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RESUMO

Trichomonas vaginalis é o0 agente etioldgico da doenca sexualmente
transmissivel ndo viral mais comum no mundo, sendo registrados aproximadamente
276 milhdes de novos casos de tricomonose a cada ano. O estabelecimento da infec¢éo
se deve principalmente a capacidade de adesdo do parasito as células epiteliais
vaginais, cervicais ou de prostata, seguida pela intensa reacdo inflamatéria, resultado
da infiltragdo de neutrofilos no sitio da infeccdo. Nucleotideos e nucleosideos,
especialmente ATP e adenosina, sdo liberados para o espago extracelular por células
em situacdes de estresse ou injdria tecidual e desenvolvem seus efeitos sinalizadores
atraves da ativacdo de purinoceptores. Ainda, as ectonucleotidases, NTPDase e ecto-
5’-nucleotidase, sdo capazes de hidrolisar os nucleotideos gerando adenosina e
finalmente, a enzima adenosina deaminase (ADA) é responsavel pela conversdo de
adenosina em inosina. A expressdo génica de cinco NTPDases putativas presentes no
genoma de T. vaginalis foram investigadas, assim como o envolvimento da sinaliza¢do
purinérgica na relacdo parasito-hospedeiro. Nossos resultados mostraram que
diferentes isolados de T. vaginalis expressam os genes TVNTPDasel, 2, 3, 4 e 5, sendo
observado o maior numero de transcritos para TvNTPDasel, 2 e 4. A sequéncia
preditiva de aminoacidos revelou a presenca das cinco regides conservadas da apirase,
dominios transmembrana, sitios de fosforilacdo, peptideos sinais e 0s provaveis sitios
ativos da enzima. A andlise filogenética demonstrou maior similaridade das
TvNTPDases com as formas intracelulares da enzima, como as NTPDases 4 e 7
humanas e a de Saccharomyces cerevisiae. Além disso, a restricdo de soro promoveu
aumento significativo da atividade da NTPDase de T. vaginalis, no entanto sem
corresponder com 0 aumento de expressdo génica de determinada(s) sequéncia(s).
Quanto a participacdo da sinalizacdo purinérgica na resposta inflamatoria de células do
hospedeiro frente ao parasito, foram utilizados como modelos celulares as células
epiteliais vaginais (HMVII), cervicais (HelLa) e neutrofilos humanos. As linhagens

HMVII e HeLa mostraram expressar todos os subtipos de receptores P1, P2X e P2Y e
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os diferentes isolados de T. vaginalis, que foram cocultivados com as células,
mostraram hidrolisar eficientemente os nucleotideos ATP, ADP e AMP. Ainda, 0
isolado clinico fresco TV-LACMG6 foi o Unico a apresentar elevada citotoxicidade
frente as células epiteliais vaginais e cervicais, no entanto ndo foi detectado aumento
da liberacdo de ATP pelas células ap6s o cocultivo, provavelmente devido a alta
atividade da enzima NTPDase observada nesse isolado. Os trofozoitos de T. vaginalis
ndo foram capazes de aumentar a producdo de IL-8 e IL-6 pelas linhagens HMVII e
Hela, e apenas os isolados ATCC30236 e TV-LACM®6 causaram aumento na secregédo
da citocina MIP-3a. pelas células epiteliais cervicais. Finalmente, o nucleotideo ATP e
0 nucleosideo adenosina ndo modularam a producdo dos mediadores inflamatérios
investigados. Em relacdo aos neutréfilos, estes mostraram aumentar a producéo de
especies reativas de oxigénio (ERO) e IL-8 apos incubacdo com os trofozoitos de T.
vaginalis. Os nucleotideos e nucleosideos da adenina e guanina ndo produziram efeito
na producdo de ERO e IL-8; no entanto, quando o nucleosideo adenosina foi incubado
junto com o inibidor da enzima ADA (EHNA) observou-se uma reducdo significativa
da producdo de ERO e IL-8 pelos neutrofilos, devido a inibicdo da ADA e
consequentemente, ao aumento da concentracdo de adenosina disponivel no meio
extracelular. Os nossos resultados indicaram a ativacao do receptor Al dos neutréfilos
nessa condicdo. O conjunto de dados aqui obtidos contribuiu para uma melhor
caracterizacdo da familia de enzimas NTPDases de T. vaginalis assim como para um
maior conhecimento acerca da influéncia da sinalizagdo purinérgica na relagéo

parasito-hospedeiro.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, sinalizacdo purinérgica, NTPDase, células

epiteliais vaginais, células epiteliais cervicais, neutréfilos, adenosina.
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ABSTRACT

Gene Expression of Five Putative Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolases
(NTPDases) in Trichomonas vaginalis and Participation of Purinergic Signaling on

Host-Parasite Relationship

Trichomonas vaginalis is the agent of the most common non-viral sexually
transmitted disease worldwide, causing 276.4 million new cases a year. The
establishment of the infection is closely related to the parasite ability to adhere to
vaginal, cervical and prostate epithelial cells, followed by an intense inflammatory
response as result of neutrophil infiltration. Nucleotides and nucleosides, mainly ATP
and adenosine, are released into the extracellular space by cells under stress or injury
and they exert their signaling effects through activation of the purinoceptors.
Moreover, the ectonucleotidases, NTPDase and ecto-5'-nucleotidase, are capable of
hydrolyzing the nucleotides producing adenosine and finally, the adenosine deaminase
(ADA) is responsible for the conversion of adenosine to inosine. We investigated the
gene expression of five putative NTPDases found in T. vaginalis genome as well as
the involvement of purinergic signaling on the host-parasite relationship. Our results
showed that different T. vaginalis isolates are able to express TVNTPDasel, 2, 3, 4 and
5 and that TYNTPDasel, 2 and 4 are the most expressed genes. Predictive amino acid
sequence revealed the presence of the five apyrase conserved regions, transmembrane
domains, phosphorylation sites, signal peptides and the active sites. Phylogenetic
analysis showed that TvNTPDases share more similarity with the intracellular
enzymes, such as human NTPDase 4 and 7 and Saccharomyces cerevisiae NTPDase.
In addition, the serum limitation caused a significant increase in NTPDase activity, but
without association with the gene expression of a specific TVNTPDase sequence.
Regarding the participation of purinergic signaling on the inflammatory responses
against the parasite, the vaginal (HMVII) and cervical (HeLa) epithelial cells and the

human neutrophils were used as cellular models. HMVII and HeLa cell lines showed
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to express all subtypes of P1, P2X and P2Y receptors and the different T. vaginalis
isolates, which were co-cultured with the cells, showed to hydrolyze efficiently ATP,
ADP and AMP. Furthermore, only the fresh clinical isolate, TV-LACMG6, caused a
profound cytotoxicity against the vaginal and cervical epithelial cells. Interestingly, it
was not detected an increase in ATP release by the cells after cocultivation, probably
due to the high NTPDase activity dislplayed by TV-LACMBG6 isolate. The T. vaginalis
trophozoites were not able to increase the production of IL-8 and IL-6 by HMVII and
HeLa cells and only ATCC30236 and TV-LACMG6 isolates enhanced MIP-3a
secretion by the cervical epithelial cells. Finally, neither ATP nor adenosine has
modulated the production of the inflammatory mediators here investigated.
Considering the neutrophils, T. vaginalis stimulated the production of reactive oxygen
species (ROS) and IL-8 by these immune cells and both adenine as guanine
nucleotides and nucleosides did not cause any effect on ROS and IL-8 levels.
However, when adenosine was incubated with an ADA inhibitor (EHNA) we observed
a significant reduction of ROS and IL-8 production by neutrophils, due to inhibition of
ADA with a subsequent increase of adenosine concentration in the extracellular
milieu. . Our results suggested the participation of Al receptor in this condition. The
data set obtained in this study contributed to the characterization of T. vaginalis
NTPDases family as well as to a better understanding of the influence of purinergic

signaling on host-parasite relationship.

Keywords: Trichomonas vaginalis, purinergic signaling, NTPDase, vaginal epithelial

cells, cervical epithelial cells, neutrophils, adenosine.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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DAMPs: Padrées Moleculares Associados ao Dano
E-NTPDase: Ectonucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase
ADA: Adenosina Deaminase

HIBS: Heat-Inactivated Bovine Serum

PMNL: Polimorfonuclear

XV






SUMARIO

PARTE I

L INEFOAUGAD. ... e 14
[.1. Trichomonas vaginaliS.........cccucuiviiiiieiie s 15
1.1.1. Aspectos Morfoldgicos e MetabOlicos..........cccccveeviiiceic e, 15
1.1.2. Aspectos Genéticos e MOIecUlares...........couveieinenine s, 18
1.2, TTICOMONOSE. ... .eiutieitieitie it et ete ettt et ettt et sr e er e er e e e e teensee e 19
I. 3. Relagdo Parasito-HOSPEdEir0........ccccvvvviiviiiesie e 23
I. 3. 1. Mecanismos de PatogeniCidade...........ccoovereeiieiiiiieirieiie e 23
[ 3. 2. IMUNIJAE. ... 25
I. 4. SIStEMA PUFMNAIGICO. ....oiiiiiieie e e 27
1.5, ODJEUIVOS. ...ttt et e e 37
PARTE Il

I Artigo CIentifICOS......civiiiiie e 40

I1.1. CAPITULO 1 - Amanda Piccoli Frasson, Odelta dos Santos, Lucia

Collares Meirelles, Alexandre José Macedo, Tiana Tasca. Five Putative

Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolases (NTPDases) genes are
expressed in Trichomonas vaginalis. Manuscrito submetido ao periodico

Parasitology RESEArCN..........ccccvoiiiiice e s 41

[1.2. CAPITULO 2 - Amanda Piccoli Frasson, Lucia Collares Meirelles,

Gustavo Krumel Goelzer, Solange Cristina Garcia, Tiana Tasca.

