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RESUMO

Trichomonas vaginalis € o protozoario flagelado que parasita o sistema
urogenital humano causando a tricomoniase, a doenca sexualmente transmissivel néo
viral mais comum no mundo, sendo registrados aproximadamente 276 milhdes de
novos casos a cada ano. O sucesso da colonizacdo das células hospedeiras e
desenvolvimento da infeccdo envolve um complexo processo que culmina em
citoaderéncia e citotoxicidade. Nucleotideos e nucleosideos sdo liberados para o
espaco extracelular por células em situacBes de estresse ou lesdo tecidual e
desencadeiam seus efeitos sinalizadores através da ativacdo de purinoceptores. Ainda,
a hidrdlise sequencial de nucleotideos pelas ectonucleotidases, nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase (NTPDase) e ecto-5’-nucleotidase leva a formacéo de nucleosideos que
sdo essenciais para 0 metabolismo de purinas do parasito. Efeitos antagdnicos sédo
desencadeados por nucleotideos e nucleosideos, respectivamente proinflamatorios e
anti-inflamatorios, na mediacéo de respostas imunes. A atividade dessas enzimas sobre
os nucleotideos da guanina e o efeito de restricdo metabdlica sobre a hidrélise de
nucleotideos foi avaliada. Além disso, a participacdo da sinalizagdo mediada pelos
nucleotideos e nucleosideos também foi avaliada em um modelo de citotoxicidade. Os
resultados demonstram que os nucleotideos GTP, GDP e GMP sdo substratos para as
ectonucleotidases de T. vaginalis com parametros cinéticos compativeis para enzimas
dessa familia. A condicédo de restricdo de soro aumentou a atividade da NTPDase e da
ecto-5’-nucleotidase e 0 aumento da expressao génica das TVNTPDase 2 e 4 pode
justificar o aumento da atividade. A recaptacdo de guanosina extracelular foi menor do
que a recaptacdo de adenosina, demonstrada pela razdo isotopica C2/C'* no
nucleosideo detectada no DNA dos parasitos. A fim de investigar um possivel papel
bioldgico para o0 acumulo de guanosina extracelular, bem como avaliar o envolvimento
da sinalizacdo purinérgica na citotoxicidade mediada pelo parasito, diferentes isolados
de T. vaginalis foram testados frente a capacidade de promover citolise. Todos 0s
isolados foram capazes de promover efeito citolitico em alguma proporcéo, com

destaque para o isolado TV-LACMB®, que apresenta um perfil de hidrolise ATP, GTP >



AMP > GMP. Quando nucleotideos e nucleosideos foram testados, o efeito citotdxico
produzido pelo isolado foi potencializado na presenca de ATP e GTP. Por outro lado,
o efeito foi revertido na presenca de eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina (EHNA), um
inibidor da adenosina deaminase. Importante, guanosina nao foi capaz de reverter o
efeito citotoxico produzido pelos trofozoitos, resultado que corrobora com o perfil de
hidrolise de nucleotideos e acimulo de guanosina exracelular, sendo uma vantagem
para o parasito. A possivel participacdo dos receptores de adenosina foi avaliada,
entretando os receptores ADORAL e ADORA2A nédo parecem estar envolvidos no
efeito protetor mediado pela adenosina. Considerando o potencial farmacoldgico
desempenhado por essas enzimas no metabolismo de purinas em protozoarios bem
como no controle de respostas imunes, a modulacdo da hidrolise de nucleotideos pode
ser um alvo terapéutico importante e representar um mecanismo sinérgico na atividade
antiparasiaria de compostos ativos. Nesse sentido, o estudo demonstrou a atividade
anti-T. vaginalis de trés compostos, e em especial o isoaustrobrasilol B, com ICso de
38 uM. O composto ndo apresentou efeitos hemoliticos frente a eritrocitos humanos e
apesar de ter demonstrado efeito citotoxico in vitro frente a linhagem de células
epiteliais vaginais humanas (HMVII), nenhuma citotoxicidade foi demonstrada no
modelo in vivo. Isoaustrobrasilol B foi o Unico composto que inibiu significativamente
as atividades da NTPDase e ecto-5’-nucleotidase e o efeito imune atribuido ao
acumulo extracelular de nucleotideos foi avaliado. A producédo de espécies reativas de
oxigénio e interelucina-6 (IL-6) por neutrofilos estimulados por T.vaginalis ndo foi
afetada pelo tratamento com o composto. Por outro lado, a liberacdo de interleucina-8
(IL-8), a principal interleucina produzida por neutréfilos na tricomoniase, foi
aumentada. O efeito sinérgico de reducdo de viabilidade de trofozoitos e modulacao da
NTPDase e ecto-5’-nucleotidase pode aumentar a suscetibilidade do T. vaginalis frente
a resposta imune do hospedeiro e consequentemente, sua eliminacdo do sitio de
infeccao.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, sinalizacdo purinérgica,

ectonucleotidases, guanosina, células epiteliais vaginais, derivados de floroglucinol.



ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is a flagellate protozoan that parasitizes the human
urogenital tract causing trichomoniasis, the most common non-viral sexually
transmitted disease, infecting approximately 276 million people worldwide annually.
To achieve success in parasitism trichomonads develop a complex process against the
host cells that culminate in cytoadherence and cytotoxicity. Nucleotides and
nucleosides 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, nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) and
ecto-5'-nucleotidase, are capable of hydrolyzing the nucleotides producing nucleosides
that are essential to the parasite purine metabolism. The enzymatic cascade mediated
by ectonucleotidases is relevant in controlling nucleotides and nucleosides levels as
these molecules play antagonistic roles in inflammation, as proinflamatory and anti-
inflammatory mediators, respectively. This study investigated the hydrolysis profile of
guanine nucleotides in T. vaginalis as the effect of serum limitation condition in the
enzymatic cascade. Furthermore, we investigated the influence of extracellular
nucleotides and nucleosides on the modulation of the host cell cytotoxicity mediated
by T. vaginalis. Results show that guanine nucleotides GTP, GDP, GMP are substrates
for T. vaginalis ectonucleotidases, with expected kinetic parameters for this enzyme
family. The metabolic restriction condition enhanced NTPDase and ecto-5’-
nucleotidase activities and the highest gene expressions found for TvNTPDase 2 and 4
which may explain the enzymatic activity enhance. The extracellular guanosine uptake
was lower than that observed for adenosine into parasite DNA measured by isotopic
ratio C*2/C™ of the nucleosides. In order to investigate the possible biological role for
extracellular guanosine accumulation as well as to evaluate the involvment of
purinergic signaling in the citotoxicity promoted by the parasite, a collection of T.

vaginalis isolates were tested against a human epithelial vaginal cell line (HMVII).



Fresh clinical T. vaginalis isolates produced cytolytic effect against human vaginal
epithelial cells in a heterogeneous profile. The most cytotoxic isolate, TV-LACMG,
presents the hydrolysis profile ATP, GTP > AMP > GMP. When the nucleotides and
nucleosides were tested, the cytotoxic effect elicited by TV-LACM®6 was increased in
presence of nucleotides ATP and GTP. In contrast, the cytotoxicity was reversed by
adenosine in presence of erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine (EHNA), but not by
guanosine, which is in agreement with the accumulation of extracellular guanosine and
the hydrolysis profile, acting as an advantage for the parasite. ADORA1 and
ADORAZ2A are not involved in the protective mechanism of adenosine. Considering
the pharmacological potential that ectonucleotidases play in the context of purine
metabolism and in the imune response modulation, nucleotide hydrolysis may
represent a therapeutic target as an additional mechanism in association with anti
T.vaginalis compounds. The study demonstrated promissing activities for three
derivatvies with isoaustrobrasilol B the most activity compound with I1Cso 38 uM. The
compound did not demonstrate any hemolytic activity and although induced
cytotoxicity against human epithelial vaginal cells (HMVII), absence of toxicity was
obtained when in vivo model was studied. Isoaustrobrasilol B was the only compound
that significantly inhibited NTPDase and ecto-5’-nucleotidase activities and the
immune modulation attributed to extracellular nucleotide accumulation was evaluated.
Reactive oxygen species production and interleukin-6 (IL-6) release by T.vaginalis
stimulated neutrophils were not affected by phloroglucinol treatment. On the other
hand, interleukin-8 (IL-8), the primarily cytokine produced by neutrophils during
trichomoniasis, was significantly enhanced. The associative mechanism of
trophozoites death and NTPDase and ecto-5’-nucleotidase modulation may increase
the susceptibility of T. vaginalis to host immune responses and, consequently, the

elimination from the infection site.

