a resposta imune adaptativa, a infeccdo por T. vaginalis em
humanos resulta em anticorpos parasito-especificos, embora em alguns casos da doenca
relatou-se a auséncia de anticorpos vaginais detectaveis (ABRAHAM et al., 1996;
SCHWEBKE e BURGESS, 2004). Em secrecdes vaginais de mulheres com
tricomonose aguda, somente as classes de imunoglobulinas (Ig) A e G foram detectadas
(YADAV et al., 2005). Em homens, anticorpos 1gG e IgM detectados podem estar
envolvidos no estabelecimento da tricomonose sintomética, comparados aos casos
assintométicos (IMAM et al., 2007). Todavia, todos os anticorpos produzidos e/ou
secretados durante a tricomonose promovem somente uma protecdo limitada ao
parasito, decaindo progressivamente ap0s a erradicacdo da infeccdo pelo tratamento
(CUDMORE et al., 2004).

Neste contexto, 0 hospedeiro conta com varios recursos ndo imunolégicos e
imunoldgicos para a defesa do sitio de infecgdo, principalmente com relacdo a producéo
de quimiotraentes e recrutamento de iniumeros tipos de células imunes, a fim de evitar a
colonizac&o e parasitismo por T. vaginalis. Porém, mesmo com tantas vias de ataque ao
parasito, este consegue estabelecer a doenca, devido a presenca de mecanismos de

patogenicidade que driblam as defesas do hospedeiro.

1.2.2 Mecanismos de Patogenicidade

Os mecanismos envolvidos na infeccdo e na patogénese da tricomonose

baseiam-se na interacdo parasito-hospedeiro, um processo complexo, no qual estdo
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envolvidos componentes associados a superficie celular do parasito e as células
epiteliais do hospedeiro e também, componentes sollveis encontrados nas secre¢des
vaginal e uretral (LENKER e ALDERETE, 2000).

T. vaginalis € um parasito exclusivo do trato urogenital humano. Logo apés a
infeccdo, 0 sucesso na colonizacdo depende da capacidade do parasito em se ligar,
degradar e penetrar na camada de muco que protege as CEVs, para posterior
citoaderéncia. O muco é constituido principalmente de mucina, uma glicoproteina,
resistente a acdo proteolitica, com caracteristica de gel, que confere uma formidavel
barreira fisica a patégenos (GERKEN, 1993). A ligacdo dos trofozoitos no muco é a
primeira etapa para o parasito manter-se no sitio de infeccéo, seguida pela secre¢do de
mucinases, enzimas que solubilizam a mucina, permitindo 0 avan¢o na matriz mucosa,
através da movimentacdo flagelar dos trofozoitos, até enfim, alcancar as CEVs
(LEHKER e SWEENEY, 1999).

A citoaderéncia € pré-requisito para o estabelecimento e manutencédo da infec¢do
cronica de T. vaginalis (LENKER e ALDERETE, 2000). Cinco proteinas de superficie,
denominadas adesinas, AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23, foram encontradas
envolvidas no processo de adesdo (Figura 3) (GARCIA et al., 2003; MORENO-BRITO
et al., 2005; KUCKNOOR et al., 2007). Quatro destas adesinas apresentam homologia
com enzimas metabdlicas, porém curiosamente, a AP23 ainda ndo foi identificada. Estas
podem atuar tanto como enzimas metabolicas nos hidrogenossomos e citoplasma,
guanto como adesinas na superficie do parasito, como receptores de hemoglobina e
heme, e ainda, podem participar de mecanismos de mimetismo molecular envolvidos na
evasdo imune, exceto a AP120, neste ultimo caso (ALDERETE et al., 2001,
MORENO-BRITO et al., 2005). Além das adesinas, o lipofosfoglicano (LPG) de
superficie, os receptores da matiz extracelular e as cisteina proteinases (CPs), tais como,
TvCP30 e TvCP62, localizadas na superficie do parasito, também participam da
citoaderéncia (MENDONZA-LOPEZ et al., 2000; HERNANDEZ et al., 2004;
FICHOROVA, 2006). O LPG é um abundante componente do glicocalice na superfice
de T. vaginalis, que medeia a aderéncia do parasito nas CEVs pela ligagdo na galectina-
1 da célula hospedeira, também estimulando a modificagdo do parasito para a forma
ameboide (Figura 3) (FICHOROVA et al., 2006).

Apos a colonizagédo estar bem estabelecida, T. vaginalis pode sobreviver durante
muito tempo na hostilidade do ambiente vaginal. No entanto, para que isso ocorra, 0

parasito depende de mecanismos para aquisi¢cdo de nutrientes e para evaséo do sistema
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imune. A aquisicdo de nutrientes basicamente ocorre por fagocitose, através da
formacéo de pseuddpodes ou por extensdo da membrana. Os trofozoitos sdo capazes de
ingerir e degradar com eficiéncia bacilos de Ddderlein, CEVs e células epiteliais
cervicais, leucdcitos, eritrocitos, leveduras, espermatozoides e ceélulas prostaticas,
adquirindo desta forma ferro, lipideos, nucleosideos, dentre outros nutrientes
importantes para o metabolismo (Figura 3) (PEREIRA-NEVES et al., 2007;
FIGUEROA-ANGULO et al.,, 2012). Ainda ndo foram identificadas moléculas
especificas envolvidas na fagocitose, porém andlises in silico do genoma de T.
vaginalis, mostraram uma consideravel diversidade de proteinas que possivelmente
estariam envolvidas no trafego através da membrana (CARLTON et al., 2007,
FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). Como a mucosa vaginal pode ser um meio
nutricional pobre para T. vaginalis, os eritrocitos, provenientes da secre¢do menstrual,
sdo uma importante fonte de lipideos e ferro (LENKER e ALDERETE, 2000). A
hemolise, promovida pelo parasito, parece ocorrer em trés fases, onde a interacdo é
contato-dependente, permitindo inicialmente que os trofozoitos se liguem aos
eritrocitos, seguida pela liberacdo de CPs, incluindo a TvCP30, que formam poros na
membrana do eritrocito e auxiliam na degradacdo de hemoglobina, para finalmente,
ocorrer a lise com posterior fagocitose (Figura 3) (ARROYO e ALDERETE, 1989;
FIORI et al., 1993).

A citotoxicidade realizada pelo parasito participa tanto de eventos da aquisi¢cdo
de nutrientes, quanto dos mecanismos de evasao imune, dependendo ou ndo, do contato
com as células do hospedeiro. Nos processos contato-dependentes a citotoxicidade
envolve uma cascata de eventos, que resultam na lise, fagocitose e desintegracdo da
monocamada celular ou das células de defesa, como os neutréfilos e macréfagos do
hospedeiro (ALDERETE e PEARLMAN, 1984; KANG et al., 2006). Nos processos
contato-independentes, moléculas secretadas pelo parasito, tais como TvF (do inglés
cell-free T. vaginalis culture fator) e a CDF (do inglés cell-detachinig fator) colaboram
com os danos celulares. Outras CPs, como TvCP65 e TvCP39, degradam proteinas do
meio vaginal, como colageno IV e fibronectina, formadoras da matriz extracelular
(Figura 3) (FIGUEROA-ANGULDO et al, 2012).

Para manter a infeccdo vaginal crbnica e suportar as constantes mudancas
ambientais ocorridas no ciclo menstrual, o parasito dispée de muitas estratégias para a
evasdo do sistema imune, como: a) controle e destruicdo das celulas imunes do

hospedeiro, por inducdo a apoptose de neutrdfilos e macréfagos (KANG, 2006); b)
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degradacédo das proteinas do complemento, via CPs, reguladas por altas concentra¢des

de ferro, durante o periodo menstrual (ALDERETE et al., 2001); c) degradagdo das

imunoglobulinas humanas, 1gG, IgM e IgA, via CPs, principalmente TvCP65 e TvCP39
(HERNANDEZ-GUTIERREZ et al.,, 2004); d) variacdo fenotipica, baseada em
mudancas no epitopo de ligacdo do anticorpo, com dois principais imundgenos, P270 e
P230 (LENKER e ALDERETE, 2000; ALDERETE, 1999); e) mimetismo molecular,
com revestimento da superficie do trofozoitos com proteinas homdélogas do hospedeiro,
envolvendo principalmente as adesinas AP65, AP51 e AP33 (ALDERETE et al., 2001),

e; f) secrecdo continua de grandes quantidades de proteinas sollveis altamente
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imunogénicas, para neutralizar a defesa especifica anti-T. vaginalis de anticorpos e

linfécitos T citotoxicos, dentre outros processos evasdo (Figura 3) (LENKER e

ALDERETE, 2000).