Participation of Purinergic Signaling on Trichomonas vaginalis-Host
Relationship. Manuscrito a ser submetido ao periodico Microbes and

9] =11 (0] PR TRTTR R RRRRRRRRRON 70

XVl



11.3. CAPITULO 3 - Amanda Piccoli Frasson, Camila Braz Menezes,

Gustavo Krumel Goelzer, Solange Cristina Garcia, Alexandre José

Macedo, Tiana Tasca. Increased Bioavailability of Adenosine due to
Adenosine Deaminase Inhibition Leads to Reduction of Reactive Oxygen
Species (ROS) and Interleukin-8 (IL-8) Production by Neutrophils

Stimulated with Trichomonas vaginalis. Manuscrito a ser submetido ao

periddico Purinergic Signalling..........cccocoviiiiie i 99
PARTE IlI

HIL. 1. DISCUSSA0 GIAL.... . oottt e e e e e e e e s eaeaeeenenens 129
L1, 2. CONCIUSOES GBI AUS. ... . eeeeee et 142
1. 3. PEISPECTIVAS. .. .ot 145
LEL, 4. RO O EINCIAS. . ceeveveeee ettt e et e e et et e e e eeeeeee e eeeeeeee e ereeeesseseeesennns 147
LEL, B ANEXO. e e 158

Xvili



PARTE |






l. Introducéo






I.1. Trichomonas vaginalis

1.1.1. Aspectos Morfoldgicos e Metabdlicos

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado parasita do trato urogenital
humano e agente etioldgico da doenca sexualmente transmissivel (DST) tricomonose.
O organismo foi descrito pela primeira vez por Donné, em 1836, ao isola-lo de uma
paciente com vaginite. O protozoario € membro da classe Parabasalia, a qual pertence
ao subgrupo Excavata, uma categoria filogenética de eucariotos unicelulares que
também inclui parasitos dos géneros Trypanosoma e Giardia (CAVALIER-SMITH,
2002).

O patdgeno T. vaginalis trata-se do tricomonadideo mais amplamente estudado
e pode ser cultivado tanto em condicdes aerobicas quanto anaerdbicas. O parasito, que
apresenta apenas o estagio trofozoitico (Figura 1), tende a alterar sua morfologia de
acordo com as condi¢cGes ambientais em que se encontra; em culturas axénicas sua
forma é tipicamente piriforme e uniforme, enquanto in vivo apresenta-se ameboide
aderido as células epiteliais vaginais (ARROYO et al., 1993). O trofozoito, cujo
tamanho médio é de 10 um de comprimento e 7,0 um de largura, possui cinco flagelos
sendo quatro deles localizados na regido anterior, enquanto 0 quinto se projeta para a
regido posterior fazendo contato com o corpo celular e formando a membrana
ondulante. Os flagelos, junto com a membrana ondulante, sdo 0s responsaveis pela
caracteristica motilidade dos trofozoitos (BENCHIMOL, 2004).

Uma importante organela que merece destaque em T. vaginalis € o
hidrogenossomo. Considerando a auséncia de mitocondrias e peroxissomos, 0S
hidrogenossomos séo estruturas Unicas, envoltas por uma dupla membrana, que
apresentam elevada atividade enzimatica e assumem a funcdo de sintese de ATP. Estas
organelas ndo contém citocromos, enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e DNA,

mas degradam carboidratos e produzem hidrogénio molecular através de um grupo de
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proteina-[Fe-S], ferredoxinas e [Fe]-hidrogenases (MULLER, 1993; KULDA, 1999;
SUTAK et al., 2004). O fato do parasito ndo apresentar mitocondrias o torna um

importante modelo para estudos fisioldgicos e de biologia celular.

MO

Figura 1. Aspectos morfologicos de Trichomonas vaginalis. AX (axdéstilo), CP (corpo
parabasal), FA (flagelo anterior livre), H (hidrogenossomo), MO (membrana ondulante), N

(nucleo).

Em relacdo ao metabolismo e a aquisicdo de nutrientes, T. vaginalis revela
caracteristicas distintas de outros eucariotos e mostra-se dependente de um grande
numero de metabdlitos pré-formados, demonstrando a auséncia de importantes vias
biossintéticas. O parasito € incapaz de sintetizar de novo diversas macromoléculas,
particularmente, purinas, pirimidinas e lipidios, incluindo o colesterol. Nestes casos, 0S
nutrientes sdo adquiridos a partir de secre¢fes vaginais e através da fagocitose de
células bacterianas e do hospedeiro (PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007).

Quanto ao metabolismo dos nucleotideos, T. vaginalis € auxotrofico de purinas
e pirimidinas dependendo assim, das vias de salvacdo. A salvacdo de pirimidinas é
mediada por fosforibosiltransferases e nucleosideo cinases, enquanto no caso das
purinas atuam fosforilases e cinases (HEYWORTH et al., 1982; 1984). Mais
especificamente, a via de salvacdo das purinas consiste em uma rota simplificada de
duas enzimas: a purina nucleosideo fosforilase (PNP, do inglés Purine Nucleoside

Phosphorylase), a qual catalisa a interconversdo entre bases pdricas e nucleosideos, e a
24



purina nucleosideo cinase (PNK, do inglés Purine Nucleoside Kinase) que converte
nucleosideos em nucleotideos (Figura 2). O parasito depende da acdo sequencial destas
duas enzimas para incorporar adenina ou guanina ao pool de nucleotideos, ou ainda,
no caso de disponibilidade de adenosina ou guanosina exdgena, estas podem ser
convertidas diretamente aos seus nucleotideos pela acdo da PNK somente. Ainda, T.
vaginalis ndo incorpora hipoxantina ou inosina aos seus nucleotideos e de forma
importante, Munagala e Wang (2003) demonstraram que somente adenina, mas nao
guanina ou hipoxantina, é capaz de suportar o crescimento in vitro dos parasitos. Esta
observacdo leva a identificacdo de um esquema de salvacao de purinas onde a adenina
externa pode ser convertida tanto a nucleotideos da adenina ou guanina atraves de uma
prévia conversdo a adenosina. Com base nesse estudo, a adenosina pode ser
considerada o precursor de todos os nucleotideos pdricos em T. vaginalis. A
recaptacdo dos nucleosideos adenosina, guanosina e uridina € mediada por dois
distintos transportadores; enquanto o primeiro apresenta um sitio de ligacdo para
nucleosideos pirimidicos e adenosina, e ainda um sitio especifico para nucleosideos
puricos, o segundo carreador é capaz de acomodar adenosina e uridina e, em um sitio
distinto, guanosina (HARRIS et al., 1988).

e @ ATP Citoplasma T. vaginalis GTP
ADP GDP
I IMPdesidrogenase GMP sintetase I
ANP mp ——— g P
| PNK | PNK
)} (
- AR I PNK ,

)~ Adenosina

—— Inosina Guanosina

Adenosina Adenina NS~ Guanina Guanosina

Meio extracelular

Figura 2. Esquema das vias de salvacao de purinas em T. vaginalis. PNP: purina nucleosideo
fosforilase, PNK: purina nucleosideo cinase, ADA: adenosina deaminase. Adaptado de

Munagala e Wang, 2003.
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1.1.2. Aspectos Geneticos e Moleculares

Desde a publicagédo do genoma de T. vaginalis (CARLTON et al., 2007), uma
nova abordagem tem sido possivel acerca de tdpicos essenciais do parasito como,
diversidade genética, estrutura de populacGes, mecanismos de patogenicidade e
interagdes parasito-microbiota. A sequéncia gendmica, obtida a partir do isolado G3 de
T. vaginalis, mostra-se altamente fragmentada, com aproximadamente 160 Mb —
genoma este muito maior que de outros conhecidos protozoarios como Entamoeba
(~20 Mb), Plasmodium (~25 Mb) e Toxoplasma (~63 Mb) (CONRAD et al., 2013). A
anotacdo original identificou aproximadamente 60.000 potenciais genes codificadores
de proteinas, os quais reduziram para aproximadamente 46.000 devido a retirada de
genes fragmentados (SMITH e JOHNSON, 2011). O genoma ainda contém 1100
genes de RNA ribossomais e pelo menos 14.390 open reading frames (ORFs)
transponiveis ou virais organizados em seis cromossomos (CARLTON et al., 2007). A
grande redundancia de genes anotados € justificada devido a desconhecidas
duplicacdes ocorridas no genoma. Aproximadamente 65% deste &€ composto por
familias altamente homogéneas e repetitivas, incluindo elementos virus-like,
transposon-like e retrotransposon-like. Além disso, a presenca de familias génicas
expandidas, tais como: 927 genes para proteinas cinases, 328 para GTPases e 48 para
cisteina peptidases, colaboram para a grande quantidade de genes codificadores de
proteinas (SMITH e JOHNSON, 2011). Cabe ainda aqui salientar que a expanséo de
certas familias génicas nédo tem sido considerada acontecer de maneira randémica, mas
sim, baseada nos genes que parecem favorecer a sobrevivéncia de T. vaginalis
(CARLTON et al., 2007).

Comparando-se o numero de publicacbes e projetos relacionados a gendmica,
protedbmica e transcriptdmica de T. vaginalis com outros parasitos, como 0s do género
Plasmodium, por exemplo, observa-se uma grande escassez de estudos. Entretanto,
devido a uma maior facilidade de acesso a técnicas de sequenciamento, as analises
transcriptdmicas e protedmicas tém sido crescentes e provém valiosas informacgdes
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sobre os perfis de expressdo de milhares de genes e proteinas (CONRAD et al., 2013;
LAND e WRISCHNIK, 2013). O emprego de tecnologias como a identificacdo
multidimensional de proteinas (MuDPiT), espectrometria de massas (MS) e
eletroforese em gel 2D combinada com MS, possibilita a realizagcdo de importantes
estudos protebmicos que contribuem, por exemplo, para 0 aumento de confirmagoes
de proteinas hipotéticas - as quais constituem aproximadamente 86% das proteinas
preditas a serem codificadas pelo genoma de T. vaginalis. Além disso, analises
protedbmicas permitem a investigacdo de diferencas entre as infecgOes presentes em
mulheres e homens, assim como, entre aquelas sintomaticas e assintomaticas
(CONRAD et al., 2013).

Estudos moleculares também tém sido conduzidos com o objetivo de identificar
diversidade genética, estrutura de populacdes e tracar correlagcbes entre fendtipos
clinicos relevantes e aspectos genéticos (LAND e WRISCHNIK, 2013). Neste sentido,
um extenso painel de marcadores moleculares (microssatélites e SNPs, do inglés single
nucleotide polymorphisms) foi desenvolvido para avaliar variacdo génica e, através
destas técnicas, tem-se sugerido a existéncia de dois “tipos” génicos de T. vaginalis.
Os tipos 1 e 2 parecem estar distribuidos em propor¢des semelhantes no mundo, mas
apresentam diferencas significativas em relacdo a presenca ou ndo de virus de fita
dupla de RNA (TVVs) e a sensibilidade ao farmaco metronidazol (CORNELIUS et
al., 2012). Desta maneira, estes marcadores podem ser utilizados em estudos
epidemioldgicos para diferenciar novas infeccdes, re-infecgbes e infeccbes com

gendtipos mistos.