Keywords: Trichomonas vaginalis, purinergic signalling, ectonucleotidases,

guanosine, epitelial vaginal cells, phloroglucinol derivatives.
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[.1 Introducéo






No decorrer das Ultimas duas décadas, impulsionadas principalmente pelo
advento da epidemia da AIDS (do inglés acquired immunodeficiency syndrome),
as doencas sexualmente transmissiveis (DSTSs), historicamente negligenciadas e
pouco estudadas no Brasil, readquiriram importancia no contexto dos servicos de
salde publica. Apesar da necessidade crescente do conhecimento dessas doencas,
alguns fatores negativos tém sido percebidos no contexto da resolugdo as DSTs
no Brasil, como a falta de dados epidemioldgicos, visto que somente AIDS,
sifilis congénita e gestacional sdo de notificacdo compulséria, e em especial, a
dificuldade no acesso ao diagnostico e ao tratamento decorrentes da caréncia de

recursos financeiros em salide no nosso pais.

A tricomoniase representa a DST ndo viral mais frequente no mundo.
Dados mais recentes publicados pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
revelam uma incidéncia de 276,4 milhdes de novos casos por ano, 0 que
representa mais do que a soma dos casos relatados de infecgbes causadas por
Chlamydia trachomatis (105,7 milhdes), 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 tricomoniase € uniformemente distribuida entre mulheres e
homens sexualmente ativos de todas as faixas etarias (MUZNY & SCHWEBKE,
2013). Os dados do Ministério da Saude referentes a prevaléncia da tricomoniase
no Brasil estimam uma prevaléncia de 15%, entretanto esses dados podem ser
subestimados e variam de acordo com a regido avaliada (SAUDE, 2005).
Notavelmente, a tricomoniase afeta desproporcionalmente as populacdes
desfavorecidas e de baixa renda de paises em desenvolvimento, o que contribui
para sua classificacdo como uma infeccdo parasitaria negligenciada, apesar da

crescente consciéncia do seu impacto para a satde publica (SECOR et al., 2014).

Além das manifestacdes clinicas, a persisténcia e cronicidade da infeccédo
acarretam sérias consequéncias para a saude, tornando ainda mais relevante o
correto diagnostico e tratamento. As complicacdes causadas pela infeccéo pelo T.

vaginalis incluem gestacdo com ruptura prematura de bolsa amniotica, trabalho
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de parto prematuro e baixo peso do recém-nascido (COTCH et al., 1997),
predisposicdo ao cancer cervical (VIIKKI et al.,, 2000) e de prostata
(SUTCLIFFE et al., 2012) e doenca inflamatoria pélvica (CHERPES et al.,
2006). Ainda mais relevante é a associacdo entre a presenca do parasito e 0
aumento do risco a outras DSTs, notadamente na transmissdo e aquisicdo do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human immunodeficiency
virus). Estudos demonstram que a infeccdo pelo T. vaginalis aumenta de 1,5a 2,7
vezes 0 risco de aquisicdo e transmissdo do virus e até quatro vezes o risco de
excrecdo do virus das células hospedeiras para o ambiente vaginal (WANG et al.,
2001; VAN DER POL et al., 2008). Diante da problematica relacionada a
persisténcia e cronificacdo da doenca torna-se crucial o acesso dos pacientes aos

sistemas de salde para o adequado diagnostico, tratamento e cura da infeccéo.

O tratamento da tricomoniase esta restrito ao uso dos farmacos da classe
dos nitroimidazdis, metronidazol e tinidazol, Unicos agentes antimicrobianos
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration, USA). Apesar de, em
particular, o metronidazol ser uma opc¢éo terapéutica efetiva, com baixo custo,
disponivel nos sistemas de salde publicos, alguns pacientes podem apresentar
reacdes adversas e de hipersensibilidade. O tratamento da tricomoniase enfrenta
ainda outra relevante limitagcdo, o crescimento de casos de infec¢bes por T.
vaginalis com resisténcia a essa classe de agentes antimicrobianos, chegando a
taxas proximas a 10% (SCHWEBKE & BARRIENTES, 2006). Os custos
associados ao tratamento e cuidados em salde relacionados a tricomoniase nos
Estados Unidos sdo substanciais e estdo estimados em 24 milhdes de ddlares por
ano. O custo médio por paciente diagnosticado da DST foi estimado em 22
dolares, ndo incluindo quaisquer custos associados com complicacBes ou
condicBes associadas a infeccdo (OWUSU-EDUSEI et al., 2013). Os custos
podem atingir alarmantes 167 milhdes de dolares ao ano quando se atribuem as
complicacdes atribuidas a facilitagdo da aquisicdo e transmissdo do virus HIV
(CHESSON et al., 2004). Frente as dificuldades encontradas diante das opcoes
terapéuticas disponiveis para o tratamento da tricomoniase, torna-se essencial

que os aspectos bioquimicos do parasito € 0s mecanismos de patogenicidade
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envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro sejam investigados, a fim de
contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento da
DST.

Nesse contexto, o estudo da sinalizacdo purinérgica pode representar uma
importante ferramenta na investigacdo de aspectos bioquimicos e moleculares
envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro e consequente desenvolvimento ou
resolucdo da infeccdo. Esse sistema envolve a liberacdo extracelular de
nucleotideos e sua acdo em receptores especificos, 0os purinoceptores. Os niveis
extracelulares dessas moléculas sdo regulados por enzimas denominadas
ectonucleotidases. Esta rede de sinalizagcdo purinérgica estd envolvida na
modulacdo do sistema imune na célula hospedeira, na obtencdo e manutencao de
nucleosideos para suprir as demandas de purinas para o crescimento dos
patdgenos e ainda na modulacdo de citotoxicidade (SANSOM et al., 2008b).
Esse sistema j& estd descrito em diferentes protozoarios, como por exemplo,
Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp.,
Tritrichomonas foetus e em T. vaginalis a caracterizacdo enzimatica das
NTPDases, ecto-5’-nucleotidase e adenosina deaminase ja esta descrita (MATOS
et al., 2001; TASCA et al., 2003; WEIZENMANN et al., 2011). A modulacao
desse sistema de sinalizacdo celular pode ser uma valiosa ferramenta no estudo
de eventos fisioldgicos, bioquimicos e imunoldgicos na interacdo parasito-
hospedeiro. A modulagédo dessa via enzimatica por compostos ativos frente ao T.
vaginalis pode representar um mecanismo adjuvante ao tratamento tradicional da
tricomoniase, hoje restrito a uma Unica classe de farmacos que apresenta

limitacOes bastante consideraveis.
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|.2 Estado da Arte






A secdo “Estado da Arte” estd apresentada na seguinte forma:

O Capitulo 1.2.1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 32 — 46.

Camila Braz Menezes, Amanda Piccoli Frasson, Tiana Tasca.

Trichomoniasis — are we giving the deserved attention to the most common

non-viral sexually transmitted disease worldwide? Microbial Cell, pp.-

RESUMO DO CAPITULO

Trichomonas vaginalis é o agente etioldgico da tricomoniase, a doenca
sexualmente transmissivel (DST) ndo viral mais frequente no mundo. A
tricomoniase é transmitida por relacdes sexuais e a transmissdo via fomites é
rara. Epidemiologia, incidéncia e prevaléncia: A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) estima uma incidéncia de 276 milhdes de novos casos por ano e
prevaléncia de 187 milhdes de individuos infectados. No Brasil, os dados sdo
estimados em 15% de prevaléncia da infeccdo. No entanto, a infec¢do ndo € de
notificacdo obrigatdria, o que pode tornar os dados de prevaléncia e incidéncia
subestimados. A infeccdo pelo T. vaginalis resulta em uma variedade de
manifestacdes clinicas - na maioria dos casos, 0s pacientes sdo assintomaticos,
mas alguns podem desenvolver sinais normalmente associados com a doenga. A
infeccdo quando ndo tratada é associada a importantes consequéncias para a
salide como cancer cervical e de prostata, efeitos adversos durante a gravidez,
infertilidade e ainda mais relevante s@o os estudos que demonstram que a
tricomoniase esta associada ao aumento da transmissdo e aquisicédo do virus HIV
(human immunodeficiency virus). O T. vaginalis desenvolveu um processo
complexo de colonizacdo da célula hospedeira, envolvendo um processo de

citopatogenicidade que inclui mecanismos dependentes e independes de contato.
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Esse mecanismo multifatorial envolve proteinases, adesinas de superficie, fatores
liticos e o lipofosfoglicano (glicoconjugado abundante da superficie do parasito)
que culminam em citoaderéncia e citotoxicidade frente as células hospedeiras.