Figura 3: Esquema representativo dos principais mecanismos de patogenicidade de T.

vaginalis. Elementos graficos utilizados na construgéo da figura obtidos através do site:

www.servier.fr.
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Com a elucidacdo do genoma de T. vaginalis em 2007 por Carlton e
colaboradores, foi possivel compreender melhor os mecanismos de regulagdo dos
fatores de viruléncia a nivel de expressdo génica. A precisa regulacdo da expressao de
genes é essencial para a adaptacdo do parasito a mudancas ambientais. A resposta é
altamente regulada por multiplas proteinas que determinam quais genes devem ser
expressos ou silenciados. T. vaginalis possui varios mecanismos para controlar a
expressdo de fatores de viruléncia, especiamente das CPs e adesinas. Esta regulagéo
pode ser observada a nivel transcricional, poés-transcricional, traducional e pds-
traducional (FIGUEROA-ANGULO et al, 2012). Interessantemente, o ferro excerce
uma forte influéncia na expressao de varios genes de T. vaginalis e as concentracdes
ambientais deste elemento, regulam certos fatores de viruléncia e por consequéncia, até
mesmo a sobrevivéncia dos trofozoitos, indicando que este € um nutriente essencial ao

parasito.

1.2.2.1 A influéncia do ferro nos mecanismos de patogenicidade

Como anteriormente citado, o ferro € um elemento essencial ao crescimento e
manutencdo da infeccdo por T. vaginalis. O parasito demanda aproximadamente 300
uM deste cation no meio de cultivo, enquanto uma bactéria, por exemplo, requer
aproximadamente 0,2 uM (GORRELL, 1985). Portanto, o ferro é regulador de uma
série de processos na interacdo parasito-hospedeiro.

A expressdao de varios genes de viruléncia, incluindo adesinas e CPs, sofrem
modulacdo dependendo das concentracGes do ferro presente no ambiente (RYU, et al.,
2001). Durante a citoaderéncia, altos niveis de ferro estimulam a transcricao e sintese
das adesinas de superficie AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23. Além disso, o ferro
estimula a colocalizagdo dessas adesinas na superficie celular, diferente da habitual
localizagé@o hidrogenossomal. Portanto, quando o parasito se encontra em um meio com
baixa concentracdo de ferro, torna-se incapaz de sintetizar novas adesinas que
favorecem a ligagdo as CEVs (GARCIA et al., 2003; MORENO-BRITO et al., 2005).
Alternativamente, o parasito pode ligar-se a proteinas da matriz extracelular e
membrana basal, como fibronectina e laminina, estabelecendo a infecgdo. Em um
microambiente restrito em ferro, observa-se um aumento da ligacdo do parasito a

fibronectina, o que é importante para a manutencdo da patologia (CROUCH et al.,

15



2001). A expressao, atividade proteolitica e localizacdo na membrana de certas CPs,
também sdo diferencialmente moduladas por ferro e estas possuem importante funcéo
na citoaderéncia, citotoxicidade, hemolise e degradacdo de imunoglobulinas humanas e
de proteases secretadas por leucocitos (FIGUEROA-ANGULO, 2012). Em condicdes
restritas de ferro houve um aumento da atividade citotoxica TvCP65, assim como um
aumento da indugdo a apoptose da célula hospedeira pela TvCP30 (TORRES-
ROMERO e ARROYO, 2009)

O estudo de Alderete e colaboradores (1995), concluiu que T. vaginalis
apresenta resisténcia a lise do sistema complemento do hospedeiro na presenca de um
meio rico em ferro. O ambiente vaginal é um ambiente hostil, sofrendo profundas
alteracdes durante o ciclo menstrual. Na mestruacdo, o parasito entra em contanto com
proteinas, eritrocitos e o complemento, este Gltimo, citotéxico ao T. vaginalis, levando a
lise dos trofozoitos através de uma via alternativa sem a presenca de anticorpos. Apesar
do sangue menstrual conter uma elevada quantidade de complemento, o que leva a
reducdo do nimero dos trofozoitos, também possui grande concentragdo de ferro,
importante fator de resisténcia a este sistema, que aumenta a expressdo de proteases que
clivam a por¢cdo C3 do complemento e assim, favorecem o parasitismo.

A expressdo da proteina HSP70 (do inglés Heat Shock Protein 70), que protege
o trofozoito de efeitos tdxicos e outros estresses, também sofre influéncia do ferro. Em
meio com deplecdo deste cation, ha aumento da expressdo de HSP70 e também
expressao de novas isoformas, o que sugere que a caréncia do elemento pode ser
considerada um sinal de estresse, que afeta seletivamente a expressdao citosolica e
hidrogenossomal de HSP70 entre outras proteinas envolvidas na viruléncia do parasito
(LINDQUIST e CRAING, 1988; TORRES-ROMERO e ARROYO, 2009). O ferro
também pode modular a localizacdo celular e fosforilacdo do imundgeno P270, o qual
desencadeia a variacdo fenotipica, um mecanismo que colabora com evasdo imune.
Trofozoitos cultivados em meio com baixa concentracdo de ferro apresentaram P270
localizada na membrana, enquanto que, trofozoitos cultivados com alta concentragéo do
elemento apresentaram maior quantidade de P270 fosforilada e localizada no citoplasma
(ALDERETE, 1999).

Ademais, a expressao das enzimas hidrogenossomais, ferredoxina, succinil CoA
sintetase, enzima malica e piruvato:ferredoxina oxiredutase, envolvidas no metabolismo
(GORRELL, 1985; KIM et al., 2006) e as enzimas nucleosideo trifosfato

difosfohidrolase 1 (NTPDase 1), ecto-5’-nucleotidase, ectoATPase e ecto-fosfatase,
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que hidrolisam nucleotideos extracelulares como ATP, ADP e AMP, também
apresentaram modulagdo pelo ferro (TASCA et al., 2005; DE JESUS et al., 2006;
TORRES-ROMERO e ARROYO, 2009).

1.3 Sistema Purinérgico

Nucleotideos e nucleosideos sdo vastamente encontrados em organismos Vivos,
produzindo tanto efeitos intracelulares, quanto extracelulares. O ATP intracelular é
principalmente utilizado para producdo de energia, essencial em processos de transporte
ativo, motilidade celular e biossintese. Enquanto isso, 0 ATP extracelular é considerado
uma poderosa molécula sinalizadora, que modula multiplas fungdes teciduais, incluindo
neurotransmissdo, contragdo muscular, vasodilatacdo, inflamacdo, resposta imune,
agregacao plaquetéria, proliferacéo e crescimento celular, assim como fun¢es cardiaca,
gastrointestinal e hepatica, dentre outras (ROBSON et al, 2006; BURNSTOCK, 2006a).

Inicialmente, um artigo de Drury e Szent-Gyorgi em 1929 descreveu a acdo do
ATP e da adenosina sobre o coracdo e vasos sanguineos. Em 1972 a hipotese da
neurotransmissdo purinérgica foi proposta por Burnstock (BURNSTOCK, 1972) e
desde entdo, a sinalizacdo purinérgica vem sendo estudada como uma cascata com
maultiplas etapas: i) a secrecdo celular dos nucleotideos ou nucleosideos; ii) a sinalizacao
do ATP e da adenosina, via ativacdo de purinoceptores; e iii) a hidrélise dos
nucleotideos, pelas ectonucleotidases.

O ATP e outros nucleotideos podem ser armazenados em vesiculas e secretados
constitutivamente por difusdo ou exocitose, ou entdo, podem ser secretados por células
com dano na membrana celular. A Gltima situacdo ocorre perante lise celular, choque
traumatico ou certas condi¢des inflamatérias (FREDHOLM, 2011; BURNSTOCK,
2007). Entdo, inicia-se a ligacdo a receptores especificos, conhecidos como
purinoceptores e/ou a hidrélise pelas enzimas ectonucleotidases.