I. 2. Tricomonose

A tricomonose, infeccdo causada por T. vaginalis, trata-se da doenca
sexualmente transmitida (DST) de origem néo viral mais frequente no mundo. Os
dados mais recentes publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam

uma incidéncia de 276,4 milhdes de novos casos por ano, 0 que representa mais do que
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a soma dos casos reportados de infec¢des causadas por Chlamydia trachomatis (105,7
milhBes), Neisseria gonorrhoeae (106,1 milhdes) e sifilis (10,6 milhdes) no mesmo
periodo (WHO, 2012). Ao contrario de outras DSTs que predominantemente ocorrem
em adolescentes e jovens adultos, a prevaléncia de tricomonose € uniformemente
distribuida entre mulheres e homens sexualmente ativos de todas as faixas etarias
(MUSNY e SCHWEBKE, 2013).

O parasito T. vaginalis afeta o epitélio escamoso do trato genital e provoca
maiores consequéncias em mulheres (LEHKER e ALDERETE, 2000). A infec¢do em
pacientes do sexo feminino apresenta um amplo espectro de sintomas, podendo variar
de um quadro assintomatico (entre 25% e 80% dos casos) até um estagio de vaginite
aguda. Os sinais inflamatdrios cléassicos s&o: corrimento vaginal (tipicamente
espumoso de coloragdo amarelo-esverdeada), irritagdo, prurido vulvar, edema e
eritema vaginal. Menos frequentemente também se relata dor abdominal, disuria e a
presenca de pequenos pontos hemorragicos na mucosa da ectocérvice, sinal que recebe
0 nome de colpitis macularis ou cervice com aspecto de morango (PETRIN et al.,
1998; SCHWEBKE e BURGESS, 2004; POOLE e MCCLELLAND, 2013).

Diferentemente do acima descrito para mulheres, o panorama da infeccdo no
sexo masculino € menos caracterizado. Em geral, a infeccdo é autolimitada e
assintomatica, tornando os homens potenciais carreadores do parasito. Entretanto,
sabe-se que a tricomonose é uma reconhecida causa de uretrite ndo gonococica, que
pode vir acompanhada de secrecéo clara ou mucupurulenta, disuria e leve sensacéo de
prurido ou queimacdo apos a relacdo sexual (PETRIN et al., 1998). Além disso,
existem relatos de associacdo com prostatite, epididimite e infertilidade (KRIEGER et
al., 1993).

Além dos sinais e sintomas aqui ja descritos, a tricomonose é considerada um
importante problema de salde publica em virtude das complicaces a ela relacionadas.
Endometrite, adnexite, piossalpinge e associa¢do positiva com vaginose bacteriana sao

algumas das comorbidades ligadas a infec¢do por T. vaginalis (FICHOROVA, 2009).
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Além disso, a tricomonose também pode implicar em consequéncias mais graves,
como complicacbes na gravidez (KLEBANOFF et al.,, 2001), infertilidade
(GOLDSTEIN et al., 1993), predisposicdo ao cancer cervical (VIIKKI et al.,
2000), doenca inflamatoria pélvica (CHERPES et al., 2006), parto prematuro e
baixo peso de recém-nascidos (COTCH et al., 1991; 1997). Recentemente, foi
demonstrado que a tricomonose também estd associada a tipos de cancer de prostata
agressivos (SUTCLIFFE, 2010). De maneira muito relevante, a doenga também atua
como um cofator para transmissdo e aquisi¢do do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Estudos demonstram que a tricomonose aumenta em duas vezes o risco de
transmissdo do virus (SORVILLO et al., 2001) e ainda, que 23% das infec¢cdes por
HIV em mulheres sdo diretamente atribuidas ao T. vaginalis (QUINLIVAN et al.,
2012). Diversos sdo 0S possiveis mecanismos responsaveis por esse aumento na
suscetibilidade ao HIV, incluindo as alterac6es causadas pelo processo inflamatorio, a
ruptura de barreiras mecanicas e 0 comprometimento das respostas imunes. A
tricomonose geralmente desencadeia uma agressiva resposta celular local com
inflamacdo do epitélio vaginal, exocérvice ou uretra. Tambem promove a alteracédo da
microbiota e do pH normal, produzindo um ambiente propicio para o virus atravessar a
mucosa e 0 epitélio cervicovaginal, e finalmente infectar o sistema imune do
hospedeiro (KISSINGER e ADAMSKI, 2013).

Apesar da infeccdo por T. vaginalis apresentar uma ampla variedade de
sintomas, estes sdo semelhantes aos de outras DSTs e por isso, hdo podem ser usados
para o diagnostico definitivo. Assim, o diagnostico laboratorial é fundamental para a
escolha do tratamento adequado e para o controle da infeccdo (PETRIN et al., 1998).
O método mais frequentemente utilizado é o exame microscopico a fresco realizado a
partir de secrecdo vaginal ou uretral, no entanto, a sensibilidade do teste é de apenas
60% e pode ainda ser menor no caso de pacientes assintomaticos (SCHWEBKE e
BURGESS, 2004; MUSNY e SCHWEBKE, 2013). O padrdo ouro para o diagndstico
€ 0 método cultural, o qual requer apenas 300 - 500 tricomonas/ml para o inéculo

inicial e encontra-se comercialmente disponivel (PETRIN et al, 1998). Outras técnicas
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diagnosticas tém sido desenvolvidas para detectar o parasito, como ensaios
imunoenzimaticos e testes de amplificacdo de &cidos nucleicos. Diversos testes de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido validados em pacientes sintomaticos e
assintomaticos apresentando alta sensibilidade e especificidade. Além destas
vantagens, estes ensaios também possibilitam o uso de multiplas amostras incluindo

urina, swabs de raspados vaginais e endocervicais (HOBBS e SENA, 2013).

O tratamento da tricomonose é baseado no uso de farmacos do grupo dos 5-
nitroimidazdis desde a década de 1960. Ainda hoje, as duas opgOes terapéuticas de
escolha e aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration, USA) sao
pertencentes a este grupo: o metronidazol e o tinidazol (Figura 3). O metronidazol é
um composto com um grupamento nitro na quinta posicdo do anel imidazélico,
derivado do antibiotico azitromicina (HELMS et al., 2008; HARP e CHOWDHURY,
2011). Como uma molécula inativa, 0 metronidazol penetra no parasito através de
difusdo passiva e € entdo ativado nos hidrogenossomos; o grupamento nitro € reduzido
anaerobicamente pela enzima piruvato-ferredoxina oOxido redutase (PFOR) e os
radicais nitro formados sdo citotdxicos, levando a quebra das fitas de DNA e
consequentemente a morte dos trofozoitos (LLOYD e KRISTENSEN, 1985; SECOR,
2012). O tinidazol pertence a segunda geracdo dos 5-nitroimidazois e exibe uma maior
capacidade de penetrar no trato reprodutivo masculino, além de causar menos efeitos
adversos do que o metronidazol. Entretanto, devido a estrutura quimica semelhante
dos dois compostos e a falta de outros recursos terapéuticos, o tratamento torna-se
bastante dificil em casos de isolados resistentes aos 5-nitroimidazéis (HARP e
CHOWDHURY, 2011; SECOR, 2012).

Infelizmente, a problematica acerca de isolados resistentes aos 5-nitroimidazois
é crescente, atingindo cerca de 9,6% dos casos reportados de tricomonose
(SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). Os mecanismos de resisténcia ainda ndo estao
claramente elucidados, mas parecem estar relacionados a uma diminuigcdo ou auséncia
da atividade e expressdo das enzimas piruvato-ferredoxina Oxido redutase e

hidrogenase (KULDA, 1999). Paralelo ao problema da resisténcia encontram-se 0S
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casos de pacientes alérgicos ao metronidazol e ao tinidazol, além daqueles que
desenvolvem efeitos adversos (nausea e tontura atingem até 12% dos pacientes) apds o
uso dos mesmos (CROWELL et al.,, 2003). Dessa forma, torna-se evidente a
necessidade de investigagdo de aspectos bioquimicos do parasito, que sdo de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novos farmacos, busca de novos

alvos e de moléculas com atividade especifica contra T. vaginalis.

CH,CH,0H CH,CH,S0,CH,CH3
N N
HsC NO, HsC NO,
N / N /
Metronidazol Tinidazol

Figura 3. Férmulas estruturais dos farmacos metronidazol e tinidazol

I. 3. Relacéo Parasito-Hospedeiro

I. 3. 1. Mecanismos de Patogenicidade

O sucesso da colonizacdo da mucosa do trato urogenital e a manutencdo da
infeccdo por T. vaginalis sdo favorecidos pela existéncia de multiplos mecanismos de
viruléncia que atuam em conjunto, incluindo i) a ligacdo e degradacdo dos
componentes da matriz extracelular (ECM), ii) a adesdo e citotoxicidade as celulas
epiteliais vaginais (VECs), cervicais e prostaticas, iii) a fagocitose de micro-
organismos vaginais (bactérias, virus, leveduras) e de células hospedeiras (VECs,
eritrocitos, espermatozoides), iv) o controle e destruicdo de células imunes
(especialmente neutréfilos e macrofagos) por inducdo de apoptose, v) a endocitose de
proteinas do hospedeiro e a degradacdo de proteinas do sistema complemento e vi) o
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mimetismo molecular com proteinas do hospedeiro (FIGUEROA-ANGULO et al.,
2012).

A citoaderéncia do parasito a mucosa do trato urogenital é um pré-requisito para
0 estabelecimento e manutencdo da infeccdo. Este processo é bastante complexo e
envolve moléculas de superficie como: adesinas, glicoconjugados, proteinas do
citoesqueleto, receptores para as proteinas da matriz extracelular (laminina,
fibronectina e colageno) e sinais de tradugio (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).
Um dos mais bem estudados componentes da membrana do parasito que parece mediar
a adesdo € o lipofosfoglicano (TVLPG). O TvLPG € o componente mais abundante
do glicocélix de T. vaginalis e promove a interacdo parasito-VECs através da ligacao
ao receptor galectina-1, o unico identificado nas células humanas. Parasitos mutantes,
deficientes na glicosilacgho do TvLPG, mostraram reduzida citoaderéncia e
citotoxicidade as células cervicais (OKUMURA et al., 2008; RYAN et al., 2011). As
adesinas - AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23 - sdo proteinas antigénicas localizadas
na superficie de T. vaginalis que também parecem atuar na citoaderéncia (GARCIA et
al., 2003; KUCKNOOR et al., 2007).