O tratamento é restrito aos farmacos da classe dos nitroimidazois, sendo o
metronidazol e o tinidizaol os Unicos farmacos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration). Além das opcdes terapéuticas restritas, o tratamento
apresenta limitagdes devido a ndo adesdo, reinfecgéo, auséncia de tratamento de
parceiros sexuais, diagnosticos imprecisos e devido ao aumento do namero de
isolados clinicos resistentes a terapéutica. Nesse sentido, novas alternativas
terapéuticas com mecanismos de acdo inovadores sdo urgentemente necessarias.

As estratégias de prevencdo contra a infeccdo incluem medidas de
comportamento sexual, uso de preservativos e educacao para controle de doencas
sexualmente transmissiveis. Essas abordagens tradicionais ndo tém contribuiudo
para a reducdo da prevaléncia da doenca, apontando para a necessidade de
medidas inovadoras. O desenvolvimento de vacinas tem sido dificultado pela
falta de modelos animais associados a limitacdo da auséncia de imunidade
humoral persistente apds o curso da infeccao.

A auséncia de avancos no desenvolvimento de novos farmacos, méetodos
diagnosticos e vacinas, provavelmente reflete o desconhecimento acerca das
graves consequéncias da doenca bem como da auséncia de casos fatais
associados a infeccdo. Idealmente um esforco colaborativo de pesquisadores
deve se concentrar em estudos sobre a biologia e patogénese do T. vaginalis, a

melhoria nos métodos de diagnostico e de detec¢édo de resisténcia aos farmacos.

1.2.2. Sinalizagdo Purinérgica

1.2.3. Derivados de Floroglucinol
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1.2.2 Sinalizacéo Purinérgica

O sistema purinérgico € uma rede de sinalizacdo celular que desempenha
diversos efeitos bioldgicos nos organismos através dos nucleotideos e
nucleosideos extracelulares. Embora os nucleotideos como o ATP tenham
fungGes intracelulares classicamente descritas, especialmente em relagdo ao
metabolismo energeético, essas moléculas sdo liberadas para o meio extracelular
atraves de diversos mecanismos (BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014). Uma
vez liberadas, atuam na regulagdo de uma série de processos bioldgicos,
incluindo funcdo cardiaca, neurotransmissdo, contracdo muscular, vasodilatacéo,
metabolismo désseo, gastrointestinal, hepatico e inflamacdo (YEGUTKIN, 2008).
A secrecdo dessas moléculas para o meio extracelular pode ocorrer por exocitose
atraves de granulos de secrecdo, proteinas transportadoras ou canais de
membrana (BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014). Quando dano ou morte
celular ocorrem, células necréticas e apoptéticas liberam ATP e outros
nucleotideos para o meio extracelular e essas moléculas funcionam como “sinais
de perigo” ou “moléculas associadas ao dano”, DAMPs (do inglés damage-
associated molecular patterns. Além disso, outros fatores de estresse celular
como dano mecanico, hipoxia ou invasdo por patdgenos também podem
desencadear a liberagdo extracelular de nucleotideos (BURNSTOCK &
BOEYNAEMS, 2014). Uma vez liberados para o meio extracelular os
nucleotideos sdo degradados por enzimas pertencentes a uma familia de
ectonucleotidases (ZIMMERMANN, 2001), produzindo uma série de
nucleotideos intermediarios e nucleosideos, que por sua vez também atuam como

moléculas sinalizadoras.

1.2.2.1 Purinoceptores

Os receptores purinérgicos tém sido amplamente estudados em sistemas
de sinalizacdo em resposta ao ATP extracelular e nucleotideos. Os receptores

purinérgicos compreendem duas familias e s@o classificados com base nas
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propriedades estruturais e biologicas, consistindo a familia P1 nos receptores
seletivos para adenosina e a familia P2 nos receptores seletivos para ATP, ADP,
UTP e UDP (Figura 1). A familia P2 é subdividida farmacologicamente em
receptores P2X (ionotropicos) e P2Y (metabotropicos) (RALEVIC &
BURNSTOCK, 1998).

A classe P1 apresenta quatro subtipos de receptores para adenosina - Al,
A2A, A2B e A3 — com distinto perfil farmacoldgico e distribuicdo tecidual
especifica. Todos esses subtipos sdo membros da superfamilia de receptores
acoplados as proteinas G. Classicamente, a sinalizagdo mediada pelos receptores
P1 ocorre através de estimulo ou inibicdo da adenilato ciclase com consequente
formacdo de AMPc. Os receptores Al e A3 inibem essa via, enquanto que oS
receptors A2A e A2B sao capazes de ativa-la. Atualmente, atribuem-se também a
outras vias de sinalizacdo a funcdo de modular a atividade dos receptores P1,
especialmente as vias da fosfolipase C, de sinalizacdo pelo Ca*? e a via das MAP
cinases (do inglés, mitogen-activated protein kinases) (JACOBSON & GAO,
2006). A classe de receptores P2X é composta de sete receptores ionotrépicos
(P2X1-7) que sdo canais permeaveis para cations (Na*, K*, Ca*?), sendo o ATP o
principal agonista. Esses receptores funcionam como homotrimeros,
heterotrimeros ou multimeros, o que levara a diferenciacdo na distribuicéo
tecidual, na permeabilidade a ions e na sensibilizacdo a agonistas e antagonistas.
Os receptores P2Y sdo subdivididos em oito subunidades e pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, sendo os receptores (P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11) acoplados a subunidade Gq das proteinas G e
portando sdo capazes de ativar a fosfolipase C enquanto que 0s receptores
(P2Y12, P2Y13, P2Y14) sdo acoplados a proteina Gi e portanto, levam a inibicao
da adenilato ciclase. Esses receptores podem ser ativados por ATP, ADP, UTP,
UDP e ITP e outros nucleotideos (ABBRACCHIO et al., 2009).
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Receptores P1 Receptores P2

P2X,7 P2Y42.4611.12.13,14

A4 2a 28 3

Figura 1. Representacdo da topografia dos receptores purinérgicos P1 e P2. Os receptores do tipo P1 s&o ativados

pela adenosina, enquanto os receptores P2 por nucleotideos, em especial o ATP.

1.2.2.2 O papel extracelular do ATP e da Adenosina

Os eventos bioquimicos na sinalizacdo purinérgica, sdo iniciados pela
liberacdo intracelular de ATP para 0 compartimento extracelular. As
concentracOes intracelulares desse nucleotideo sdo extremamente elevadas, na
faixa de 4 a 8 mM, o que justifica o fato de que muitas formas de dano celular
levardo ao extravasamento dos pools intracelulares e essas concentracoes
aumentadas no meio extracelular sensibilizardo diferentes receptores. Estudos
recentes tém atribuido a funcdo de liberacdo dos nucleotideos do meio
intracelular aos canais de panexinas, principalmente durante o fenémeno de
apoptose celular (IDZKO et al., 2014). Interessantemente, tém-se atribuido as
panexinas o papel na cronicidade e agravamento de estados inflamatorios, atraves
do controle da ativacdo de fagdcitos (MAKARENKOVA & SHESTOPALOQV,
2014). Uma vez liberado no meio extracelular, o ATP liga-se ao receptor P2X7,
através do qual induz a producéo de citocinas como IL-1f, IL-2, IL-8, IL-12, IL-
18 e TNF-a por células imunes e o recrutamento de neutrdfilos, macrofagos,
células dendriticas e linfocitos. Nos neutrofilos, as primeiras células imunes
envolvidas em processos inflamatorios, o ATP estimula a degranulagdo, promove
a adesdo as células endoteliais, retarda a apoptose e induz a producao de espécies
reativas de oxigénio (BOURS et al., 2006).
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Através da acdo sequencial de enzimas no meio extracelular, o ATP é
metabolizado até adenosina, com consequente ativacdo de receptores especificos.
A adenosina desencadeia efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores
principalmente através da acdo em receptores A2A. Em neutrofilos, por exemplo,
a ativacdo desses receptores inibe a degranulagédo, modula a geracdo de anions
superéxido e inibe a expressédo e liberacdo de varias quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias. J& em monacitos, leva a inibicdo da produgdo de TNF-a devido a
acdo da adenosina nos receptores P1(BOURS et al.,, 2006; BURNSTOCK &
BOEYNAEMS, 2014). Percebe-se, portanto, que o ATP e a adenosina exercem
funcGes antagdnicas no meio extracelular e que mecanismos de controle dessa
cascata devem ser finamente regulados para que existam estimulos de protecédo

contra injdrias teciduais.