Os purinoceptores sdo classificados em Pl e P2. Os receptores Pl
metabotropicos, medeiam a interagdo com a adenosina extracelular, com diferentes
afinidades. Apresentam quatro subtipos: A1, Aoa, Ass € As, todos acoplados a proteina
G, apresentando influéncia sobre a enzima adenilato ciclase. Os subtipos A; e Az inibem
a adenilato ciclase, enquanto A,a e Ag ativam esta enzima, com producdo de AMP
ciclico (cAMP) (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998). Os receptores P2 reconhecem
ATP, ADP, UTP e UDP, sdo divididos em duas subfamilias, com base em dados
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farmacologicos, funcionais e de clonagem molecular. Os receptores P2X ionotropicos,
ligados a canais i6nicos, compartilham dois dominios transmembrana, com N- e C-
terminais intracelulares e um longo laco extracelular entre as regides transmembranas.
Apresentam sete subtipos: P2X;;, com sitio de ligacdo para ATP, antagonistas
competitivos e jons metalicos modulatorios, sendo permeaveis aos cations Na*, K*, e
Ca®*. Os receptores P2Y metabotrépicos, acoplados & proteina G, compartilham sete
dominios transmembrana. Subdividem-se em: P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y 1,
P2Y13 e P2Y14, que respondem ao ATP, porém, apresentam maior afinidade por ADP,
UTP e UDP (Figura 4) (BURNSTOCK, 2006b; ABBRACCHIO et al., 2009; FALK et
al., 2012).

Receptores P1 Receptores P2
A124,28,3 P2X, ; P2Y; 4.6,11,12,13,14

(‘\lhf“s
Yyyyy

Figura 4: Representacdo esquematica dos purinoceptores. Receptores P1, acoplados a
proteina G. Receptores P2, divididos em duas subfamilias, P2X, ligados a canais idnicos
e P2Y acoplados a proteinas G. Elementos graficos utilizados na construcdo da figura

obtidos através do site: www.servier.fr.

1.3.1 ATP e Adenosina nas reacdes inflamatoria e imunoldgica

Os efeitos do ATP e da adenosina extracelulares, mediados pela interagdo com
0s receptores purinérgicos, desempenham um importante papel nas rea¢des inflamatéria
e imunoldgica, através de complexos mecanismos desempenhados sobre diversos tipos
celulares. Em condi¢cbes normais, o meio intracelular possui 3-10 mM de ATP,
enquanto o meio extracelular apresenta somente 400-700 nM. Porém, em resposta a
patogenos externos ou a injuria tecidual, como situacGes de estresse, anoxia ou leséo, o
ATP ¢€ liberado para o meio extracelular atuando como uma molécula associada ao

perigo, DAMP (do inglés Danger-Associated Molecular Patterns), iniciando uma
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resposta imune primaria (BOURS et al., 2006). Sendo assim, o ATP extracelular pode
agir como uma molécula pré-inflamatdria, que através da ligacdo aos receptores P2,
promove o recrutamento de macréfagos, células dendriticas, linfocitos T CD4" e CDS8",
linfécitos B e aumenta a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1p, IL-2,
IL-12, IL-18 e TNF-a. Em neutrofilos, a primeira linha de defesa em infecgdes, o ATP
promove a adesdo as células endoteliais, recrutamento, degranulacdo, retardo da
apoptose e producdo de espécies reativas de oxigénio (BOURS et al.,, 2006;
BHARDWAJ e SKELLY, 2009).

A funcdo sinalizadora do ATP extracelular esta intimamente ligada a adenosina,
o0 produto final de sua hidrdlise, e este nucleosideo também pode ser considerado uma
molécula associada ao perigo, pois a elevacdo acentuada de seus niveis extracelulares
indica dano tecidual. No entanto, ao contrério do ATP, a adenosina tem efeito anti-
inflamatdrio, pela ligacdo aos receptores P1, predominante pela ligacdo e ativacdo do
receptor A (HASKO e CRONSTEIN, 2004; BOURS et al., 2006). Em neutrofilos, a
adenosina extracelular pode inibir a degranulacdo, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, a adesdo ao endotélio vascular e a producdo de citocinas e do leucotrieno B4.
Além disso, a adenosina inibe a produgéo de IL-12 e TNF-o por macréfagos e também
atenua a migracdo e resposta de linfocitos T e células dendriticas (HASKO e
CRONSTEIN, 2004; JUNGER, 2008). A exagerada estimulacdo da inflamacdo e do
sistema imune pode conduzir a uma inflamacdo descontrolada, resultando em
danos celulares e destruicdo de tecidos saudaveis. Assim, as respostas inflamatorias e
imunes devem ser firmemente reguladas. O ATP e a adenosina, juntamente com 0s
receptores purinérgicos e a atividade das ectonucleotidases, colaboram com estas
respostas, compreendendo um sistema de feedback purinérgico, que deve ser muito bem
controlado (BOURS et al., 2006).

1.3.1.1 Inosina como sinalizador imunomodulatorio

A inosina, o produto da deaminagdo da adenosina, apresenta alta concentragédo
extracelular em caso de injaria, quando o nivel de adenosina também estiver elevado. A
importancia da adenosina extracelular, como uma molécula sinalizadora durante a
inflamacdo e resposta imune, ja esta bem aceita. Diferentemente, atribuem-se poucos

papéis de sinalizacdo a inosina, pois geralmente acredita-se que a inosina é um produto

19



inativo da degradacdo da adenosina, para que esta perca sua acdo sinalizadora. Porém,
este conceito estd mudando, ja& que foi reconhecido que a inosina pode ligar-se aos
receptores da adenosina e iniciar eventos sinalizadores intracelulares, assim como,
interferir na funcéo celular independente de receptores (GOMEZ e SITKOVSKY, 2003;
HASKO et al, 2004). Os efeitos imunomodulatorios da inosina sdo atribuidos a
supressdo da sintese de IL-1, IL-12, proteina inflamatoria de macréfagos 1 o, TNF-a e
IFN-y em macrdfagos, atenuacdo da producdo de IL-8 pelas células epiteliais, além da
inibicdo da ativacdo de neutréfilos e linfocitos e inducdo de producdo da IL-10, uma
citocina com efeito anti-inflamatorio (MARTON et al., 2001; HASKO et al, 2004).

1.3.2 Ectonucleotidases

Apds a liberacdo dos nucleotideos para o meio extracelular, esses séo
degradados por enzimas localizadas na superficie das células ou sollveis no meio
intersticial, produzindo seus respectivos nucleotideos/nucleosideos e fosfato livre. Essas
enzimas fazem parte de diferentes familias de ectonucleotidases e compartilham
caracteristicas comuns, como sitio catalitico voltado para o meio extracelular ou para o
limen de organelas, ligacdo a membrana plasmatica ou a organelas como lisossomos ou
complexo de Golgi, existéncia de isoformas extracelulares clivadas e sollveis, além da
atividade catalitica maxima depender de pH levemente alcalino e de cations divalentes
como célcio ou magnésio e os valores de Ky encontrarem-se geralmente na faixa de
micromolar (ZIMMERMANN, 2000).

Os membros das diferentes familias de ectonucleotidases se sobrepdem tanto na
distribuicdo nos tecidos, quanto na especificidade ao substrato. Dessa maneira, 0s
nucleosideos 5'-tri- e difosfatados podem ser hidrolisados por agdo das enzimas
pertencentes as familias ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase, EC
3.6.1.5), ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP, EC 3.1.4.1) e das
fosfatases alcalinas. Os nucleosideos 5’-monofosfatos podem sofrer a hidrdlise pela
atividade da ecto-5'-nucleotidase (EC, 3.1.3.5), das fosfatases alcalinas e por alguns
membros da familia E-NPP. Estas enzimas ja foram relacionadas com varias funcdes,
porém, o principal papel funcional consiste no término da sinalizacdo por nucleotideos,
seguido pela recaptacdo de purinas (ZIMMERMANN, 2000; 2001).
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1.3.2.1 Ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase, EC 3.6.1.5)

A familia E-NTPDase (superfamilia GDA1-CD39) é composta por oito
membros, j& caracterizados e clonados em mamiferos, todos com cinco dominios
altamente conservadas, as ACRs (do inglés, Apyrase Conserved Regions),
presumidamente com maior relevancia para a atividade catalitica. Além de mamiferos,
essas enzimas também j& foram identificadas em invertebrados, plantas, fungos e
protozoarios (HANDA e GUIDOTTI, 1996; ZIMMERMANN, 2001; SANSOM et al.,
2008; KNOWLES, 2011).