Apos a aderéncia, a citotoxicidade € o0 prOXimo passo no processo de
citopatogenicidade. Este mecanismo envolve uma cascata de eventos resultando em
citolise, fagocitose e desintegracdo das monocamadas celulares. Algumas moléculas
secretadas também s&o responsaveis pelos efeitos citoliticos independentes de contato,
entre elas estdo o TVF, um fator liberado pelo parasito que induz um progressivo
arredondamento e aglomeracao das células alvo (LUSHBAUGH et al., 1989), e o CDF
(do inglés, Cell-Detaching Factor) que € uma glicoproteina responsavel pelo
destacamento das CEVs (GARBER e LEMCHUK-FAVEL, 1990).
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I. 3. 2. Imunidade

A infeccdo por T. vaginalis ndo produz uma efetiva imunidade permanente, o
que torna a tricomonose bastante recorrente e a resposta imune inata muito importante
(FICHOROVA, 2009). A manutencdo de um microambiente normal e saudavel no
trato genital envolve interacbes mediadas por TLRs (do inglés, Toll-like receptors)
entre o epitélio cervical, a mucosa vaginal e a microbiota genital, além da inducdo de
uma variedade de citocinas e fatores imunes inatos (THURMAN e DONCEL, 2011).

Como anteriormente mencionado, o TVLPG auxilia na adesdo do parasito as
CEVs, e logo apos esta aderéncia, promove uma resposta inflamatéria especifica e
seletiva acompanhada pelo aumento da secrecdo de interleucina-8 (IL-8), interleucina-
6 (IL-6) e proteina inflamatoria 3a de macrofagos (MIP-3a) pelas células epiteliais
vaginais e cervicais (FICHOROVA et al., 2006). Outros componentes de T. vaginalis
que promovem uma importante modulacdo imune s&o os chamados exossomos. Um
recente estudo mostrou que 0s parasitos sdo capazes de produzir e secretar estas
microvesiculas com propriedades fisicas e quimicas muito similares as dos exossomos
de mamiferos (TWU et al., 2013), os quais ja foram demonstrados atuar na
comunicacao intercelular, na modulacdo imune e na manutencdo de metastase tumoral
(PANT et al., 2012). Os exossomos de T. vaginalis se fundem, transmitem seus
conteddos as células do hospedeiro e finalmente, modulam as respostas imunes atraves
da inducéo da secrecdo de IL-8 e IL-6 pelas células epiteliais cervicais (TWU et al.,
2013).

Um recente estudo também demonstrou o papel dos Trichomonasvirus na
modulacdo das respostas imunes na tricomonose (FICHOROVA et al., 2013). Pelo
menos metade dos isolados clinicos de T. vaginalis carreiam virus especificos de RNA
de fita dupla (TVVS) e, apesar destes endossimbiontes ndo serem citopaticos ao
protozoario, podem contribuir para a adaptacdo e viruléncia ao hospedeiro humano
(WANG e WANG, 1991). Fichorova et al. (2013) mostraram que 0S Virus e seus
produtos génicos sdo capazes de sensibilizar as CEVs através de receptores TLR-3 e
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promover 0 aumento da producdo de IL-8, MIP-3a, ICAM-1, IL-1B, IL-6, IFN-B e
RANTES, assim como diminuir a secrecdo de IL-1RA, a qual tem um papel protetor e

anti-inflamatorio.

Considerando a imunidade celular, os neutrofilos sdo as células inflamatérias
predominantemente encontradas na secre¢do vaginal de pacientes com tricomonose.
Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) tém papel
chave na imunomodulacao e no processo microbicida desempenhado pelos neutrofilos.
Neste sentido, os trofozoitos de T. vaginalis ja& demonstraram ser capazes de estimular
a secrecdo de anions superoxido e da enzima mieloperoxidase por estas células imunes
(SONG e RYU, 2013), além de estimular a liberacdo de elevados niveis de éxido
nitrico através da via da oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (FRASSON et al.,
2012b). RYU et al. (2004) tambem mostraram que neutrofilos estimulados com
trofozoitos vivos induzem a producédo de IL-8 através das vias de sinalizacdo do fator
nuclear NF-kB e da proteina MAP cinase (RYU et al., 2004). Além disso, tem sido
demonstrado que T. vaginalis, assim como seus produtos secretados, sdo capazes de
produzir leucotrieno B4 (SHAIO et al., 1992), o qual ativa a producdo de IL-8 em
neutrofilos e mastocitos (NAM et al., 2011; 2012).

Por outro lado, os parasitos induzem a apoptose de neutrofilos através da
ativacdo da caspase-3 e reducdo da expressdo de Mcl-1, uma proteina antiapoptotica
(KANG et al., 2006). Além disso, neutréfilos em apoptose-T. vaginalis induzida,
mantidos em interacdo com macrofagos, provocaram aumento na producédo de IL-10,
uma interleucina anti-inflamatoria, e ainda diminuicdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6, reduzindo a resposta inflamatdria (AHN et al.,
2008).

Finalmente, cabe aqui ressaltar que apesar da imunidade inata desempenhar
papel de destague na defesa contra o parasito, a resposta imune adaptativa também
exerce funcdo na tentativa de eliminar o patdgeno. A infeccdo por T. vaginalis resulta

em anticorpos parasito-especificos no trato reprodutivo (SCHWEBKE e BURGESS,

34



2004), sendo detectados niveis de IgA e IgG nas secre¢des vaginais de mulheres com
tricomonose aguda (YADAV et al.,, 2005). Na maioria dos casos a presenga de
anticorpos também é encontrada no soro do paciente, especialmente IgGs contra
diversos tipos de cisteina proteases, IgM e IgA (YADAV et al., 2005; ACKERS,
1990). No entanto, apesar da producdo e/ou secre¢cdo de anticorpos, esses promovem
uma protecdo limitada ao paciente, decaindo progressivamente apds a erradicacdo da
doenca. De seis a doze meses ap6s a infeccdo, nem anticorpos especificos contra T.
vaginalis nem células B de memdria estdo presentes na circulacdo, deixando o
hospedeiro sem defesa contra uma infecgé@o subsequente (CUDMORE et al., 2004). Os
baixos niveis de resposta humoral encontrados na tricomonose podem ser devidos a
uma interacdo ndo invasiva entre o patdgeno de mucosa e o0 hospedeiro humano
(PAINTLIA et al., 2002).

I. 4. Sinalizacéo Purinérgica

As paginas 36-44 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

correspondem ao seguinte capitulo de livro:

FRASSON, Amanda Piccoli; VIEIRA, Patricia de Brum; TASCA, Tiana.
Involvement of Extracellular ATP and Derivates in Trichomonas vaginalis
Infection. In: KUESTER, Ebert; TRAUGOTT, Gisa. Adenosine Triphosphate
Chemical Properties, Biosynthesis and Function in Cells. NewYork: Nova Science
Publishers, 2013. P. 187-195.
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RESUMO DO CAPITULO:

Além da funcdo bastante consolidada do ATP no metabolismo energético
intracelular, este nucleotideo extracelularmente contribui para a regulacdo de uma
variedade de processos bioldgicos, incluindo funcdo cardiaca, neurotransmissao,
contracdo muscular, vasodilatacdo, metabolismo 6sseo, gastrointestinal, hepético e
inflamagdo. O ATP assim como outros nucleotideos séo liberadas pelas células em
resposta a injuria tecidual ou a patdgenos exdgenos. O ATP extracelular pode atuar
como um composto enddgeno capaz de modular processos inflamatdrios e respostas
imunes através de complexos mecanismos desempenhados sobre diversos tipos
celulares. Além disso, a funcdo do ATP na imunidade esta atrelada a um dos seus
produtos de degradacdo, o nucleosideo adenosina. A adenosina tem um papel bem
estabelecido como agente supressor de respostas imunes e inflamacdo. Ambos, ATP e
adenosina, desenvolvem seus efeitos através da ativacdo de receptores especificos de
membrana chamados P2 e P1, respectivamente. A regulacdo dessa via sinalizadora é
atribuida a enzimas chamadas ectonucleotidases, as quais compreendem as seguintes
familias: ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDases), fosfodiesterase,
fosfatase alcalina e ecto-5’-nucleotidase. Essas enzimas séo localizadas na superficie
celular ou ainda podem ser secretadas e encontradas nos fluidos corporais e no meio
intersticial. Sequencialmente a atividade da ecto-5’-nucleotidase, a enzima adenosina
deaminase (ADA) catalisa a deaminagdo irreversivel da adenosina ¢ 2’-deoxiadenosina

a inosina e 2’-deoxi-inosina, respectivamente.

Assim, o sistema purinérgico constitui uma importante rede de sinalizacdo
celular que emprega purinas (especialmente ATP e adenosina) como moléculas
sinalizadoras, as quais podem ser degradadas pela acdo das ectonucleotidases,
transportadas por carreadores especificos ou ainda, podem se ligar aos purinoceptores.
Em parasitos, a sinalizacdo purinérgica representa um importante mecanismo de
evasdo do sistema imune do hospedeiro uma vez que estd envolvida com a degradacao
do ATP proinflamatério e com a producdo de adenosina anti-inflamatoria. A

adenosina, aléem de desempenhar um papel importante na limitacdo da reposta
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inflamatoria, também ¢é fundamental para a manutencdo do crescimento e
sobrevivéncia do parasito considerando que muitos sdo incapazes de sintetizar de novo

as purinas.