1.2.2.3 Guanosina

O papel dos nucleotideos e nucleosideo da guanina na sinalizacéo celular
classicamente estdo relacionados com a regulacdo das cascatas intracelulares
mediadas pelas proteinas G e consequente formacdo do segundo mensageiro
GMPc (GMP ciclico). As proteinas G alternam-se entre a configuracdo ativa
ligada ao GTP e a configuracdo inativa ligada ao GDP, sendo que a ativagéo
dessa proteina é mediada via receptor e a inativacdo por uma atividade GTPase
intrinseca dessas proteinas (SCHMIDT et al., 2007). Atualmente estudos tém
demonstrado que os nucleotideos e nucleosideo da guanina também atuam no
meio extracelular, onde regulam func¢des bioquimicas e celulares. Os principais
mecanismos estudados até hoje envolvem as células do sistema nervoso central,
onde a guanosina parece atuar na modulacdo do crescimento neuronal, na
modulacéo da liberacdo de neurotransmissores nas sinapses, no comportamento e
memoaria. Muito relevante é o papel neuroprotetor da guanosina frente a danos

celulares causadas em modelos de hipoxia e isquemia (SCHMIDT et al., 2007).

Apesar das evidéncias que demonstram que a guanosina exibe um

relevante efeito neuroprotetor em diferentes modelos de neurotoxicidade, o sitio
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extracelular de ligacdo do nucleosideo e a via de sinalizacdo pela qual
desencadeia efeitos intracelulares ainda ndo sdo totalmente compreendidos.
Sugere-se que a guanosina possa modular os receptores de adenosina e assim
desencadear os efeitos bioldgicos (CICCARELLI et al., 2000) ou que os efeitos
sejam mediados por receptores proprios para guanosina, associados a proteinas G
(TRAVERSA et al., 2003). Em um estudo de Jackson e colaboradores (2013)
(JACKSON et al., 2013)em que diferentes tipos de células renais e cardiacas
foram utilizados, a guanosina extracelular reduziu a remocdo da adenosina,
mantendo niveis aumentados desse nucleosideo no meio extracelular e dessa
maneira aumentou a capacidade de regulacdo da proliferacdo celular via
receptores de adenosina. Os autores sugerem um mecanismo de regulacdo de
niveis extracelulares de nucleosideos em que a guanosina indiretamente atua
aumentando os niveis extracelulares de adenosina que se liga aos seus receptores
que atuam via proteinas G. Esse mecanismo poderia explicar como a guanosina
extracelular modula diferentes sistemas bioldgicos ja que em algumas células
foram identificados receptores especificos para guanosina e em outras ainda néo.
Além disso, guanosina e GTP se ligam aos receptores de adenosina com uma
afinidade muito baixa (MULLER & SCIOR, 1993) e os mecanismos pelos quais
a guanosina desencadeia seus efeitos extracelulares segue sendo alvo de
investigacbes. O mecanismo ‘“guanosina-adenosina” parece ser uma via

importante de sinalizagdo em alguns tipos celulares e carece de maior elucidagéo.

1.2.2.4 Ectonucleotidases

Nucleotideos extracelulares podem ser hidrolisados por uma variedade de
enzimas que sdo localizadas na superficie das células ou que podem estar
solGveis no meio intersticial ou em fluidos corpdreos. Os nucleotideos tri e di
fosfatados podem ser hidrolisados pelas enzimas membros das familias das E-
NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase), E-NPP (ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase) e pelas fosfatases alcalinas. Os nucleosideos 5°-

monofosfatados estdo sujeitos a hidrolise através da ecto-5"-nucleotidase, assim
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como das fosfatases alcalinas e presumivelmente, também por alguns membros
da familia das E-NPP (ZIMMERMANN, 2001). As ectonucleotidases
apresentam caracteristicas estruturais e bioguimicas que as identificam: (i) sitio
catalitico dirigido para o meio extracelular ou para o limen de organelas, (ii) sdo
ancoradas & membrana plasméatica ou a membrana de algumas organelas, (ii)
podem existir isoformas extracelulares clivadas ou soluveis, (iv) a méaxima
atividade catalitica depende da presenca de céations divalentes como célcio e
magneésio e (v) os valores de constante de Michaelis-Menten (Km) dessas
enzimas encontram-se na faixa micromolar (ZIMMERMANN, 2000). O término
das cascatas sinalizadoras mediadas pelos nucleotideos e a recuperacao
extracelular de purinas sé@o importantes atividades funcionais destas enzimas
(ZIMMERMANN, 2000).

1.2.2.4.1 Ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase, EC
3.6.1.5)

Os membros dessa familia de enzimas possuem uma distribuicdo bastante
ampla nos organismos e os genes codificadores para essas enzimas ja sdo
descritos ndo apenas para mamiferos, mas em invertebrados, plantas, leveduras,
fungos e protozoarios (VASCONCELOS et al., 1993; HANDA & GUIDOTTI,
1996; SMITH & KIRLEY, 1998; ZIMMERMANN, 1999). As E-NTPDases em
mamiferos hidrolisam nucleosideos tri e difosfatados, com consideraveis
diferencas na preferéncia pelos substratos, porém todas as enzimas dessa familia
requerem fons Ca*? e Mg em faixas milimolares para atividade catalitica
maxima, ficando inativas na auséncia dessa condicdo (ROBSON et al., 2006b).
Os membros individuais dessa familia de enzimas podem diferir
consideravelmente no que se refere a identidade de suas sequéncias. Porém,
cinco dominios altamente conservados, as ACRs (do inglés, apyrase conserved
regions) sdo compartilhados por todos os membros dessa familia de enzimas e
sdo considerados marcadores, além de desempenharem importante papel
catalitico (HANDA & GUIDOTTI, 1996; ZIMMERMANN, 2001).
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Oito genes codificadores para as enzimas membros da familia E-
NTPDases ja foram clonados e caracterizados em mamiferos. Quatro NTPDases
(1,2,3,8) sdo tipicamente localizadas na superficie da célula com o sitio catalitico
voltado para o meio extracelular; as NTPDases 5 e 6 exibem localizacédo
intracelular e sdo secretadas apos clivagem proteolitica; ja as NTPDases 4 e 7 sdo
intracelulares voltadas para o lumen do citoplasma de organelas como o
complexo de Golgi (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006a). No que se
refere as propriedades cataliticas, a NTPDase 1 (CD39) hidrolisa ATP e ADP
igualmente bem, enquanto que as NTPDases 3 (CD39L3) e NTPDase 8 revelam
uma preferéncia por ATP em relacdo ao ADP (SMITH & KIRLEY, 1998). A
NTPDase 2 (CD39L1) destaca-se pela sua alta preferéncia por nucleotideos
trifosfatados, chegando a hidrolisar 30 vezes mais ATP em relagdo ao ADP e por
essa razdo, ja foi previamente classificada como uma ecto-ATPase (WANG &
GUIDOTTI, 1996; KIRLEY, 1997; ZIMMERMANN, 1999). Ja a NTPDase 4
(LALP70v) exibe maior hidrdlise sobre UTP e UDP (WANG & GUIDOTTI,
1998), enquanto a NTPDase 7 (LALP1) prefere nucleotideos trifosfatados (SHI
et al.,, 2001). As NTPDases 5 (CD39L4) e 6 (CD39L2) sdo as enzimas mais
recentemente caracterizadas e hidrolisam com maior preferéncia nucleotideos
difosfatados, em especial, UDP e GDP (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al.,
2006a).