As E-NTPDases catalisam a hidrolise de nucleotideos tri- e difosfatados levando
a formacdo dos respectivos nucleotideos e fosfato livre. Estas enzimas possuem
diferengas quanto a localizacdo e a preferéncia por substrato. As NTPDases 1, 2, 3 e 8,
estdo localizadas na superficie celular. A NTPDase 1 (CD39, ecto-apirase, ecto-ATP
difosfoidrolase, ecto-ADPase) hidroliza de forma semelhante ATP e ADP (razdo de
hidrélise ATP:ADP = 1:0,8), a NTPDase 2 (CD39L1, ecto-ATPase) tem forte
preferéncia por ATP (ATP:ADP =1:0,03), a NTPDase 3 (CD39L3, HB6) e a NTPDase
8 (ecto-ATP-diposphohydrolase, ecto-ATPDase, ecto-apyrase) preferem ATP ao ADP,
na proporcao 3:1 e 2:1, respectivamente. As NTPDases 4 (UDPase do Golgi, LALP70v)
e 7 (LALP1), estdo ligadas a membrana de organelas, a NTPDase 4, possui duas
formas, uma ancorada no  aparato de Golgi e outra ligada em vacuolos
lisossomais/autofagicos, possuindo alta afinidade por UDP, hidrolisando outros
nucleotideos tri- e difosfatados, mas ndo ATP e ADP, e a NTPDase 7 esta localizada em
vesiculas intracelulares e prefere nucleotideos trifosfatados. As NTPDases 5 (CD39L4,
UDPase do RE) e 6 (CD39L2) estéo localizadas intracelularmente, permitindo secrecao
da forma soltvel apds clivagem proteolitica, ambas com preferéncia por nucleotideos
difosfatados (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al, 2006; KNOWLES, 2011).

1.3.2.2 Ecto-5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5)

A enzima ecto-5’-nucleotidase, representa um marcador de maturacdo de
linfocitos T e B, CD73. Além disso, € amplamente distribuida nos tecidos e esta

envolvida em diferentes fun¢Ges, como na adesdo celular. H& relatos da presenca da
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ecto-5’-nucleotidase  em  vertebrados,  bactérias, protozoarios e plantas
(ZIMMERMANN, 2001).

A ecto-5’-nucleotidase participa da cascata enzimatica dos nucleotideos
extracelulares, levando a formacdo de nucleosideos e fosfato livre a partir de
nucleosideos 5’-monofosfatados, sendo o AMP o nucleotideo de maior preferéncia. A
ecto-5’-nucleotidase é considerada a principal responsavel pela producdo de adenosina
extracelular, que consequentemente levara a ativacdo de receptores P1. Esta enzima é
classificada de acordo com sua localizacdo celular e propriedades bioquimicas, podendo
ser uma enzima ancorada a membrana plasmatica via glicosilfosfatidil inositol (GPI) ou
apresentar-se na forma solivel, no meio extracelular ou no citoplasma
(ZIMMERMANN, 1992).

1.3.3 Ectonucleotidases em T. vaginalis

Em T. vaginalis, assim como em outros parasitos, atribuem-se possiveis functes
fisioldgicas para as ectonucleotidases, que podem modular os niveis extracelulares de
ATP e adenosina e assim contribuir para os mecanismos de evasao imune do parasito. E
ainda, esta cadeia enzimatica participa da via de salvacdo de purinas, uma vez que 0
parasito ndo realiza sintese de novo de purinas e pirimidinas e necessita recaptar
adenosina do meio externo (MUNAGALA e WANG, 2003).

A enzima NTPDase foi caracterizada em T. vaginalis, onde a comparacdo entre
as atividades da NTPDase em trofozoitos intactos e rompidos demonstrou a presenca de
uma enzima de superficie capaz de hidrolisar ATP e ADP, cuja atividade é Ca’* e Mg**
dependente (MATOS et al., 2001). Investigagdes no genoma do parasito, revelaram a
presenca de genes que codificam proteinas com regides similares a cinco ACRs,
presentes em todas as NTPDases, sugerindo que um ou mais membros desta familia de
enzimas podem estar presentes em T. vaginalis e serem responsaveis pela atividade de
NTPDase. Além disso, todas as proteinas codificadas por estes genes apresentam
dominios transmembrana na regido C-terminal e atividade extracelular, indicando que
estas proteinas estdo ancoradas a membrana celular e atuam como ecto-enzimas
(TASCA et al., 2004; SANSOM et al., 2008). A enzima ecto-5’-nucleotidase também
foi caracterizada em T. vaginalis, onde os trofozoitos apresentaram atividade hidrolitica
a uma série de nucleotideos monofosfatados, preferencialmente AMP, ndo dependendo

de cétions divalentes, porém com aumento da hidrélise na presenca de Cca* e Mg®
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(TASCA et al., 2003). Curiosamente, alguns isolados ndo apresentaram atividade da
ecto-5’-nucleotidase, o que pode resultar em infeccdo aguda e um aumento na
sintomatologia da tricomonose, pela baixa concentracdo de adenosina no sitio da
infeccdo (TASCA et al., 2005).

Vérios estudos demonstraram que fatores ambientais podem influenciar na
atividade das ectonucleodidases em T. vaginalis, relacionando estas enzimas com
fatores de viruléncia e patogenicidade do protozoario. Quando comparados, isolados
clinicos frescos com isolados cultivados in vitro por longos periodos de tempo,
verificou-se que 0s primeiros apresentaram uma maior atividade da NTPDase,
sugerindo que a enzima tem importante papel na viruléncia do parasito (TASCA et al.,
2005). As constantes modificacbes nas concentragdes de estrogénios do ambiente
vaginal, podem modular a atividade da NTPDase e da ecto-5’-nucleotidase, controlando
0s niveis de ATP e adenosina no sitio de infec¢do, influenciando na colonizacdo e no
estabelecimento da patologia (RUCKERT et al., 2009; 2010). Ademais, Frasson e
colaboradores (2012b), num estudo avaliando a producdo de 6xido nitrico (NO) por
neutrofilos estimulados por T. vaginalis, concluiram que principalmente a enzima ecto-
5’-nucleotidase estd envolvida na producdo de oxido nitrico (NO). Nas condicdes
utilizadas no estudo, ATP e ADP ndo alteraram a producdo de NO, ao contréario da
adenosina e inosina que reduziram a producdo de NO, através da ativacdo do receptor
A,p, favorecendo o parasitismo uma vez que o NO exerce efeitos toxicos aos
trofozoitos. Estes resultados mimetizam o que ocorre no sitio de infeccdo, ja que os
neutréfilos sdo a primeira linha de defesa contra T. vaginalis, contribuindo para o
entendimento da interac@o parasito-hospedeiro e imunidade na tricomonose. Quanto ao
efeito de nutrientes essenciais, na atividade das ectoenzimas, verificou-se que
trofozoitos cultivados em meio enriquecido com ferro apresentaram um aumento na
atividade da ecto-5’-nucleotidase e em meio com baixas concentracdes deste cation, a
atividade da enzima diminuiu (TASCA et al., 2005). Ja em experimentos com
trofozoitos cultivados sob limitacdo de soro, verificou-se uma profunda ativacdo das
atividades de NTPDase e ecto-5’-nucleotidase (FRASSON et al.,, 2012a). O ferro
modula a expressao e sintese de varios fatores de viruléncia, assim como, o crescimento
e multiplicagdo dos trofozoitos e o soro € importante fonte de nutrientes, como a
adenosina, essencial para o crescimento do parasito (TASCA et al., 2005; FRASSON et

al., 2012a). Neste contexto, é evidente a influéncia de nutrientes essenciais na atividade
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das ectonucleotidases e consequentemente, no processo de hidrolise do ATP e produgéo
de adenosina, importante para o estabelecimento e manutengao da infeccéo.