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado parasita do trato urogenital
humano, agente etioldgico da tricomonose, a doenga sexualmente transmissivel néo-
viral mais comum no mundo. A investigacdo de aspectos bioquimicos do parasito e
sua relagdo com o hospedeiro podem ajudar a identificar alguns mecanismos da
patogénese da doenca. As enzimas NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e ADA ja foram
biogquimicamente caracterizadas nos trofozoitos de T. vaginalis. Nosso grupo de
pesquisa tem mostrado a importancia dessas enzimas para o parasito, uma vez que em
um ambiente com baixa concentracdo de adenosina as enzimas NTPDase e ecto-5’-
nucleotidase atuam na tentativa de fornecer o nucleosideo necessario para 0
crescimento dos parasitos. Além disso, os nucleotideos da adenina (ATP, ADP,
ATPyS) ndo foram capazes de modular a producdo de oOxido nitrico (NO) pelos
neutrofilos apos estimulo com T. vaginalis; diferentemente a adenosina e a inosina
promoveram significativa reducdo da secrecdo de NO, provavelmente através da

ativacdo de receptores A, evidenciando sua caracteristica anti-inflamatorias.

Considerando que a concentracdo de nucleotideos pdricos livres no ambiente
vaginal pode ser extremamente elevada, a hidrolise destes pelas ectonucleotidases de
T. vaginalis é uma estratégia importante para protecdo dos parasitos dos efeitos
citotoxicos do ATP e para a producdo de adenosina, cujos efeitos supressores e
imunomoduladores também contribuem para o estabelecimento da infeccéo, além de
ser fundamental a sobrevivéncia do parasito que nao realiza sintese de novo de purinas.
Finalmente, as enzimas podem ser consideradas possiveis marcadores patogénicos na
identificacdo de isolados de T. vaginalis, assim como possiveis adjuvantes no

diagnostico da tricomonose e ainda, interessantes alvos para o tratamento da infeccao.
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1.5. Objetivos






Considerando (i) o impacto da tricomonose na saude publica, (ii) o papel da
sinalizacdo purinérgica em processos inflamatorios, (iii) a presenca de
ectonucleotidases ja caracterizadas bioquimicamente em T. vaginalis, (iv) a busca por
uma melhor compreenséo da relagcdo parasito-hospedeiro e (v) a investigacdo de novos

alvos terapéuticos para o tratamento da tricomonose, 0s objetivos gerais deste estudo

foram:
- Caracterizar a expresséo génica de cinco NTPDases putativas de T. vaginalis;
- Investigar a participacdo da sinalizacdo purinérgica na relacdo parasito-
hospedeiro.

Os objetivos especificos propostos foram:

1. Analisar a expressdo génica de cinco NTPDases putativas em diferentes
isolados de T. vaginalis e avaliar o perfil destas sob uma condicdo estimulatéria da

atividade da enzima NTPDase;

2. Investigar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica na producdo de
mediadores inflamatorios produzidos por celulas epiteliais vaginais e cervicais
estimuladas com trofozoitos de T. vaginalis e avaliar a citotoxicidade do parasito

frente a essas células;

3. Investigar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica na producdo de
mediadores inflamatdrios produzidos por neutréfilos estimulados com trofozoitos de T.

vaginalis.
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CAPITULO II. 1: Amanda Piccoli Frasson, Odelta dos Santos, Llcia Collares

Meirelles, Alexandre José Macedo, Tiana Tasca. Five Putative Nucleoside

Triphosphate Diphosphohydrolases (NTPDases) genes are expressed in

Trichomonas vaginalis.

As paginas 53-81 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

correspondem ao manuscrito a ser submetido ao periddico Parasitology Research.

RESUMO DOS RESULTADOS:

Nossos resultados mostraram que diferentes isolados de T. vaginalis expressam o0s
genes TVNTPDasel, 2, 3, 4 e 5, sendo observado o maior nimero de transcritos para
TvNTPDasel, 2 e 4. A sequéncia preditiva de aminoacidos revelou a presenca das
cinco regides conservadas da apirase, dominios transmembrana, sitios de fosforilacao,
peptideos sinais e 0s provaveis sitios ativos da enzima. A analise filogenética
demonstrou maior similaridade das TvNTPDases com as formas intracelulares da
enzima, como as NTPDases 4 e 7 humanas e a de Saccharomyces cerevisiae. Alem
disso, a restricdo de soro promoveu aumento significativo da atividade da NTPDase de
T. vaginalis, no entanto sem corresponder com 0 aumento de expressao génica de

determinada(s) sequéncia(s).
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CAPITULO II. 2: Amanda Piccoli Frasson, Lucia Collares Meirelles, Gustavo

Krumel Goelzer, Solange Cristina Garcia, Tiana Tasca. Participation of Purinergic

Signaling on Trichomonas vaginalis-Host Relationship.

As péaginas 82-110 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

correspondem ao manuscrito a ser submetido ao periddico Microbes and Infection.

RESUMO DOS RESULTADOS:

Quanto a participacdo da sinalizacdo purinérgica na resposta inflamatéria de
células do hospedeiro frente ao parasito, foram utilizados como modelos celulares as
células epiteliais vaginais (HMVII) e cervicais (HeLa). As linhagens HMVII e HelLa
mostraram expressar todos os subtipos de receptores P1, P2X e P2Y e os diferentes
isolados de T. vaginalis, que foram cocultivados com as celulas, mostraram hidrolisar
eficientemente os nucleotideos ATP, ADP e AMP. Ainda, o isolado clinico fresco TV-
LACMG6 foi o Unico a apresentar elevada citotoxicidade frente as células epiteliais
vaginais e cervicais, no entanto nao foi detectado aumento da liberacdo de ATP pelas
células apds o cocultivo, provavelmente devido a alta atividade da enzima NTPDase
observada nesse isolado. Os trofozoitos de T. vaginalis ndo foram capazes de aumentar
a producdo de IL-8 e IL-6 pelas linhagens HMVII e Hela, e apenas os isolados
ATCC30236 e TV-LACM6 causaram aumento na secrecdo da citocina MIP-3a pelas
células epiteliais cervicais. Finalmente, o nucleotideo ATP e o nucleosideo adenosina

ndo modularam a producédo dos mediadores inflamatérios aqui investigados.
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CAPITULO 11. 3: Amanda Piccoli Frasson, Camila Braz Menezes, Gustavo Krumel

Goelzer, Solange Cristina Garcia, Alexandre José Macedo, Tiana Tasca. Increased
bioavailability of adenosine due to adenosine deaminase inhibition leads to
reduction of reactive oxygen species (ROS) and interleukin-8 (IL-8) production

by neutrophils stimulated with Trichomonas vaginalis.

As péginas 111-139 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

correspondem ao manuscrito a ser submetido ao periddico Purinergic Signalling.

RESUMO DOS RESULTADOS:

Neste capitulo avaliou-se a participacdo da sinalizagé@o purinérgica na relagdo T.
vaginalis e neutréfilos, uma vez que essas células imunes sdo as predominantemente
encontradas no sitio da tricomonose. Os neutrofilos mostraram aumentar a producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e IL-8 apos incubacdo com os trofozoitos de T.
vaginalis. Os nucleotideos e nucleosideos da adenina e guanina ndo produziram efeito
na producdo de ERO e IL-8; no entanto, quando o nucleosideo adenosina foi incubado
junto com o inibidor da enzima ADA (EHNA) observou-se uma reducdo significativa
da producdo de ERO e IL-8 pelos neutrofilos, devido a inibicdo da ADA e
consequentemente, ao aumento da concentracdo de adenosina disponivel no meio
extracelular. O envolvimento do receptor Al de neutréfilos neste processo foi
evidenciado.
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A infeccdo por T. vaginalis trata-se da DST de origem ndo viral com maior
frequéncia mundial, sendo crescentes 0s nameros acerca da doenga — segundo 0s
Gltimos dados da OMS, 276 milhGes de novos casos sdo registrados anualmente
(WHO, 2012). Apesar de a infeccdo ser em geral de facil cura, graves complicacdes
podem estar associadas a tricomonose, incluindo doenca inflamatoria pélvica, aumento
do risco de infertilidade, predisposicdo ao cancer cervical e ao cancer de proéstata,
dificuldades na gestacdo, baixo peso de recém-nascidos e, com grande importancia,
associacdo a transmissdo do virus HIV (LEHKER e ALDERETE, 2000; JOHNSTON
e MABEY, 2008). O tratamento da infeccdo é baseado no uso dos farmacos
pertencentes ao grupo dos 5-nitroimidazois, sendo o metronidazol, introduzido no
mercado ha 55 anos e até hoje, a escolha terapéutica para o tratamento da tricomonose.
Entretanto, os casos de resisténcia ao metronidazol chegam até 9,6% das infecgdes, 0
que representa um numero significativo considerando a alta incidéncia da tricomonose
(SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). Nestes casos, a auséncia de alternativas
terapéuticas faz com que elevadas doses de metronidazol ou tinidazol (aprovados pelo
FDA, Food and Drug Administration, USA) tenham que ser administradas,
colaborando para o aparecimento de efeitos adversos e muitas vezes ndo sendo
eficazes na erradicacdo da infeccdo. Diante deste contexto, torna-se evidente a
necessidade da busca por novos compostos anti-Trichomonas estruturalmente distintos
em relacdo aos 5-nitroimidazéis e, consequentemente, citotoxicos por diferentes
mecanismos de acdo (GIORDANI, 2010). Paralelamente, a investigacdo de novos
alvos terapéuticos € uma abordagem eficiente e capaz de conduzir racionalmente a

descoberta de novos agentes antiparasitarios.

Considerando esta Ultima proposta, a caracterizacdo de proteinas ou
macromoléculas-alvo é uma estratégia importante para o posterior desenvolvimento de
farmacos seletivos. O conhecimento de diferencas entre 0 parasito e seu hospedeiro em
relacdo a estrutura macromolecular ou ao metabolismo é primordial e fornece
subsidios para uma busca racional de novas moléculas com atividade antiparasitaria
(DATTA et al., 2008).

145



As células do parasito, assim como as mamiferas, dispdem de centenas de rotas
metabdlicas operando em conjunto para manter sua viabilidade e funcionalidade. As
reacdes enzimaticas catalisam diferentes etapas nestas vias e controlam a formagédo dos
produtos finais necessarios para sobrevivéncia das células (MANSOUR, 2002). Assim,
0s agentes seletivos contra o crescimento de um parasito podem apresentar uma ou
ambas das seguintes propriedades: (i) ativacdo seletiva de compostos por enzimas do
organismo invasor, as quais ndo estejam presentes nas células ndo infectadas, e (ii)
inibicdo seletiva de enzimas vitais do parasito, as quais sdo necessarias para sua
reproducdo (DATTA et al., 2008). Diante do exposto, a caracterizagdo de enzimas de
T. vaginalis representa um avanco no entendimento da biologia do parasito e permite a

prospeccao de alvos que atuem especificamente sobre 0 micro-organismo.