1.2.2.4.2 Ecto-5’-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5)

A ecto-5’-nucleotidase tem sido descrita em células bacterianas e vegetais
e € vastamente distribuida nos tecidos de vertebrados (ZIMMERMANN, 1992).
Em humanos, quatro enzimas 5"-nucleotidases ja foram isoladas e caracterizadas,
sendo cinco delas localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial e uma
voltada para o lado externo da membrana plasmatica. A ecto-5"-nucleotidase
(CD73), que representa um marcador de maturagdo de linfocitos T e B humanos
(AIRAS et al., 1995), consiste de duas subunidades de glicoproteinas com uma
massa molecular aparente de 60-70 kDa, que estdo unidas através de ligaches

ndo-covalentes (ZIMMERMANN, 2001). Essa enzima liga zinco e outros ions
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metéalicos divalentes ao dominio N-terminal e é ancorada a membrana plasmatica
através da porcdo C-terminal por uma ligacdo glicosil-fosfatidilinositol
(ZIMMERMANN, 1992; YEGUTKIN, 2008). Essa enzima €é expressa em uma
ampla variedade de tecidos, como colon, rins, cérebro, coracdo e pulmdes e
também em bactérias, plantas e protozoarios. A ecto-5"-nucleotidase desempenha
um papel essencial na formacdo da adenosina a partir da hidrélise do AMP e
outros nucleosideos monofosfatados e subsequente ativacdo de receptores P1 e,
além disso, parece estar envolvida nos processos de adesdo celular
(ZIMMERMANN, 1992; ZIMMERMANN, 2001).

1.2.2.4.3 Adenosina Deaminase

A adenosina deaminase (ADA) é outra importante enzima na cascata de
inativacdo de purinas, sendo responsavel pela deaminacdo irreversivel da
adenosina e da 2-deoxi-adenosina a inosina e 2-deoxi-inosina, respectivamente
(YEGUTKIN, 2008). A ADA é amplamente expressa no intestino, no timo, no
baco e em outros tecidos linfoides e ndo linfoides (MORIWAKI et al., 1999;
SPYCHALA, 2000). Além de sua localizacdo citosélica, a ADA também pode
ser expressa como uma ectoenzima (ectoADA) na membrana plasmatica de
diversas células imunes, como os linfocitos e as células dendriticas, sendo
ancorada a glicoproteina de membrana CD26 ou ancorada a receptores A: de
adenosina e ainda uma forma denominada ADAZ2, que pode ser secretada e
representa a maior atividade de ADA no soro humano (FRANCO et al., 1997;
YEGUTKIN, 2008). A deficiéncia de ADA em humanos € responsavel por
aproximadamente 20% dos casos de imunodeficiéncia severa combinada e afeta
drasticamente a funcdo das células envolvidas na imunidade celular (linfocitos T)
e humoral (linfécitos B) (BLACKBURN & KELLEMS, 2005). Além de células
de mamiferos, a ADA tem sido descrita também em insetos hemat6fagos,
moluscos e parasitos, como Plasmodium lophura e Trichinella spiralis
(GOUNARIS & SELKIRK, 2005).

1.2.2.5 Sinalizacd@o Purinérgica em Protozoarios
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Os organismos hospedeiros e suas células desenvolveram uma ampla
variedade de mecanismos para controlar infeccdes e simultaneamente, 0s
patdgenos adaptaram vias de contornar os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Assim, os patdgenos podem subverter citocinas e quimiocionas antimicrobianas
liberadas no sitio da infeccdo, alterar vias de sinalizagdo intracelulares, interferir
nos componentes de membrana da célula hospedeira e modificar
bioguimicamente seu metabolismo (COUTINHO-SILVA et al., 2009). Nesse
contexto, a modulagdo da interacdo parasito-hospedeiro mediada pelo sistema
purinérgico tém sido alvo de investigacdo. A ativacdo do receptor purinérgico,
P2X7, tem sido estudada como uma importante resposta frente as infeccdes
microbianas. A ligacdo do ATP ao receptor pode estimular a secre¢éo e ativagédo
de citocinas pré-inflamatorias, recrutamento de células do sistema imune, mas
também pode levar diretamente a morte de patdgenos intracelulares em
macréfagos infectados e células epiteliais, por exemplo (COUTINHO-SILVA et
al., 2009).

Além da modulacdo do sistema imune na célula hospedeira, o sistema
purinérgico desempenha fungdes importantes para os patégenos no contexto da
manutencdo da infeccdo. A capacidade de evadir os mecanismos de defesa do
hospedeiro pode ser atribuida a utilizacdo das enzimas que hidrolisam
nucleotideos como o ATP e ADP. Além disso, a hidrélise adicional de AMP a
adenosina pelas enzimas parasitarias desempenha um papel importante na
limitacdo da resposta inflamatoria e, além disso, alguns patdégenos podem utilizar
0 nucleosideo para suprir as demandas de purinas para Seu crescimento
(SANSOM et al., 2008b).

As enzimas E-NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e ADA ja foram descritas e
caracterizadas em uma variedade de parasitos, entre eles: Toxoplasma gondii
(ASAl et al, 1995), Tritrichomonas foetus (JESUS et al., 2002),
tripanossomatideos (FIETTO et al., 2004; FONSECA et al., 2006; DE SOUZA
LEITE et al., 2007), Schistosoma mansoni (FARIA-PINTO et al.,, 2004) e
Trichomonas vaginalis (MATOS et al, 2001; TASCA et al, 2003;
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WEIZENMANN et al., 2011). Considerando as NTPDases, estudos estruturais
que revelam a presenca das cinco ACRs, em paralelo as analises bioguimicas que
avaliam preferéncia e especificidade por substratos e analises moleculares de
expressdo génica e proteica, tém sido conduzidos na tentativa de esclarecer a
funcdo das enzimas na viruléncia e na relagdo parasito-hospedeiro (SANSOM et
al., 2008a). E cada vez mais evidente que essas enzimas podem ser alvos
terapéuticos importantes, uma vez que desempenham papel essencial no balango
entre resposta inflamatoria e limitacdo de resposta imune. Ainda mais
significativa é a participacdo das enzimas na via de salvacdo de purinas, que, na
maioria dos protozodrios é a rota exclusiva para captacdo de nucleosideos

extracelulares para manutencdo da sobrevivéncia.

Além da hidrdlise de nucleotideos da adenina pelas NTPDases, ja foi
demonstrado que muitos parasitos sdo capazes de hidrolisar nucleotideos de
outras bases. Em Legionella pneumophila, por exemplo, as NTPDases
hidrolisam bases de purina e pirimidina, tais como GTP, UTP e CTP com
eficiéncias semelhantes aquelas para ATP e ADP (SANSOM et al., 2008c). Em
parasitos, NTPDases que hidrolisam eficientemente nucleotideos que nao da
adenina incluem aquelas encontradas em T. gondii (ASAI et al., 1995),
Tritrichomonas foetus (JESUS et al., 2002), tripanossomatideos (FONSECA et
al., 2006; DE SOUZA LEITE et al.,, 2007) e Schistosoma mansoni (FARIA-
PINTO et al., 2004). Nucleotideos que ndo da adenina como UTP e UDP séo
agonistas de receptores P2Y e em alguns casos apresentam maior afinidade por
esses receptores do que o préprio ATP (BURNSTOCK, 2007a). Além disso, ja
foi demonstrado que o UTP € capaz de estimular a expressdo e liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6, tendo papel importante na resposta imune
(KOBAYASHI et al., 2006).