A concentracdo de nucleotideos extracelulares no meio vaginal, secretados pelas
CEVs durante a infeccdo por T. vaginalis pode chegar a 10 mM, com aproximadamente
90 % de ATP. O ATP extracelular ¢é citolitico para células mamiferas, porém,
interessantemente os trofozoitos mantém-se vivos, provavelmente pela acdo das
ectonucleotidases, que degradando os nucleotideos extracelulares, conferem protecao
aos efeitos pro-inflamatdrios do ATP extracelular e aumentam os niveis de adenosina,
produzindo efeito antinflamatorio no sitio de infec¢do, auxiliando no processo de evasao
imune e também, sendo recaptada para a sintese de nucleotideos e consequente
incorporacdo em 4&cidos nucléicos, jA que o parasito ndo sintetiza de novo purinas
(MUNAGALA e WANG, 2003). Estes fatores, decorrentes da atividade das
ectonucleotidases em T. vaginalis, contribuem para a sobrevivéncia e manutencdo do
parasitismo. Possivelmente, estas enzimas podem ser consideradas marcadores
patogénicos para este parasito e novos alvos terapéuticos, oferecendo alternativas para o

tratamento da tricomonose.

1.3.4 Adenosina deaminase (ADA, EC 3.5.4.4)

A adenosina, por participar da rede de sinalizacdo do sistema purinérgico, tem
sua concentracdo extracelular muito bem controlada, ou pela captacdo via
transportadores bidirecionais, seguida pela fosforilacdo de AMP pela adenosina quinase
no meio intracelular ou, pela deaminacéo a inosina pela ADA, em ambos os meios intra
ou extracelular. Sendo assim, a ADA participa do metabolismo de purinas, catalisando a
deaminacdo hidrolitica irreversivel de adenosina ou 2’-deoxiadenosina, a inosina ou 2’-
deoxinosina, respectivamente (FRANCO et al., 1997; YEGUTKIN, 2008).

A atividade da ADA é observada em varios tecidos humanos em trés diferentes
isoformas: i) a ADAL, citosdlica, com peso molecular de aproximadamente 41-kDa e
sua deficiéncia resulta em doenca imune; ii) a ADA complexada, localizada na
membrana celular, também chamada de ecto-ADA, sendo um complexo proteico de
ADAL ancorada a glicoproteina de membrana CD26, com 280-kDa, ou, ADA1l
ancorada com a receptores A; de adenosina, que regula os niveis de adenosina
extracelular (FRANCO et al, 1998), e; iii) ADA 2, com 114-kDa, que parece ser

24



secretada, representa a principal atividade de ADA no soro humano, pode estar ativa na
inflamacdo, durante a andxia e em areas de crescimento tumoral (UNGERER, 1992;
YEGUTKIN, 2008). Além destas isoformas, analises filogenéticas revelaram uma
sequéncia de aminoacidos similar a ADA, denominada ADA-like (ADAL), com funcgéo
desconhecida (MAIER et al., 2005). Um estudo da estrutura tridimensional da ADA de
rato revelou que a enzima dispde de uma estrutura o-f3 barril paralelo, com oito cadeias
B centrais, oito o hélices periféricas e um ion zinco no sitio catalitico. Varios residuos
importantes também foram identificados, como Hisl5, Hisl7 e His214, indicando
influéncia na ligagdo do zinco e Hisl7, Gli184, Glu217, His238 e Asp296, doando ou
aceitando um hidrogénio durante ligacdo no sitio ativo (WILSON et al., 1991).

A ADA tem papel consideravel na regulacdo do crescimento e diferenciacéo
celular, sendo uma molécula sinalizadora importante de varios eventos (LINDEN,
2001). A ADA citosolica tem sido objeto de interesse em muitos estudos, pois a
deficiéncia congénita desta enzima em humanos causa a doenga da imunodeficiéncia
severa, resultando basicamente em uma linfopenia grave e imunodeficiéncia pelo dano
causado a funcdo de células T e B, que provavelmente, sdo sensiveis ao aumento das
concentracdes de adenosina e de 2’-deoxiadenosina (BLACKBURN, 2005). Em células
sanguineas periféricas a ADA é encontrada como ectoenzima na maioria dos mondcitos
e linfécitos B, alguns linfocitos T (10-20 %), também sendo encontrada na superficie de
células epiteliais (FRANCO et al., 1997; GONZALEZ-GRONOQOW, et al., 2004). Além
de celulas e tecidos humanos, varios estudos caracterizaram, localizaram e apontaram a
importancia da atividade da ADA em diferentes mamiferos, insetos hematogafos, como
Lutzomyia longipalpis, Phlebotomus duboscqi, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti,
no molusco Biomphalaria glabrata, nas bactérias Helicobacter pylori, Mycobacterium
tuberculosis e nos parasitos Plasmodium lophurae, Plasmodium falciparum,
Trypanosoma evansi, Trichinella spiralis, Fasciola gigantica, Hyalomma dromedarii,
assim como, T. vaginalis (RIBEIRO et al., 2001, VALE et al., 2005; KATO et al.,
2006; DOWNIE et al., 2008; WEIZENMANN et al., 2011; SILVA et al., 2011;
MILLER et al., 2012).

1.3.4.1 Adenosina deaminase em T. vaginalis
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A presenca da ADA em T. vaginalis foi primeiramente citada em um estudo de
caracterizagdo e expressdo de S-adenosilhomocisteina, a qual cataliza a hidrolise
reversivel de S-adenosilhomocisteina a homocisteina e adenosina, onde estudos
preliminares utilizando os inibidores da ADA: 2’-deoxicoformicina e eritro-9-(2-
hidroxi-3-nonil) adenina (EHNA) constataram a auséncia ou minima atividade da ADA
(MINOTTO et al., 1998). Posteriormente, as atividades da ADA, IMP desidrogenase e
GMP sintetase foram identificadas em trofozoitos lisados de T. vaginalis, num estudo
que demonstrou que adenosina € o precursor primario de todo o pool de nucleotideos de
purinas neste protozodario, ja que T. vaginalis ndo sintetiza nucleosideos de novo,
dependendo de vias para captacdo, sugerindo uma via metabolica capaz de converter
adenina a adenosina, e esta, a GMP (MUNAGALA e WANG, 2003). Weizenmann e
colaboradores (2011) realizaram a caracterizacdo cinética e a expressdo génica da ADA
em trofozoitos intactos de T. vaginalis, assim como, a analise do efeito do inibidor
EHNA na atividade enzimética e na producao de NO por neutréfilos durante a interagdo
com T. vaginalis. Os resultados deste estudo sugerem que a atividade desta enzima pode
estar envolvida no processo inflamatério gerado durante a infec¢do, pois o ATP
extracelular é pré-inflamatorio, estimulando neutréfilos presentes no sitio de infeccdo a
liberar NO e, inversamente, a adenosina e a inosina, esta Gltima produto da atividade da
ADA, inibem a secrecdo de NO, apresentando um efeito anti-inflamatério, o que
colabora com a evasdao do sistema imune do hospedeiro. Como citado acima, poucos sdo
os relatos da atividade da ADA em T. vaginalis, havendo ainda muitos questionamentos
sobre a colaboragéo desta enzima na sobrevivéncia do parasito. Aspectos como o efeito
de nutrientes essenciais na atividade enzimatica e na expressdo génica, assim como, a
localizacdo celular da ADA, até entdo ndo foram analisados.

Considerando (i) a alta prevaléncia e o impacto da tricomonose na salde publica;
(if) a complexidade da relacdo parasito-hospedeiro ainda ndo totalmente compreendida;
(iii) a necessidade da captacdo de nutrientes essenciais, como o ferro e purinas no
estabelecimento e manutengdo da patologia; (iv) o papel dos nucleotideos e
nucleosideos na inflamacdo; (v) a caracterizacdo das enzimas que compbem o0 sistema
purinérgico em T. vaginalis, e; (vi) a necessidade da investigacdo de novos alvos
terapéuticos para o tratamento da tricomonose, faz-se necessario maiores estudos sobre

sistema purinérgico em T. vaginalis.
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I1. Objetivos







Os objetivos gerais dos estudos desta dissertacdo foram:

Investigar a localizacdo celular da ADA em T. vaginalis;

Investigar o efeito de nutrientes essenciais na atividade da ADA de T. vaginalis.