Neste contexto, 0 estudo da sinalizacdo purinérgica em parasitos patogénicos
vem despertando interesse, uma vez que contribui para a compreensdo de seus
aspectos bioquimicos, assim como de sua relagdo com o hospedeiro. O sistema
purinérgico € uma rede de sinalizacéo extracelular onde estdo envolvidos nucleotideos
e nucleosideos paricos, receptores de membrana especificos - 0s purinoceptores, e
ectonucleotidases - enzimas que hidrolizam os nucleotideos e nucleosideos
controlando dinamicamente os niveis de purinas (BURNSTOCK e VERKHRATSKY,
2009). Em parasitos, as ectonucleotidases parecem desempenhar papel importante
sobre o metabolismo e respostas imunes (SANSOM et al., 2008). O seu envolvimento
no metabolismo € facilmente entendido uma vez que essas enzimas sdo capazes de
produzir adenosina a partir do ATP, e considerando que muitos parasitos ndo sdo
capazes de sintetizar de novo purinas, o nucleosideo formado é recaptado e
incorporado no seu metabolismo (HEYWORTH et al., 1982). A funcdo das
ectonucleotidases na resposta imune esta relacionada a capacidade destas enzimas em
degradar ATP, que apresenta potenciais propriedades inflamatorias, e gerar adenosina,
a qual é capaz de reverter inimeros dos efeitos promovidos pelo ATP devido sua

caracteristica imunosupressora (DEAGLIO et al., 2007).
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Em T. vaginalis, as ectonucleotidases NTPDase e ecto-5’-nucleotidase e a
enzima adenosina deaminase (ADA) ja foram bioguimicamente caracterizadas
(MATOS et al., 2001; TASCA et al., 2003; WEIZENMANN et al., 2011) por nosso
grupo de pesquisa e hoje, os esforgos estdo centrados na busca pelo entendimento da
funcdo destas enzimas no desenvolvimento da infeccdo. A enzima NTPDase é
responsavel pela hidrélise de nucleosideos tri e difosfatados e aléem de sua
caracterizacdo biogquimica ja ter sido realizada em trofozoitos de T. vaginalis (MATOS
et al., 2001), a expressdo génica de duas sequéncias da enzima ja foi avaliada em
diferentes isolados. Mais recentemente, uma importante reviséo revelou a presenca de
cinco NTPDases preditivas no genoma do parasito e destacou a necessidade de estudos
que avaliassem a expressdo génica dos cinco membros e a possivel identificacdo da(s)
sequéncia(s) associada(s) a atividade enzimatica (SANSOM, 2012). Ainda,
investigacdes moleculares acerca de proteinas hipotéticas do genoma de T.vaginalis
podem trazer valiosas contribuicbes para a caracterizagdo dessas proteinas que
incrivelmente, ainda compreendem 86% do genoma do parasito (CONRAD et al.,
2013).

No sentido de colaborar com o acima exposto, o capitulo Il. 1 desta tese teve o
objetivo de avaliar a expressdo génica das cinco NTPDases putativas encontradas no
genoma de T. vaginalis. As cinco sequéncias foram expressas em nivel de RNAmM nos
trés diferentes isolados investigados (ATCC e isolados clinicos frescos) demonstrando
que a expressdo da enzima é preservada mesmo apos longos periodos de cultivo em
laboratério. Além disso, os dados quantitativos evidenciaram que as diferentes
sequéncias produzem nameros similares de transcritos independente do isolado.
Enquanto os genes TVNTPDasel, 2 and 4 foram 0s mais expressos nos trés isolados, 0s
genes TVNTPDase3 and 5 foram aqueles que apresentaram menor expressdo. De
acordo com Carlton et al. (2007), a presenca de familias multigenes, onde todos 0s
membros Sao expressos, parece ser uma estratégia desenvolvida pelo parasito para uma

melhor adaptacdo ao ambiente hostil em que se encontra.
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A fim de identificar a(s) sequéncia(s) génica(s) preferencialmente associada(s)
com a atividade da NTPDase, os trofozoitos foram submetidos a uma condi¢édo
sabidamente estimulatoria da atividade da enzima - a limitacdo de soro. Esta situacdo
promove um estado de privacdo de adenosina, uma vez que 0 soro é capaz de prover
ao parasito uma concentracdo de 0,3-0,6 UM do nucleosideo (RAPAPPORT e
ZAMECNIK, 1978; HASKO e CRONSTEIN, 2004). Em um estudo prévio nos
demonstramos que sob tal condigéo as enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase de T.
vaginalis aumentam significativamente sua atividade, sugerindo que as
ectonucleotidases estejam atuando na tentativa de gerar a adenosina necessaria ao
crescimento dos trofozoitos (FRASSON et al., 2012a). No presente estudo, novamente
a atividade enzimatica da NTPDase foi aumentada em resposta a menor oferta de
adenosina, no entanto, quanto a expressdo génica, uma profunda heterogeneidade p6de
ser observada nos trofozoitos cultivados sob limitagdo de soro, ndo tornando possivel a
identificacdo clara da(s) sequéncia(s) relacionada(s) a atividade enzimatica. Este
resultado demonstra a complexidade das familias multigenes assim como, dos sistemas

regulatérios de transcricdo génica em T. vaginalis (SMITH and JOHNSON, 2011).

As analises preditivas das sequéncias de aminoacidos indicam que as enzimas
apresentam dominios transmembrana, diversos sitios de fosforilacdo e ainda, as cinco
ACRs, regides fundamentais para a caracterizacdo da NTPDase. Além disso, as
TvNTPDase3 e 5 também mostram regides que codificam peptideo sinal. Aliando
esses achados as informacOes obtidas através da analise filogenética, onde as cinco
TvNTPDases demonstraram compartilhar o mesmo clado que NTPDases tipicamente
intracelulares como as NTPDases humanas 4 e 7 e a enzima de S. cerevisiae, pode-se
supor que as NTPDases de T. vaginalis estejam ancoradas a membranas de organelas
citoplasmaticas e que as TVNTPDases3 e 5 possam apresentar uma forma soluvel.
Ainda, sabendo que T. vaginalis conta com um grande arsenal de proteinas cinases
(CARLTON et al., 2007), os provaveis sitios de fosforilacdo podem estar envolvidos
em importantes alteracbes pos-traducionais. E finalmente, de forma relevante, a

maioria dos sitios cataliticos preditos nas TvNTPDasesl, 2, 4 e 5 compartilham o0s
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mesmos aminodcidos que as ACRs, o que reforca a ideia de que estas regides

conservadas estejam associadas a atividade enzimatica (KOZAKIEWICZ et al., 2008).

As formas intracelulares da NTPDase apresentam funcdes distintas daquelas
localizadas na membrana celular e sdo profundamente menos estudadas (KNOWLES,
2011). Assim como demonstrado para S. cerevisiae e L. major, as enzimas que se
encontram ancoradas a superficie de organelas intracelulares, como o complexo de
Golgi, podem desempenhar uma funcdo relacionada as reacdes de glicosilacdo. As
NTPDases estariam hidrolizando os nucleotideos resultantes de etapas anteriores da
reacdo de glicosilacdo que atuam inibindo a agédo das glicosiltransferases (SANSOM et
al., 2014; ZIMMERMANN, 2001). Além desta possivel funcdo, as NTPDases
intracelulares também podem estar envolvidas em outros processos celulares, por
exemplo nutricdo, como proposto para a NTPDasel de T. cruzi (MARIOTINI-
MOURA et al., 2014).

Diante do exposto, podemos tracar a hipdtese de que as TVNTPDasel, 2 e 4,
aquelas que apresentaram a maior expressdo génica, estariam ancoradas a membrana
de organelas intracelulares desempenhando uma funcdo até entdo ndo conhecida;
enquanto as formas TVNTPDase3 e 5, com menor nimero de transcritos, seriam
secretadas ao meio extracelular onde estariam hidrolizando os nucleotideos e
exercendo o conhecido papel das NTPDases (Figura 4). Outra hipotese a ser discutida
€ a de que as TvNTPDases possam atuar como proteinas multifuncionais ou
moonlighting, assim como observado para as adesinas (COLLINGRIDGE et al.,
2010). As adesinas (AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23) sdo proteinas que apresentam
diferentes funcdes dependendo de sua localizacdo; quando presentes nos
hidrogenossomos elas atuam como enzimas metabolicas, no entanto, quando migram
para a superficie do parasito exercem a funcdo de adesina, auxiliando na citoaderéncia
(ARROYO et al., 1992; MORENO-BRITO et al., 2005). Processo semelhante pode
ocorrer com as TvVNTPDases, as quais poderiam apresentar localizacdo intracelular e
serem redirecionadas a membrana plasméatica onde realizariam a hidrolise dos

nucleotideos extracelulares, uma vez que Tasca et al. (2004) demonstraram por analise
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citoquimica a atividade da NTPDase de T. vaginalis na superficie externa do parasito.
Evidentemente este cenario é apenas presuntivo e a exata localizacdo e expressdo das
proteinas necessitam ser confirmadas assim que houver disponibilidade das enzimas

clonadas e purificadas.

Citoplasma T. vaginalis
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Figura 4. Representacdo esquematica de uma hipotese da localizacdo das TvNTPDases.
As TvNTPDasel, 2 e 4 podem estar ancoradas a membrana de organelas

intracelulares enquanto as TVNTPDases 3 e 5 podem ser secretadas ao meio extracelular.

Como mencionado anteriormente, em parasitos, 0 sistema purinérgico esta
intimamente relacionado a aspectos bioquimicos e de metabolismo, assim como vem
sendo investigado quanto ao seu envolvimento na relacdo parasito-hospedeiro. A
sinalizacdo purinérgica medeia importantes processos inflamatérios e imunes, e em
virtude disso, pode ter papel importante na patogénese assim como na evasdo do

sistema imune.