1.2.2.5.1 Sinalizacdo Purinérgica em T. vaginalis

A participacdo da cascata enzimética na fisiologia de T. vaginalis é crucial

ndo apenas para a regulacdo dos niveis extracelulares do balango entre
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nucleotideos e nucleosideos que regulam o0s processos bioquimicos e
inflamatorios no sitio da infeccdo, mas especialmente na geracdo dos
nucleosideos que serdo incorporados nas vias de salvacdo. Quanto ao
metabolismo dos nucleotideos, T. vaginalis & auxotréfico de purinas e
pirimidinas sendo absolutamente dependente das vias salvacdo de purinas para a
manutencdo do pool intracelular de nucleosideos e consequente incorporacdo ao
DNA do parasito. 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 salvacgéo das purinas consiste em uma rota simplificada
de duas enzimas: purina nucleosideo fosforilase (PNP, do inglés Purine
Nucleoside Phosphorylase), a qual catalisa a interconversao entre bases puricas e
nucleosideos, e purina nucleosideo cinase (PNK, do inglés Purine Nucleoside
Kinase) que converte nucleosideos em nucleotideos (Figura 2). O parasito
depende da agdo sequencial destas duas enzimas para incorporar adenina ou
guanina ao pool de nucleotideos, ou ainda, no caso de disponibilidade de
adenosina ou guanosina exogena, 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 ndo guanina ou
hipoxantina, é capaz de sustentar o crescimento in vitro dos parasitos
(MUNAGALA & WANG, 2003). Esta observacdo leva a identificacdo de um
esquema de salvacdo de purinas onde a adenina externa pode ser convertida tanto
a nucleotideos da adenina ou guanina através de uma prévia conversao a
adenosina. Com base nesse estudo, a adenosina pode ser considerada o precursor
de todos os nucleotideos paricos em T. vaginalis. A recaptacdo dos nucleosideos
adenosina, guanosina e uridina é mediada por dois distintos transportadores;
enguanto o primeiro apresenta um sitio de ligagdo para nucleosideos pirimidicos
e adenosina, e ainda um sitio especifico para nucleosideos puricos, 0 segundo
carreador € capaz de acomodar adenosina e uridina e, em um sitio distinto,

guanosina (HARRIS et al., 1988). Esse estudo demonstrou que a adenosina é
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transportada a uma taxa mais rapida do que a guanosina, porém substancialmente
mais rapida do que a uridina. O mesmo estudo demonstrou que apds 100
segundos, aproximadamente 75% da adenosina é recuperada na forma de
nucleotideo intracelular, majoritariamente como ATP e ADP (HARRIS et al.,
1988).

ATP Citoplasma T. vaginalis GTP
ADP SEE
1 IMPdesidrogenase GMP sintetase 1
S AMP P XMPp P |
5 PNK Penk
ADA ' ALLS (

. Adenosina

M
Guanosina _( |

——— Inosina

Adenosina Adenina

Meio extracelular

Figura 2. Esquema das vias de salvagéo de purinas em T. vaginalis. PNP: purina nucleosideo
fosforilase, PNK: purina nucleosideo cinase, ADA: adenosina deaminase. Adaptado de
Munagala e Wang, 2003.

Com o recente conhecimento do genoma completo do T. vaginalis, 0s
estudos em relacdo a sequéncias hipotéticas de enzimas do metabolismo do
parasito e suas propriedades bioquimicas tiveram uma grande evolugdo. Em
recente estudo de Frasson e colaboradores (2016) a expressdo génica de cinco
sequéncias hipotéticas de NTPDases (TvNTPDasesl-5) foram expressas em
isolados clinicos frescos e em isolado ATCC de T. vaginalis (FRASSON et al.,
2016). As analises de sequenciamento e alinhamento de aminoéacidos revelaram a
presenca de cinco ACRs, dominios transmembranas, regides de peptideo sinal e
sitios cataliticos e de fosforilacdo. Esses dados corroboram os dados de
caracterizacdo de atividade enzimatica de NTPDase de T. vaginalis caracterizada

em trofozoitos lisados (MATOS et al., 2001). Em relacdo a localizacédo
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enzimatica, um estudo de citoquimica revelou a presenca de granulos de fosfato
de chumbo na superficie da membrana plasmatica dos trofozoitos, sugerindo
ectolocalizacdo da NTPDase (TASCA et al., 2004).

Em trofozoitos intactos de T. vaginalis, também j& foi descrita uma
atividade de ecto-5"-nucleotidase na superficie das células, com hidrolise
preferencial por AMP e GMP, mas ainda apresentando especificidade por CMP e
UMP (TASCA et al., 2003). A enzima adenosina deaminase, importante na
finalizacdo da cascata de hidrdlise de nucleotideos, também ja foi caracterizada
em trofozoitos intactos de T. vaginalis. Demonstrou-se que a enzima degrada
eficientemente adenosina ¢ 2’-deoxiadenosina, embora ndo apresente atividade
sobre guanosina e 2-deoxiguanosina (WEIZENMANN et al., 2011).
Interessantemente, o estudo demonstrou ainda que, apos inibicdo da ecto-5’-
nucleotidase a atividade da ADA foi completamente abolida, demonstrando uma
importante associacdo entre as enzimas no que concerne a regulacdo da hidrolise
de nucleotideos e nucleosideos (WEIZENMANN et al., 2011).

Diversos estudos ja demonstraram o possivel papel dessas enzimas na
modulacdo da patogenicidade do T. vaginalis durante o estabelecimento do
parasitismo. A D-galactose, molécula que atua no processo de adesdo do parasito
a célula hospedeira, foi responsavel pelo aumento da atividade da NTPDase em
90%, sugerindo um papel dessa enzima na modulacdo do processo de adesao,
porém mais evidéncias sdo necessarias para elucidar os mecanismos bioquimicos
envolvidos no processo (DE JESUS et al., 2002). Também ja foi demonstrado
que isolados frescos de T. vaginalis apresentam maior atividade de NTPDase
quando comparados ao isolados em longo cultivo, sugerindo também um
possivel papel na modulacdo da viruléncia do parasito (DE JESUS et al., 2002).
Em relacdo a tricomoniase, ha relatos na literatura que demonstram que 0S
sintomas da infeccdo sdo exacerbados no periodo menstrual em que as taxas de
hormdnios seriam responsaveis por provocarem um aumento da adesdo dos
parasitos. Nesse contexto, ja foi demonstrado que os hormonios sexuais séo

capazes de regular a atividade das enzimas, promovendo alteracdes nos niveis de
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ATP e ADP extracelular, influenciando os niveis de adesdo, podendo assim

modular a colonizagéo por T. vaginalis (RUCKERT et al., 2010).

In vitro, o cultivo de T. vaginalis é tradicionalmente suplementado com
soro bovino, como uma fonte importante de purinas e pirimidinas para o
crescimento dos trofozoitos. Alguns estudos ja demonstraram o efeito da
privacdo de soro no crescimento e metabolismo de alguns tipos celulares. Um
estudo de Rapaport e Zamecnik (1978) demonstrou que em linhagens celulares
de mamiferos, a privacdo de soro levou a alteracdo do crescimento celular e
promoveu um aumento na incorporacdo de adenosina em nucleotideos da
adenina (RAPAPORT & ZAMECNIK, 1978). Em diferentes parasitos, a
privacdo de purinas e pirimidinas ocasionada pela restricdo de soro parece
aumentar a atividade das ectonucleotidases e a taxa de transporte de nucleosideos
extracelulares pelos transportadores (GERO, 1998; DE KONING et al., 2000;
CARTER & WHITHAUS, 2008). Um estudo recente do nosso grupo
demonstrou que a privacdo de soro alterou o perfil de hidrdlise das enzimas
NTPDase e ecto-5'-nucleotidase, além de aumentar significativamente os niveis
de expressdo da NTPDase e influenciar a taxa de crescimento dos trofozoitos
(FRASSON et al., 2012b). Esse estudo reforca a hipétese de que a cascata
enzimatica em T. vaginalis é essencial para prover os nucleotideos e
nucleosideos necessarios para a incorporagdo ao pool intracelular e em
consequéncia atender as demandas metabolicas e energéticas do parasito

necessarias para o estabelecimento da infecgéo.

Em T. vaginalis essas enzimas parecem ainda ter papel importante na
modulacdo de aspectos da resposta imune desencadeada no sitio da infeccéo.
Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que a adenosina e a inosina promoveram
uma reducdo da concentracdo de Oxido nitrico produzido por neutréfilos
estimulados por trofozoitos. O efeito imunossupressor da adenosina foi
desencadeado pela ativacéo de receptors do tipo A2A. Conclui-se que a atividade
da ecto-5’-nucleotidase € crucial nesse processo uma vez que é responsavel pelo

suprimento de adenosina no processo, indicando a eficiéncia da cascata
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enzimatica na regulacdo desse aspecto da resposta imune (FRASSON et al.,
2012a).

Para maiores consideragdes acerca dos aspectos imunes envolvidos na infeccédo e
a participacdo do sistema purinérgico na modulacdo desse processo, consultar
artigo cientifico para publicacdo, conforme referéncia abaixo, que no texto
integral da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 161-
176.

“Trichomoniasis immunity and the involvement of the purinergic signaling”.

(Menezes & Tasca, no prelo).