Os objetivos especificos propostos foram:

Realizar a predicdo da localizagdo da ADA em T. vaginalis utilizando o
programa PSORT II;

Determinar a imunolocalizagcdo da ADA em T. vaginalis;

Avaliar a atividade enziméatica da ADA em T. vaginalis, sob uma condicéo de
limitacdo de soro;

Verificar o efeito do ferro proveniente de sulfato ferroso, hemoglobina e hemina
e do quelante bipiridil na atividade enzimatica e na expressdo génica da ADA de

T. vaginalis.
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V. Discussao Geral







A tricomonose é causada pelo protozoario T. vaginalis, sendo a doenca
sexualmente transmissivel (DST) de origem ndo viral mais comum no mundo. A
prevaléncia desta patologia € de 187 milhdes de casos, porém a falta de estudos
epidemioldgicos e métodos de diagnostico pouco sensiveis tornam esses dados
subestimados (WHO, 2012). Apos a colonizacdo do trato urogenital humano, vaginite,
uretrite e prostatite constituem a sintomatologia mais comum e complicagOes
decorrentes a patologia como infertilidade, cancer cervical, dificuldades na gravidez,
nascimento prematuro e aumento da suscetibilidade ao virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) sdo relatadas (FIGUROA-ANGULO et al., 2012). O tratamento da
tricomonose é limitado, com apenas dois farmacos aprovados pelo FDA, o metronidazol
e o tinidazol, ambos pertencentes a classe dos 5-nitroimidazois. Apesar de o
metronidazol ser o farmaco de escolha na terapéutica, diversos efeitos colaterais sao
associados a sua utilizacdo (KULDA et al., 1999). Além disso, estudos apontam outro
agravante relacionado a terapéutica, a emergente resisténcia, em cerca de 9,6 % dos
isolados, frente aos farmacos citados acima (SCHWEBKE e BURGESS, 2004).
Inimeros casos clinicos de parasitos resistentes aos farmacos tém sido relatados, sendo
a ocorréncia de resisténcia na tricomonose superior quando comparada a infeccdes por
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e outros protozoarios patogénicos cujo
tratamento segue 0 mesmo esquema terapéutico (ALl e NOZAKI, 2007). Considerando
a prevaléncia de 187 milhGes de casos de tricomonose no mundo, 0 nimero de casos
resistentes é preocupante, requerendo alternativas para um tratamento seguro e eficaz
desta DST, ja que atualmente ndo existem outras fontes terapéuticas disponiveis. A
investigacdo de novos compostos anti-T. vaginalis com estrutura e mecanismo de acao
distintos dos 5-nitroimidazois € uma estratégia para inovacdo no tratamento da doenca.
Estudos de Giordani e colaboradores (2010, 2011) demostraram a citotoxicidade e
possiveis vias de acdo de moléculas isoladas de plantas com promissora atividade anti-
T. vaginalis. Paralelamente, a investigacdo de novos alvos terapéuticos é uma
abordagem eficiente e capaz de conduzir a descoberta de novos agentes antiparasitarios.

A caracterizagdo detalhada de proteinas ou macromoléculas como potenciais
alvos terapéuticos, assim como a investigacdo de inibidores seletivos para tais,
sustentam uma abordagem racional para a quimioterapia antiparasitaria. As vias
bioquimicas presentes nos organismos patogénicos e divergentes ou ausentes em seus
hospedeiros sdo sempre potenciais alvos para a pesquisa de moléculas ativas (DATTA

et al., 2008). Neste contexto, o entendimento da fisiologia e bioguimica envolvidas na
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biologia do parasito colabora para a prospecgdo de novos alvos terapéuticos. Os avangos
nas areas de biologia celular, molecular e estrutural, assim como, o entendimento das
vias bioguimicas, alcancados principalmente pela possibilidade do cultivo in vitro de
parasitos de importancia na medicina humana, permitem a identificacdo de enzimas ou
receptores essenciais para a sobrevivéncia e crescimento do patdgeno, fornecendo
subsidios para a caracterizacdo de novos alvos que atuem especificamente sobre o
microrganismo. Porém, o sucesso do parasitismo, ditado pelo estabelecimento e
manutencdo da patologia é decorrente de um processo evolutivo de selecdo de rotas
metabolicas e enzimas do parasito que estejam adaptadas a sobrevivéncia no interior do
hospedeiro (MANSOUR, 2002; DATTA et al., 2008). Assim, mais pesquisas devem ser
conduzidas na tentativa de tracar diferencas entre 0s organismos, como por exemplo, o
estudo de alvos enzimaticos, contidos em centenas de rotas metabdlicas, que cooperam
entre si para a manutencdo da viabilidade e funcionalidade celular e que podem
apresentar distingdes de nivel estrutural, cinético ou ainda, quanto & sensibilidade a
inibidores, em relagdo ao hospedeiro (WANG, 1997; PINK et al., 2005). Neste sentido,
um alvo terapéutico é considerado ideal quando (i) esta presente unicamente no
patdgeno ou possui caracteristicas divergentes do hospedeiro; (ii) é essencial para
sobrevivéncia, crescimento e reproducgédo do organismo; (iii) existe baixo potencial para
0 desenvolvimento de resisténcia; (iv) é a enzima limitante em uma rota metabolica e;
(v) possui toxicidade seletiva ao parasito (PINK et al., 2005; DATTA et al., 2008).

O sistema purinérgico vem sendo cada vez mais estudado em diversos parasitos,
por influenciar as fungdes essenciais a sobrevivéncia e o estabelecimento da infeccdo
(SANSOM et al., 2008). A liberacdo de nucleotideos para o espago extracelular
possibilita a producdo de uma série de nucleotideos intermediarios e nucleosideos,
através da atividade de enzimas que compdem a cascata purinérgica que controlam
dinamicamente os niveis de purinas extracelulares, fundamentais para os parasitos, na
sintese de 4&cidos nucléicos, proteinas e outros compostos, apOs recaptacao
(BURNSTOCK, 1976; ZIMMERMANN, 2001; MUNAGALA e WANG, 2003). Além
disso, na interacdo parasito-hospedeiro, durante a infeccdo, o ATP e adenosina
desempenham fungdes sinalizadoras através da ativagdo de um grande numero de
receptores de membrana denominados purinoceptores (BURNSTOCK, 1976;
GOUNARIS e SELKIK, 2005). A investigacdo do sistema purinérgico em parasitos
patogénicos desperta interesse, uma vez que contribui para a compreensdo de seus

aspectos bioquimicos, assim como, de sua relagdo com o hospedeiro.
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Em T. vaginalis, estudos prévios caracterizaram as enzimas NTPDase (MATOS
et al., 2001), ecto-5’-nucleotidase (TASCA et al., 2003) e adenosina deaminase em
trofozoitos intactos de T. vaginalis (WEIZENMANN et al., 2011), sugerindo que estas
poderiam exercer suporte para o desenvolvimento da infeccdo. A presenca destas
enzimas indica um papel importante na receptacdo de nucleosideos puricos e
pirimidicos, considerando que o parasito € incapaz de sintetizar de novo estas
moléculas, dependendo assim das vias de salvacdo (HEYWORTH et al., 1982; 1984).
Além disso, aborda-se o envolvimento da atividade destas enzimas na modulacdo do
sistema imune do hospedeiro, visto que, durante a infeccdo o ATP liberado para o meio
extracelular desempenha um papel pro-inflamatorio, como sinalizador no recrutamento
de células imunes, principalmente neutréfilos (FRASSON et al.,, 2012b). Com a
hidrolise do ATP e consecutiva formacdo de adenosina, a qual medeia uma reacao
oposta, ou seja, anti-inflamatéria, o parasitismo é favorecido e a possibilidade de
sobrevivéncia torna-se maior, evidenciando a importancia da sinalizacdo purinérgica
para o parasito (GOUNARIS e SELKIK, 2005). Estas enzimas distinguem-se entre si,
principalmente no que diz respeito a especificidade por substrato (ZIMMERMANN,
1992; 2001) oferecendo desta forma, a possiblidade de serem exploradas como
potenciais alvos para o desenvolvimento de agentes antiparasitarios.