O primeiro passo para 0 estabelecimento da infeccdo por T. vaginalis é a
degradacdo do muco seguida pela adesdo as células epiteliais vaginais, cervicais ou

uretrais. A citoaderéncia tem sido considerada causa primaria da reacdo inflamatéria

150



no sitio da infeccdo e é seguida por uma cascata de eventos que levam a
citotoxicidade, sendo eles: citélise, fagocitose e desintegracdo das monocamadas do
epitélio vaginal, cervical ou uretral (FIGUEROA-ANGULDO et al., 2012; PETRIN et
al., 1998). Alguns dias ap0s a infec¢do, a degeneracdo do epitélio elicita uma intensa
infiltracdo leucocitaria, essencialmente composta por neutréfilos, os quais sdo 0s
responsaveis por promover a principal resposta inflamatéria na tricomonose, mantendo
os tecidos do trato urogenital intensamente inflamados e contribuindo para o
aparecimento do caracteristico e abundante corrimento observado em pacientes
infectadas com o parasito (FICHOROVA et al., 2006).

Baseado neste panorama da infeccdo surgiu a curiosidade de investigar a
participacdo da sinalizacdo purinérgica na relagdo parasito-hospedeiro. A abordagem
escolhida foi avaliar o envolvimento dos componentes do sistem purinérgico, sejam
eles nucleotideos e nucleosideos extracelulares, ectonucleotidases ou purinoceptores,
sobre as respostas inflamatorias desencadeadas por T. vaginalis nas células humanas.
O capitulo 1I. 2 investiga essa relacdo nas células-alvo para o parasito - as celulas
epiteliais vaginais e cervicais (Figura 5), enquanto o capitulo Il. 3 concentra-se nas

principais células imunes envolvidas na tricomonose - 0s neutrofilos.

Considerando o capitulo 11. 2 desta tese, as células epiteliais vaginais e cervicais
foram utilizadas como modelo para o estudo da relacdo parasito-hospedeiro. Ambas as
células sdo responsaveis pela manutencdo da infeccdo por T. vaginalis, uma vez que
elas provém o sitio para aderéncia, sobrevivéncia e multiplicacdo do protozoario.
Ainda, considerando a auséncia de um modelo in vivo adequado para o estudo da
tricomonose, as linhagens celulares representam o mais fidedigno sistema para estudo
da relacéo T. vaginalis-hospedeiro (FICHOROVA, 2009).

A expressdo dos genes codificadores dos purinoceptores foi avaliada em ambas
as linhagens (HMVII e Hela), as quais demonstraram expressar todos os subtipos de
receptores P1 e P2. Esse achado vem colaborar com a ubiquidade da sinalizacdo

purinérgica nos diversos sistemas fisioldgicos do organismo e sugere um possivel
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papel desta no trato urogenital feminino. Dessa maneira, no sitio da infecgdo, onde a
concentracdo de nucleotideos pode atingir até 10 mM como resultado do dano celular
(MUNAGALA e WANG, 2003), estes podem desenvolver seus efeitos através da
ativacdo dos receptores P2X ou P2Y, e ainda, apds hidrdlise pelas ectonucleotidases, o

nucleosideo adenosina torna-se disponivel para ativar os receptores P1.

A capacidade de hidrélise de nucleotideos extracelulares foi avaliada nos
diferentes isolados de T. vaginalis, nos quais ficou evidente as atividades das enzimas
NTPDase e ecto-5’-nucleotidase. Os isolados de pacientes do sexo feminino (TV-
LACMG6, TV-LACM11, TV-LACM15 e TV-LACMZ22) foram aqueles que mostraram
maior hidrdlise de ATP e ADP quando comparados com o isolado mantido por longo
periodo em laboratério (ATCC30236) ou com o isolado proveniente de paciente do
sexo masculino (TV-LACH4). O mesmo perfil ndo foi observado para a enzima ecto-
5’-nucleotidase, a qual apresentou taxas de hidrolise bem inferiores do que a
NTPDase. O conjunto de dados acerca da atividade da NTPDase sugere uma possivel
associacdo da enzima com a viruléncia do parasito, uma vez que as atividades mais
altas foram encontradas em isolados de T. vaginalis provenientes de mulheres, as quais
mais frequentemente desenvolvem os sintomas da doenca. Relacdo semelhante ja foi
demonstrada em tripomastigotas de T. cruzi onde uma baixa atividade da NTPDase
estava associada com diminuicdo da infectividade as células mamiferas (SANTOS et
al., 2009) e também em L. amazonensis, onde foi observado uma maior atividade da
enzima em cepas virulentas quando comparado com cepas ndo virulentas, e ainda, um
aumento de mais de dez vezes na atividade da enzima quando o parasito encontra-se

na forma intracelular obrigatéria amastigota (PINHEIRO et al., 2006).

Uma acdo ativa da enzima NTPDase ficou evidente ao avaliar-se a liberacdo de
ATP para o sobrenadante das células epiteliais vaginais e cervicais ap0s estas terem
sofrido0 um extenso dano provocado pelo isolado TV-LACM6. O ATP ¢
universalmente conhecido como sendo uma molécula capaz de ser liberada para o
meio extracelular apds estresse, metabolismo ativo ou injuria tecidual. Esta secrecédo
pode ocorrer devido a ruptura das células ou ainda através de canais de membrana,
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transportadores ou exocitose (BURNSTOCK e VERKHRATSKY, 2009). No presente
estudo, as células das linhagens HMVII e HeLa demonstraram secretar ATP para o
meio extracelular ap6s contato com o isolado menos agressivo, ATCC30236.
Entretanto, na presenga do isolado TV-LACM®6 o aumento da concentragéo de ATP no
sobrenadante das células ndo pode ser detectado, o que pode ser entendido pelo fato
deste isolado ter apresentado a maior atividade da enzima NTPDase e assim, conseguir

hidrolizar eficientemente o ATP liberado.

Quando os trofozoitos de T. vaginalis foram cocultivados com as células
epiteliais vaginais e cervicais ndo foi observado um aumento evidente na producéo de
citocinas proinflamatorias pelas células humanas, diferentemente do que j& havia sido
descrito em alguns estudos anteriores (FICHOROVA et al., 2012, 2013; TWU et al.,
2013). Essa discrepancia pode ser devido a diferentes condicBes experimentais
empregadas, como as linhagens celulares. No entanto os resultados aqui obtidos
também devem ser valorizados uma vez que diferentes isolados, portando diferentes
caracteristicas, foram avaliados e sabe-se que o comportamento de T. vaginalis no
tecido hospedeiro € isolado-dependente (KUSDIAN e GOULD, 2015). Isolados
infectados ou ndo por M. hominis e por TVVs foram estudados e a presenca destes
micro-organismos intracelulares ndo foi encontrada estar relacionada a uma maior
resposta inflamatoria. A precisa contribuicdo de M. hominis ou TVVs para a viruléncia
do parasito ainda é desconhecida e diversos estudos investigam um possivel papel
destes na sintomatologia, resisténcia aos farmacos, carga parasitaria e transmissao do
parasito (XIAO et al., 2006; BUTLER et al., 2010; GOODMAN et al., 2011). A nédo
ativacdo de importantes citocinas pro-inflamatérias das células vaginais e cervicais
pelos isolados de T. vaginalis pode justamente significar uma modulacéo da resposta
Imune pelos parasitos, resultando em infeccOes mais severas. Interessantemente, o
Unico mediador que teve seus niveis aumentados pela presenca do parasito foi a
proteina inflamatéria de macrofagos, MIP-3a. A citocina MIP-3a ou CCL20 ¢
predominantemente expressa em tecidos de mucosa (LEE et al., 2015) e

diferentemente das demais citocinas, que podem se ligar a diversos receptores
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demonstrando uma falta de seletividade, MIP-3a liga-se exclusivamente ao seu
receptor CCR-6, através do qual promove suas respostas biologicas, sendo a principal
delas a quimiotaxia de células imunes (SCHUTYSER et al., 2003).

O nucleotideo ATP, o nucleosideo adenosina ou mesmo uma maior
EHNA, ndo foram capazes de modular os niveis das citocinas inflamatorias aqui
investigadas. Esses dados sugerem que apesar de haver expressdo dos receptores P1 e
P2 nas células epiteliais vaginais e cervicais, estes podem néo ter sido ativados pela
adenosina e ATP extracelulares, ndo sendo capazes de mediar a resposta inflamatoria.
Dessa forma, pode-se inferir que (i) a sinalizacdo purinérgica parece nao ter
envolvimento sobre os principais mediadores inflamatorios produzidos pelas células
epiteliais no sitio da infecgcdo por T. vaginalis, ou que (ii) o modelo celular utilizado
nédo foi capaz de prover as condi¢Oes ideais para a atuacdo da sinalizacdo purinérgica,
ou ainda que (iii) a sinalizacdo purinérgica pode estar envolvida na modulacdo de

outros componentes da inflamacéo diferentes de IL-8, IL-6 e MIP-3q.

P2X P1 Células epiteliais vaginais
e cervicais

NTPDase Ecto-5'-N

a7 XN 72\
AMP Adenosina MiP-3a

Meio extracelular

Figura 5. Representacdo esquematica da participacdo da sinalizacdo purinérgica na relacdo
T. vaginalis-células epiteliais vaginais e cervicais. Ambas as linhagens celulares (epitelial
vaginal e cervical) expressam todos os subtipos de purinoceptores, enquanto os diversos

isolados de T. vaginalis exibem atividade de NTPDase e ecto-5’-nucleotidase. Ainda, 0s
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isolados apresentam diferencas marcantes em relacdo a citotoxicidade as células do
hospedeiro. A presenca de trofozoitos de T. vaginalis, assim como de nucleotideos e
nucleosideos extracelulares ndo é capaz de modular a secrecdo de citocinas

proinflamatdrias pelas celulas epiteliais.

O capitulo 11. 3 desta tese evidencia mais uma vez o papel-chave dos neutréfilos
na tricomonose. Eles sdo as células imunes mais abundantes no sitio da infeccéo e os
maiores responsaveis pelas respostas inflamatérias (ESCARIO et al., 2010). Em
contraste com o capitulo anterior (Il. 2) onde a presenca dos isolados de T. vaginalis
ndo influenciaram a secrecdo de IL-8 e IL-6 pelas células epiteliais vaginais e
cervicais, os achados deste capitulo deixam claro a ativacdo da producdo de
mediadores inflamatorios quando os neutrdfilos sdo estimulados pelo parasito. Os
niveis de ERO e IL-8 foram extensivamente aumentados na presenca dos trofozoitos.
A producdo de ERO ocorre pela acdo da enzima mieloperoxidase presente nos
granulos dos neutrofilos, e estas moléculas reativas atuam na defesa dos leucdcitos
buscando a eliminacdo dos trofozoitos (SONG e RYU, 2013). A formacédo de IL-8
parece ser dependente dos fatores de transcricdo NF-xB e CREB e da via de
sinalizacdo da MAP cinase (RYU et al., 2004; NAM et al., 2011) e em ultima anélise,
a secrecdo desta citocina no sitio da infec¢do por T. vaginalis pode promover maior
infiltracdo e recrutamento de neutréfilos, os quais, quando acumulados, podem ser

causa de uma inflamacéo persistente e grave (RYU et al., 2004).