1.2.2.6 As ectonucleotidases como alvos terapéuticos

Inibidores potentes e seletivos para as isoenzimas da NTPDase sdo
ferramentas farmacoldgicas essenciais na investigacdo do envolvimento dessas
enzimas em eventos fisioldgicos, bioguimicos e imunoldgicos. Nesse contexto,
tais compostos tornam-se alvo de interesse para o desenvolvimento de novos
farmacos com potencial imunomodulador, imunossupressor e para o tratamento
de doencas céerebro-cardiovasculares, por exemplo. Apesar dos esforcos na busca
dos inibidores dessas enzimas, poucas classes de inibidores das NTPDases estdo
descritos, dentre eles analogos e derivados de nucleotideos, especialmente do
ATP (BAQI et al., 2009). Até 0 momento, o Unico composto descrito que é capaz
de inibir a hidrolise de ATP em uma variedade ampla de tecidos (ainda que com
poténcia moderada) sem atuar significantemente nos receptores P2 é o analogo
estrutural do ATP, ARL 67156 (BAQI et al.,, 2009). Alguns inibidores néo
analogos de nucleotideos também ja foram descritos por atenuarem a hidrélise de
ATP, como suramin e PPADS (piridoxilfosfato-6-azofenil-2', 4'- acido
dissulfonico), porem sédo compostos nédo seletivos e com potencial de antagonizar
0s receptores do tipo P2. Nesse sentido, € crescente o interesse na investigacao de

compostos naturais, semissintéticos e sintéticos que possam atuar seletivamente
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na inibicdo dessas enzimas e consequentemente modularem os diferentes efeitos

bioldgicos desencadeados pela hidrolise extracelular de nucleotideos.

Alguns estudos ja demonstraram o potencial de extratos de plantas, bem
como de compostos naturais na modulacdo da hidrolise enzimética de
nucleotideos pelas enzimas da cascata de sinalizagdo purinérgica. Em um estudo
conduzido com derivados de antraquinonas demonstrou-se um alto grau de
inibicdo e seletividade frente as enzimas NTPDase 1 e 3 (BAQI et al., 2009). A
ativacdo do receptor P2X7 pelo ATP através da ativacdo e sensibilizacdo dos
canais de Ca*? foi modulada por diferentes compostos naturais em uma linhagem
celular de melanoma (FISCHER et al., 2014). Estudos conduzidos em diferentes
modelos animais também ja demonstraram o potencial de inibicdo ou ativacdo
dessas enzimas com possiveis implicagdes para o tratamento de diferentes
patologias (GORGEN et al., 2005; DA SILVA et al., 2006; CASTILHOS et al.,
2015). O efeito de extratos de plantas na ativacdo dos receptores P2X e P2Y e
consequentemente na modulacdo da agregacdo plaquetaria também tem sido
vastamente estudado. Ja foi demonstrado que diferentes extratos de plantas sdo
capazes de inibir a agregacdo plaquetaria mediada pelo ADP em humanos, sendo
considerados possiveis alternativas terapéuticas em diferentes patologias e
desordens de coagulacdo (JAGROOP, 2014). Embora bastante preliminares, 0s
estudos ja apontam para o crescente interesse na area de desenvolvimento de
farmacos com potencial modulacdo da cascata enzimatica mediada pelas

NTPDases e pelos receptores purinérgicos.

Em T. vaginalis, a modulacdo dessa cascata enzimatica além de ter funcéo
relevante na regulacdo dos mecanismos de patogenicidade do parasito durante o
curso da infeccdo, pode ter papel crucial na terapéutica utilizada no tratamento da
tricomoniase. Um estudo de Giordani e colaboradores (2011) demonstrou que 0s
alcaloides licorina e candimina inibiram fortemente as atividades da NTPDase e
da ecto-5"-nucleotidase quando trofozoitos intactos foram tratados por 24 horas,
demonstrando que os niveis de ATP e adenosina extracelulares podem ser
modulados pelos alcaloides testados (GIORDANI et al., 2010). Considerando-se
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0s papéis citotoxicos e pré-inflamatérios do ATP além dos efeitos anti-
inflamatorios da adenosina, a regulacdo dos niveis de nucleotideos extracelulares
poderia ser relevante no aumento da suscetibilidade do T. vaginalis a resposta
imune do hospedeiro na presenca desses alcaloides. Dessa maneira, a modulacéo
dessa via enzimatica por compostos ativos frente ao T. vaginalis poderia ser um
mecanismo adjuvante ao tratamento tradicional da tricomoniase, hoje restrito a

uma Unica classe de fa&rmacos que apresenta importantes limitagdes.

1.3 Derivados de floroglucinol

Plantas pertencentes a familia Clusiaceae sdo amplamente difundidas na
medicina popular, apresentando como principais usos anti-inflamatorio,
antimicrobiano e anti-hemorragico. Destaca-se nessa familia, o género
Hypericum que tem utilizacdo difundida em diversas partes do mundo e
compostos com atividades antiviral, antifungica, antibidtica e anticancer tém sido
isolados, estudados e caracterizados (ISHIGURO et al., 1987; HU et al., 2000).
No que se refere ao género Hypericum, mais de 400 espécies desse género ja
foram catalogadas, sendo que H. perforatum L., indicada para tratamento de
feridas, eczemas e desordens psicoldgicas é a mais amplamente estudada. Os
extratos oriundos dessa espécie sdo 0s produtos de origem vegetal que
apresentam o maior nimero de estudos clinicos no mundo, apresentando-se como

alternativa aos antidepressivos sintéticos atuais empregados na pratica clinica.

A intensa pesquisa em espécies de Hypericum, motivada principalmente
pelos compostos de H. perforatum L., tem levado a descoberta de diferentes
compostos do género com atividades bioldgicas bastante promissoras, dentre
esses se destacam os flavonoides, xantonas e derivados de floroglucinol. Os
floroglucinois tém despertado interesse visto que atividades biologicas
importantes j& foram descritas em tais moléculas, como anti-herpética, anti-
helmintica, antibacteriana e antiproliferativa (ROCHA et al., 1995; ROCHA et
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al., 1996; FERRAZ et al., 2005). Recentemente, também foi descrita atividade
antinociceptiva dos derivados de floroglucinol uligisonina B, austrobrasilol A,
austrobrasilol B e isoaustrobrasilol B (STOLZ et al., 2014; BRIDI et al., 2016).
Interessantemente, em relacdo ao efeito antinociceptivo de uligisonina B, Stolz e
colaboradores (2016) demonstraram que o efeito observado ocorre via ativagéo
de receptores Al e A2A de adenosina e que a modulacéo da atividade da enzima
ecto-5’-nicleotidase contribui para o efeito antinociceptivo do composto (STOLZ
et al.,, 2016). A atividade antiparasitaria dos derivados de floroglucinol,
especificamente da uliginosina B ja foi descrita em T. vaginalis (CARGNIN et
al., 2013) e extratos de diferentes espécies de Hypericum enriguecidas com
floroglucinois ja& demonstraram promissora atividade anti-Leishmania
amazonensis (DAGNINO et al., 2015).

Considerando o interesse na busca de produtos naturais com atividades
bioldgicas e as enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase como possiveis alvos
terapéuticos em T. vaginalis, torna-se relevante o estudo de avaliagcdo de
atividade bioldgica dos floroglucinois frente ao T. vaginalis. A investigacdo da
atividade moduladora desses compostos na hidrélise extracelular de nucleotideos
no parasito, poderia influenciar os niveis desses compostos sinalizadores no sitio

da infecgéo.
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1.3 Objetivos






Considerando (i) o impacto da tricomoniase na satde publica, (ii) o papel
da sinalizacdo purinérgica nos processos inflamatorios e na modulacdo da
interacdo parasito-hospedeiro, (iii) a presenca de ectonucleotidases ja
caracterizadas em T. vaginalis, (iv) a necessidade de caracterizacdo da atividade
dessas enzimas frente aos nucleotideos da guanina (v) a busca por uma melhor
compreensdo da relacdo parasito-hospedeiro e (vi) a investigacdo de novos alvos
terapéuticos para o tratamento da tricomoniase, o0 objetivo geral deste estudo é
investigar o papel dos nucleotideos e nucleosideo da guanina na sinalizacéo

celular envolvida na patogénese da tricomoniase.
Os objetivos especificos propostos foram:

1. Avaliar as atividades enzimaticas da NTPDase e da ecto-5’-nucleotidase,
considerando como substratos nucleotideos da guanina (GTP, GDP,
GMP) em isolados de T. vaginalis clinicos frescos e de longo tempo de

cultivo e determinar parametros cinéticos (Km e Vmax) para as enzimas;

2. Avaliar o metabolismo do GTP pelas enzimas, a expressdo génica das
NTPDases e o perfil de recaptacdo de guanosina e adenosina extracelular

em uma situacao de privacao de soro bovino adulto;
3. Avaliar o envolvimento da sinalizagdo mediada pela guanosina e
adenosina na citotoxicidade de trofozoitos frente as células epiteliais

vaginais (CEVSs) e células epiteliais prostaticas (CEPS);

4. Investigar a atividade anti-T.vaginalis e potencial de inibicdo das

ectonucleotidases por compostos da classe dos fluoroglucinois.
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Capitulo 11.1: O presente Capitulo é constituido por artigo cientifico publicado,
conforme referéncia abaixo, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 74-82.