A ADA faz parte da sinalizacdo purinérgica, degradando adenosina em inosina
(FRANCO, 1997). Os efeitos anti-inflamatérios da adenosina extracelular, em
decorréncia da ligacdo a seus receptores especificos ja estdo bem estabelecidos. Com
relagdo a inosina, alguns estudos relataram sua ligagdo de maneira diferenciada a
receptores A, € Az da adenosina, 0 que acarreta distintos efeitos in vivo. A acdo
imunomodulatéria da inosina é consequéncia da ligacdo direta deste nucleosideo nos
receptores A, da adenosina (GOMEZ e SITKOVSKY, 2003; HASKO et al., 2004).
Marton e colaboradores (2001) constataram em seus experimentos os efeitos anti-
inflamatorios in vitro da inosina em mondcitos, neutréfilos e células epiteliais humanas,
pela supressdo de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a e 1L-8, assim como, pela
atenuacdo da producdo de superoxido em neutrofilos ativados. Na tricomonose 0s
neutrdfilos sdo as primeiras células de defesa recrutadas no sitio de infec¢do e o contato
com os trofozoitos de T. vaginalis estimulam a liberagdo pelos neutréfilos de IL-8, um
quimioatraente imune e de NO, um efetivo agente citotoxico (RYU et al., 2004;
FRASSON et al., 2012b). Estudos recentes relataram que adenosina e inosina em

contato com T. vaginalis diminuem a producdo de NO por neutréfilos humanos, o que
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indica o0 envolvimento das enzimas da cascata purinérgica, inclusive da ADA, no
processo inflamatorio gerado durante a infeccdo (WEIZENMANN et al., 2011;
FRASSON et al., 2012b).

Diante do contexto apresentado, primeiramente abordou-se nesta dissertacdo a
investigacdo da localizacdo celular da ADA em trofozoitos de T. vaginalis, através da
predicdo do sitio de localizacdo pelo programa PSORT II, utilizando a sequéncia de
aminoacidos de dois genes para ADA, em gque uma das sequéncias apresentou-se com
localizagdo indeterminada e a outra sequéncia apresentou-se com uma predicdo de 73,9
% no citoplasma. As predicGes apresentadas, em menor proporcdo, da enzima em
vactolos ou em vesiculas de secrecdo presentes em T. vaginalis, também devem ser
consideradas, pois podem indicar uma possivel relocalizagcdo da enzima na membrana
celular ou secrecdo para o meio extracelular. Corroborando com os resultados obtidos
na predicdo computacional, a imunolocalizacdo da ADA foi realizada através de
microscopia de fluorescéncia confocal, utilizando um anticorpo anti-adenosina
deaminase de rato. Os resultados obtidos com trofozoitos permeabilizados indicaram a
presenca de imunofluorescéncia na porc¢éo intracelular, sendo possivel assim, verificar a
localizacdo da ADA no meio citoplasmatico. Ainda, trofozoitos ndo permeabilizados
também apresentaram fluorescéncia, indiciando a presenca da enzima na membrana
plasmética do parasito. Em ambas as condicdes foi possivel a visualizacdo de pontos
especificos de fluorescéncia, inclusive na porcdo flagelar do protozoario, ndo
descartando assim, a hipdtese da enzima estar contida em vacuolos ou vesiculas.

Em um estudo recente da localizagdo da enzima arginina deaminase (ADI) em T.
vaginalis, trés sequéncias de amino&cidos foram utilizadas em anélises com o programa
PSORT Il e a predicdo computacional foi de 56 a 65 % hidrogenossomal para estas
sequéncias, sendo que esses resultados foram ao encontro da posterior imunolocalizacdo
da enzima nos hidrogenossomos, utilizando um anticorpo com hemaglutinina conjugada
na porcéo c-terminal (MORADA et al., 2011). Ainda, Vargas-Villarreal e colaboradores
(2003) identificaram a enzima fosfolipase-A, com fungdo hemolitica em T. vaginalis,
em vacuolos, vesiculas e hidrogenossomos apds fracionamento subcelular, estendendo
relatos anteriores de hemolise contato-dependente por parasitos intactos, o que indica
uma migracgdo da enzima para a membrana celular. Outros estudos também relatam que
as adesinas AP120, AP65, AP51 e AP33, envolvidas na adesdo do parasito as CEVs
apresentam homologia com as enzimas metabolicas, piruvato:ferredoxina

oxidorredutase, enzima malica e subunidades a- e - succinil-CoA sintetase,
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respectivamente. Estas adesinas sdo expressas por uma familia multigene e foram
identificadas e caracterizadas como proteinas multifuncionais, com func@es diferentes
dependendo da localizagdo. A relocalizacdo destas enzimas hidrogenossomais para a
superficie é sustentada pela hipdtese da autofagia hidrogenossomal, a qual ja foi
mostrada em uma destas enzimas, a PFO/AP120 (ALDERETE et al., 2001; MORENO-
BRITO et al., 2005; MEZA-CERVANTEZ et al., 2011). Levando em consideracdo 0s
estudos anteriores, a possibilidade da ADA estar localizada em mais que uma porgéo
celular ou estar sendo relocalizada ndo pode ser descartada, visto que, sua atividade ja
foi relatada tanto em trofozoitos lisados, quanto em trofozoitos intactos (MUNAGALA
e WANG; 2003; WEIZENMANN et al., 2011).

Estudos de localizagdo celular da ADA foram realizados em diferentes
organismos. Por imunohistoquimica a ADA foi encontrada principalmente nas fracdes
citoplasmaticas de diversas populacbes neuronais, em cérebro de varios mamiferos
como ratos, camundongos, cobaios e coelhos (YAMAMOTO et al., 1987). A presenca
da ADA na membrana celular, também chamada de ecto-ADA ¢ conhecida em células
do sistema nervoso, mondcitos, eritrocitos e linfocitos B e T (BIELAT e TRITSCH,
1989; FRANCO, 1997). Em peixes do tipo goldfish e zebrafish a ADA foi verificada
em porcdes de citoplasma e membrana celular (BERAUDI et al., 2003; ROSEMBERG
et al.,, 2008). Em parasitos, a presenca da ADA foi confirmada nos protozoarios
Trypanosoma evansi, Plasmodium lophurae, Plasmodium falciparum, no trematddeo
Fasciola gigantica, no nematoide Trichinella spiralis e em Hyalomma dromedarii, uma
espécie de carrapato de camelos (FRANCO et al.,, 1997; GOUNARIS, 2002;
MOHAMED, 2006; ALI, 2008; DOWNIE, 2008; SILVA et al., 2011). Porém, em
nenhum destes estudos a localizacdo celular desta enzima foi detectada, sendo inédito o
estudo apresentado nesta dissertacéo.

Com a finalidade de melhor compreender o efeito de nutrientes essenciais na
atividade da ADA, testes com limitacdo de soro e com diferentes fontes de ferro ou
limitacdo desde elemento foram realizados, utilizando isolados ATCC e clinicos frescos
provenientes de pacientes dos sexos feminino e masculino, a fim de avaliar uma
possivel heterogeinidade dos diferentes isolados sob as condi¢Bes propostas. Com
relacdo ao teste de limitacdo de soro, considerando que os trofozoitos de T. vaginalis
ndo realizam sintese de novo de nucleosideos puricos e que o soro adicionado ao meio
de cultura é uma fonte de moléculas importantes a sobrevivéncia dos trofozoitos,

principalmente de adenosina, foi observado o mesmo perfil em todos os isolados de T.
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vaginalis cultivados na condi¢do soro limitada, mantendo a atividade da ADA
semelhante ao controle. Este resultado vem de acordo com recentes testes realizados por
Frasson e colaboradores (2012a), que constataram um aumento da atividade das
enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, com maior hidrélise dos nucleotideos ATP,
ADP e AMP nos parasitos cultivados em soro a 1.0 % comparado ao grupo controle, o
que compensaria 0s niveis requeridos de adenosina, ndo modificando a atividade
enzimética da ADA.