O envolvimento da sinalizagéo purinérgica na resposta imune na tricomonose foi
avaliado através dos efeitos causados por nucleotideos e nucleosideos da adenina e da
guanina sobre a producdo dos mediadores inflamatérios. Como ja mencionado, 0s
nucleotideos e nucleosideos atuam a nivel extracelular como importantes moléculas
sinalizadoras de processos imunes (BOURS et al., 2006). Entretanto, essas conclusdes
sdo bem claras e estabelecidas para os compostos da adenina; para 0s nucleotideos e

nucleosideo da guanina essas informacdes foram muito pouco exploradas até hoje.

A nivel de sistema nervoso central sabe-se que as purinas derivadas da guanina

séo secretadas para 0 meio extracelular por astrocitos e sinaptossomos e la podem ser
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hidrolizadas pela agdo das ectonucleotidases; finalmente, essas purinas atuam na
modulacdo da atividade glutamatérgica e em efeitos de comportamento, sendo
consideradas como agentes neuroprotetores (SCHMIDT et al., 2007). Em T. vaginalis,
Harris et al. (1988) caracterizaram um transportador capaz de carrear guanina e
guanosina e ainda, as ectonucleotidases NTPDase e ecto-5’-nucleotidase do parasito
sdo capazes de hidrolizar GTP, GDP e GMP (MATOS et al., 2001; TASCA et al.,
2003). Com base nessas informagdes decidiu-se avaliar um possivel papel

imunomodulador dessas moléculas na relacdo T. vaginalis-neutrdfilos.

Os nucleotideos extracelulares, sejam eles da adenina ou da guanina, ndo foram
capazes de modular a producéo de ERO, IL-8 e IL-6. Esses achados corroboram com
os resultados de um trabalho anterior do nosso grupo, onde ficou demonstrado que 0s
nucleotideos ATP, ADP e AMP também né&o influenciam a secrecdo de oxido nitrico
pelos neutrofilos cultivados com T. vaginalis (FRASSON et al., 2012b). No presente
estudo, os nucleosideos adenosina e guanosina também ndo tiveram efeito sobre a
producdo dos mediadores citados. No entanto, a presenca de adenosina somada ao
inibidor da enzima ADA, o EHNA, foi capaz de reduzir significativamente os niveis
de ERO e IL-8, evidenciando o papel imunossupressor do nucleosideo. Esse efeito é
provavelmente decorrente da maior disponibilidade de adenosina presente no
sobrenadante do cocultivo de neutrofilos e trofozoitos, decorrente da inibicdo da
enzima ADA, como demonstrado pelos nossos resultados. Embora o aumento de
adenosina extracelular ndo tenha sido excessivo, sabe-se que ajustes finos na
concentracdo do nucleosideo no microambiente aliados ao perfil dos receptores dos
neutrofilos (BARLETA et al., 2012) resulta na ativacdo de determinado subtipo de

receptor com seus consequentes efeitos.

A Dbusca pela identificacdo do subtipo de receptor P1 envolvido com os efeitos
Imunosupressores da adenosina evidenciaram a ativagao dos receptores Al, A2A e A3,
com maior destaque ao receptor Al. Infelizmente, os resultados aqui obtidos ndo
permitiram a elucidacdo completa da intervencdo do sistema adenosinérgico na
producdo de ERO e IL-8 por neutrofilos estimulados com T. vaginalis. Dessa forma,
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traca-se como perspectiva a realizacdo do ensaio de Western-Blotting como uma
ferramenta adicional para esclarecer a expressdo dos receptores P1 ap6s o cocultivo de

neutrofilos e T. vaginalis com adenosina e EHNA.
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Figura 6. Representacdo esquematica mostrando que os trofozoitos de T. vaginalis séo
capazes de estimular a producdo de mediadores inflamatdrios pelos neutrofilos e que o
acumulo de adenosina, devido inibicdo da enzima ADA, e consequente ativacdo dos

receptores Al dos neutrdfilos leva a reducdo da producéo de ERO e IL-8.

Finalmente, a tese aqui apresentada avaliou a relacdo da sinalizacdo purinérgica
com o parasito T. vaginalis essencialmente sob duas 6ticas: a da biologia molecular,
atraveés do estudo génico de uma ectonucleotidase, e a da biologia celular, através da
relacdo entre o parasito e as células de seu hospedeiro. Ambas abordagens contam com
uma forte presenca da bioquimica, ciéncia basica e fundamental no entendimento do
sistema purinérgico. Dessa forma, o capitulo Il. 1 caracterizou a expressdo génica da
enzima NTPDase de T. vaginalis, contribuindo para um maior entendimento a nivel
molecular e uma compreensdo mais ampla acerca da ectonucleotidase. Os capitulos I1.
2 e Il. 3 demonstraram a participacdo dos componentes do sistema purinérgico —

purinas extracelulares, ectonucleotidases e purinoceptores — na relacdo parasito-
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hospedeiro, utizando células epiteliais vaginais e cervicais ou neutré6filos como
modelos celulares. O envolvimento dessa rede de sinalizagdo foi aqui evidenciado,
embora um perfil dnico ou uma caracteristica definitiva ndo possam ser tracados em
virtude da complexa e fina regulacdo dessa via sinalizadora. Os estudos aqui iniciados
abrem inumeras possibilidades para a investigacdo das diversas interrogacdes que

existem no campo da sinalizagdo purinérgica em T. vaginalis.
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[11. 2. Conclusdes Gerals






Os resultados obtidos no desenvolvimento desta tese permitem as seguintes

conclusodes:

Do capitulo 11. 1

- As cinco TvNTPDase putativas tiveram suas sequéncias génicas expressas em

diferentes isolados de T. vaginalis;

- A andlise preditiva da sequéncia de aminoacidos mostrou a presenca de dominios
transmembrana, peptideo sinal, inimeros sitios de fosforilacdo e possiveis sitios ativos

que compartilnam a mesma sequéncia de aminoécidos que as cinco ACRs;

- A analise filogenetica revelou que as TVNTPDases compartilham o mesmo clado que

NTPDases tipicamente intracelulares;

- Os genes TVNTPDasel, 2 e 4 apresentaram as maiores expressdes, enquanto 0s genes
TvNTPDase3 e 5 foram 0s que apresentaram menor expressdo, embora sejam 0s mais

estaveis;

- Em uma situagcdo em que a atividade da NTPDase encontra-se aumentada (limitacao
de soro), as cinco sequéncias génicas apresentaram um perfil heterogéneo de
expressdo, ndo evidenciando algum dos genes como o principal responsavel pela
atividade.

Do capitulo 1. 2

- As células epiteliais vaginais e cervicais expressaram 0s genes para todos 0s subtipos
de receptores P1, P2X e P2Y;

- Os isolados de T. vaginalis provenientes de pacientes do sexo feminino apresentaram
as maiores atividades de NTPDase quando comparados com isolados mantidos por

longo periodo em cultivo ou provenientes de pacientes do sexo masculino;
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- Os diferentes isolados de T. vaginalis ndo modularam a produgéo das citocinas IL-8 e
IL-6 pelas células epiteliais vaginais e cervicais, enquanto dois isolados (ATCC30236

e TV-LACMG6) aumentaram a secrecdo de MIP-3a pelas células epiteliais cervicais;

- O nucleotideo ATP e o nucleosideo adenosina ndo tiveram influéncia sobre a

producéo de IL-8, IL-6 e MIP-3a pelas células epiteliais vaginais e cervicais;

- O isolado clinico TV-LACMBG6 apresentou intensa citotoxicidade frente as células do

hospedeiro, quando comparado com o isolado ATCC30236;

- O isolado ATCC30236 promoveu aumento da liberagdo de ATP para 0 espaco
extracelular, enquanto no isolado TV-LACM®6 esse aumento ndo foi observado devido

a acdo da enzima NTPDase.

Do capitulo 1. 3
- T. vaginalis estimulou a producéo de ERO e IL-8 por neutrdfilos;

- T. vaginalis ndo promoveu a secrecdo de IL-6, bem como a degranulacdo de

neutrofilos;

- Os nucleotideos e nucleosideos da adenina e da guanina ndo modularam os niveis de

ERO, IL-8 ou IL-6 produzidos pelos neutréfilos estimulados com T. vaginalis;

- A presenca de adenosina junto com o inibidor da ADA, EHNA, foi capaz de reduzir

a producdo de ERO e IL-8 pelos neutréfilos estimulados com T. vaginalis;

- O inibidor EHNA reduziu a atividade da ADA no cocultivo de neutrofilos e T.
vaginalis e promoveu aumento na concentracdo de adenosina disponivel no

sobrenadante;

- Néo foi possivel identificar com precisdo o subtipo de receptor P1 envolvido com o
efeito imunossupressor observado na presenca de adenosina e EHNA, no entanto o

receptor Al foi o que apresentou maior expressao na analise de imunofluorescéncia.
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I11. 3. Perspectivas






Alguns aspectos intrigantes envolvidos na sinalizacdo purinérgica de T.

vaginalis merecem ser investigados futuramente:

- Avaliar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica na producdo de citocinas
proinflamatérias pelas células epiteliais vaginais e cervicais utilizando todos os

isolados de T. vaginalis disponiveis em nossa colec&o;

- Avaliar o envolvimento da sinalizacdo purinérgica na producdo de citocinas

proinflamatorias por células epiteliais de préstata estimuladas com T. vaginalis;

- ldentificar o subtipo de receptor P1 dos neutréfilos envolvido na reducdo da
producdo de ERO e IL-8 no cocultivo de neutrofilos e T. vaginalis através da tecnica
de Western-Blotting;

- Realizar o silenciamento génico das enzimas NTPDases putativas de T. vaginalis

com o uso de oligonuclelotideos antisenso.
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