Em relacdo aos experimentos realizados com o objetivo de verificar a influéncia
do ferro ou de sua privacdo na atividade da ADA, os trofozoitos de T. vaginalis foram
submetidos a diferentes condic¢des: i) controle, cultivados com meio TYM
suplementado com 10.0 % de soro bovino adulto; ii) baixa concentracdo de ferro,
utilizando o quelante bipiridil; iii) alta concentracéo de ferro, utilizando sulfato ferroso;
iv) hemoglobina, e; v) hemina, estes dois Gltimos tratamentos, como duas fontes de
ferro que estdo presentes no meio vaginal durante o percurso da infeccdo. Em um estudo
anterior do grupo de pesquisa, foi realizada a curva cinética de crescimento destes
isolados, sob as condi¢cbes mencionadas, constatando diferencas no perfil de
crescimento, onde as condi¢des que forneciam ferro (sulfato ferroso, hemoglobina e
hemina) sustentaram o crescimento dos isolados, com pico no nimero de trofozoitos em
24 h, similar ao controle. No entanto, na condicdo de baixa concentracdo de ferro,
observou-se reducdo no crescimento dos isolados, indicando assim a influéncia da
privacdo deste elemento no metabolismo dos trofozoitos (dados ndo publicados). No
que diz respeito a atividade da ADA, foi possivel verificar uma diminuicao significativa
no tratamento com baixa concentragédo de ferro e atividade parecida com a dos controles
nas demais condicdes, onde apds 24 h em contato com as fontes que forneciam ferro a
atividade foi reestabelecida. Este fendmeno vem ao encontro dos achados de Tasca e
colaboradores (2005), onde diferentes isolados de T. vaginalis, sob os tratamentos com
alta ou baixa oferta de ferro, ndo apresentaram alteracbes na atividade da enzima
NTPD-ase, porém, a enzima ecto-5’-nucleotidase apresentou atividade diminuida apés a
privacdo do ferro e inalterada apds tratamento com alta concentracdo deste cation. Em
um estudo similar, De Jesus e colaboradores (2006) verificaram a influéncia do ferro
nas enzimas ecto-ATPase e ecto-fosfatase, constatando a diminuicdo das atividades
enzimaticas na privacao de ferro e atividades reestabelecidas apds 24 h de tratamento
com altas concentragdes deste elemento. Nos dois estudos anteriores é evidente que a

hidrolise de nucleotideos esta diminuida quando o ferro é escasso e por consequéncia, a
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oferta de adenosina extracelular € menor. A diminuicdo da deaminacédo da adenosina a
inosina, pela menor atividade da ADA sob baixas concentracdes de ferro, constatada
nesta dissertagdo, corrobora com os achados anteriores, considerando que a adenosina e
rapidamente recaptada por ser o precursor de todo o pool de nucleotideos puricos em T.
vaginalis (HARRIS et al., 1988; MUNAGALA e WANG, 2003). Neste contexto, o
ferro pode atuar como um modulador da atividade das enzimas que hidrolizam
nucleotideos e nucleosideos paricos.

Na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido na diminuicdo da atividade da
ADA perante o cultivo com limitacdo de ferro, o controle transcricional da enzima foi
avaliado através da andlise da expressdo génica de duas sequéncias correspondentes
encontradas no genoma do parasito. Em todos os isolados utilizados a limitagdo de ferro
foi capaz de regular a nivel transcricional a expresséo da ADA, promovendo
surpreendentemente um aumento dos niveis de RNA mensageiro. O conceito de que a
quantidade de RNA mensageiro deve ser proporcional a atividade enzimatica vem
mostrando-se divergente com o avanco de pesquisas inovadoras, principalmente nas
areas de protedmica e de sequenciamento do DNA. Dados atuais demonstram que tanto
em bactérias, quanto em eucariotos, aproximadamente 40 % da quantidade de proteina
produzida é relacionada aos valores de RNA mensageiro encontrados, porém, nos 60 %
restantes, 0 RNA mesageiro sofre regulacdo poés-transcricional, que pode incluir: i)
interferéncias durante a traducdo, pela acdo de proteinas que se ligam ao RNA (RNA-
binding) ou do RNA de interferéncia (miRNA), ou ainda; ii) degradacdo da proteina
traduzida, por outras proteinas (VOGEL e MARCOTTE, 2012). Estudos envolvendo
fungos e bactérias constataram que os niveis de RNA mensageiro e de proteina,
sofreram regulacdo pds-transcricional em resposta a perturbacdo em situacbes de
estresse oxidativo e osmolaridade (LEE et al., 2011; VOGEL et al., 2011). A falta de
ferro no meio de cultivo faz com que os trofozoitos de T. vaginalis encontrem-se em
uma situacdo de estresse, sendo possivel desta forma, justificar a relacdo
transcri¢do/atividade da enzima ADA.

Ademais, diversos autores relataram que a falta ou excesso de ferro podem
modular a expressao génica de adesinas, proteinas imunogeénicas, cisteinoproteinases e
proteinas metabdlicas hidrogenossomais em T. vaginalis (TORRES-ROMERO e
ARROYO, 2009). Em um estudo proteémico focado em trofozoitos de T. vaginalis
cultivados em altas ou baixas concentragdes de ferro, alteragcdes no perfil do proteoma

foram constatadas. Por espectrometria de massas, 600 - 640 pontos foram detectados
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em géis com amostras obtidas a partir de trofozoitos cultivados em alta concentracao de
ferro e 540 - 570 pontos foram encontrados nas amostras cultivadas em baixas
concentragfes. Entre as proteinas expressas por parasitos submetidos a esta Gltima
condicdo, 12 aprentaram-se com expressdo aumentada, 19 com expressdo diminuida e
11 com expressao abolida (DE JESUS et al., 2007). O aumento da transcricdo e a
diminuicdo da atividade da ADA em decorréncia da privacdo de ferro demostrados,
reforcam a hipétese que este elemento pode modular a atividade das enzimas envolvidas
na sinalizacdo purinérgica, ja que o ambiente vaginal esta sob constantes mudancas e 0s
niveis de ferro neste local sofrem influéncia do ciclo menstrual, em que estas enzimas
dependem de uma precisa regulacdo da expressdo génica para rapidas adaptacdes ao
meio ambiente e desenvolvimento de mudancas para garantir a sobrevivéncia do
parasito (FIGUERO-ANGULO et al., 2012).

Finalmente, a abordagem desta dissertacdo permitiu a avaliacdo de importantes
aspectos da enzima ADA, que colaboram para o melhor entendimento do sistema
purinérgico em T. vaginalis. No mundo, varios grupos de pesquisa investigam o sistema
purinérgico em protozodarios, porém existem poucos relatos sobre a caracterizacdo da
ADA nestes organismos e nunca antes foi descrito a localizacdo celular ou influéncia
das concentragdes de nutrientes na atividade enzimatica. Desta forma, os achados aqui
apresentados trazem contribuicdes inéditas sobre o metabolismo dos nucleotideos e
nucleosideos extracelulares de T. vaginalis, com a investigacdo de um sistema
bioquimico que colabora com o estabelecimento e manutencdo da infeccdo e

consequente sobrevivéncia de T. vaginalis.
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V. Conclusoes Gerais







Os resultados obtidos durante o desenvolvimento desta dissertagdo permitem as

seguintes conclusoes:

e EmT. vaginalis, a localizacdo da ADA, verificada por predi¢cdo computacional e

por imunofluorescéncia, foi demonstrada no citoplasma e na membrana celular;

e O cultivo de T. vaginalis em uma condi¢do de limitacdo de soro bovino, com
diminuida oferta de nutrientes, principalmente adenosina, ndo influenciou na
atividade da ADA;

e A limitacdo de ferro durante o cultivo através do tratamento com o quelante de
ferro bipiridil diminuiu a atividade enzimética da ADA e aumentou a expressao

génica da enzima, indicando assim a modulacdo enzimatica exercida pelo ferro;

e A enzima ADA, juntamente com as outras enzimas que compdem a cascata
purinérgica, NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, podem ser consideradas em T.
vaginais potenciais alvos terapéuticos para o desenvolvimento racional de novos

farmacos para o tratamento da tricomonose.
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V1. Perspectivas







A continuidade dos estudos acerca do envolvimento da enzima ADA na
sinalizacdo purinérgica durante a infeccdo por T. vaginalis permite algumas

perspectivas:

e Realizacdo de fracionamento subcelular de T. vaginalis com aplicacdo de
técnicas de HPLC, imunoblotting e ELISA nas fragdes obtidas para confirmar os

achados de localizacéo da predicdo computacional e de imunofluorescéncia;

e Andlise da atividade enzimaética e expressdo génica da ADA em trofozoitos de T.

vaginalis tratados com outros quelantes de ferro, como a ferrozina;

e Avaliacdo da citotoxicidade dos trofozoitos de T. vaginalis as células epiteliais

vaginais apds tratamento com bipiridil e ferrozina (quelantes de ferro).
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