Camila Braz Menezes, Juliano Durgante, Rafael Rodrigues de Oliveira, Victor Hugo

Jacks M dos Santos, Frederico Rodrigues, Solange Cristina Garcia, Odelta dos Santos,
Tiana Tasca. Trichomonas vaginalis NTPDase and ecto-5'-nucleotidase hydrolyze
guanine nucleotides and increase extracellular guanosine levels under serum
restriction. Molecular and Biochemical Parasitology. 2016 May; 207(1):10-8. doi:
10.1016/j.molbiopara.2016.04.003

RESUMO DOS RESULTADOS:

Através desse capitulo foi possivel demonstrar que os nucleotidos de guanina
(GTP, GDP, GMP) sdo substratos para as ectonucleotidasess de T. vaginalis,
apresentando parametros cinéticos como esperado para esta familia de enzimas. Os
diferentes isolados (isolados de longo cultivo e isolados clinicos frescos) apresentaram
perfis heterogéneos de hidrolise A condicdo metabdlica de restricdo de soro bovino
adulto aumentou a atividade das enzimas NTPDase e ecto-5'-nucleotidase. Os dados
do metabolismo dos nucleotideos revelaram um aumento da hidrdlise de GTP e
formacdo de nucleotideos intermediarios (GDP e GMP) na condi¢do de estricdo
metabodlica quando comparado a condicdo controle. O produto final da cascata, o
nucleosideo guanosina foi formado em maiores concentracGes na situacao de restri¢do
de soro e houve acimulo extracelular desse composto.Os niveis de transcricdo das
cinco sequéncias de TvNTPDases foram analisadas e as expressdes dos genes mais
elevados foram encontrados para TvNTPDase 2 e 4. A recaptacdo guanosina e
adenosina extracelular foi observada atraves de nucleotideos com marcacédo isotopica
detectados no DNA dos parasitos. Houve menor recaptacdo de guanosina na forma de

13CGTP em relagdo a adenosina, detectada na forma de *CATP. Estes resultados
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indicam a preferéncia de T. vaginalis pela receptacdo de adenosina em uma situacao de
restricdo metabdlica e de acimulo de guanosina no meio extracelular, corroborando
com dados obtidos nos experimentos enzimaticos e sugerindo um possivel papel

bioldgico para o acumulo extracelular de guanosina no contexto da infeccéo.
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CAPITULO II. 2: Camila Braz Menezes, Tiana Tasca. Adenosine, but not
guanosine, protects vaginal epithelial cells from Trichomonas vaginalis
cytotoxicity.

As paginas 83-98 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

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

RESUMO DOS RESULTADOS:

Nossos resultados demonstraram que em alguma proporgao, todos os isolados
utilizados no estudo (isolados de longo cultivo e isolados clinicos frescos) levaram a
um efeito citolitico frente as células epiteliais vaginais humanas. O isolado mais
citotoxico, TV-LACM6 demonstrou atividade de hidrolise dos nucleotideos ATP,
GTP, AMP e GMP, o que reforca a presenga de atividade de NTPDase e ecto-5’-
nucleotidase nesse isolado. Observou-se maior eficiéncia na hidrolise de GMP em
comparagdo & AMP. Quando nucleotideos e nucleosideos foram testados, o efeito
citotoxico mediado pelo isolado TV-LACM®6 foi potencializado na presenca dos
nucleotideos ATP and GTP. Por outro lado, o perfil de citotoxicidade foi revertido
pelo acimulo de adenosina, obtido na condicdo de co-incubacdo com EHNA. O efeito
de reversao de citotoxicidade nao foi observado na presenca de guanosina. A fim de se
avaliar o provavel mecanismo envolvido nos efeitos mediados pela adenosina, foi
realizada uma co-incubacdo com cafeina, antagonista inespecifico de receptores do
tipo P1 de adenosina. Houve reversdo do efeito citoprotetor mediado pelo acimulo de
adenosina. Em relacdo ao envolvimento de receptors envolvidos, observou-se que 0s
receptores ADORA1 and ADORAZ2A ndo estdo envolvidos. De maneira geral, o
capitulo demonstrou que a producdo de guanosina e adenosina parece modular a
citotoxicidade mediada pelo T. vaginalis frente as células hospedeiras, processo chave

para o processo de colonizagéo e estabelecimento da infeccao.
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CAPITULO II. 3: Camila Braz Menezes, Graziela de Vargas Rigo, Henrique Bridi,

Danielle da Silva Trentin, Alexandre José Macedo, Gilsane Lino VVon Poser, Tiana

Tasca. Modulation of extracellular nucleotides hydrolysis as an additional
mechanism for anti-Trichomonas vaginalis activity of the phloroglucinol

derivative isoaustrobrasilol B

As paginas 99-124 da versdo completa desta tese foram suprimidas uma vez que

correspondem ao manuscrito a ser submetido ao periodico Parasitology.

RESUMO DOS RESULTADOS:

O objetivo do estudo foi investigar a atividade de onze derivados de
floroglucinois isolados de espécies de Hypericum do sul do Brasil e do Peru frente a T.
vaginalis, bem como a capacidade dos compostos ativos em modular as enzimas
ectonucleotidades do parasito e consequentemente, respostas imunes. Os resultados do
screening de atividade demonstraram que 0S compostos mais ativos foram o0s
derivados isoaustrobrasilol B, isohiperbrasilol B e isouliginosina B (1Cso 48 uM), com
valores de ICso 38, 73 e 48 uM, respectivamente. Os compostos ndo demonstraram
atividade hemolitica frente a eritrécitos humanos quando comparado ao veiculo ou ao
controle. Embora o composto mais ativo (isoaustrobrasilol B) tenha apresentado
citotoxicidade frente a célula epitelial vaginal humana (indice de seletividade <10), o
modelo in vivo revelou auséncia de toxicidade, uma vez que o tratamento com o
composto ndo alterou a taxa de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella. O
resultado reforga a necessidade de utilizagdo de modelos de toxicidade adequados para
a avaliacdo de compostos ativos promissores. O derivado isoaustrobrasilol B foi o
unico composto que inibiu significantemente a atividade das enzimas NTPDase e ecto-
5’-nucleotidase, levando ao acumulo extracelular de nucleotideos. A modulacdo

imune mediada pelo acumulo extracelular desses compostos foi avaliada. A producéo
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de espeécies reativas de oxigénio e interelucina-6 (IL-6) por neutrofilos estimulados por
T.vaginalis ndo foi afetada pelo tratamento com o composto. Por outro lado, a
liberacdo de interleucina-8 (IL-8), a principal interleucina produzida por neutréfilos na
tricomoniase, foi aumentada. O efeito sinérgico de reducdo de viabilidade de
trofozoitos e modulagdo da NTPDase e ecto-5’-nucleotidase pode aumentar a
suscetibilidade do T. vaginalis frente a resposta imune do hospedeiro e

consequentemente, sua eliminagéo do sitio de infecgéo.

100



PARTE Il






I11.1. Discussao Geral






A tricomoniase, doenca sexualmente transmissivel (DST), causada pelo
protozoario flagelado Trichomonas vaginalis apresenta uma incidéncia de 276
milhdes de novos casos ao ano, numeros bastante expressivos e que ultrapassam
as incidéncias combinadas das infeccbes por Chlamydia, gonorreia e sifilis
(WHO, 2012). A infeccdo na maioria dos paises, incluindo paises desenvolvidos
como os Estados Unidos, ndo € de notificacdo obrigatoria aos sistemas de
vigilancia em salde, o que determina que os numeros de prevaléncia e incidéncia
possam ser subestimados. Apesar da alta incidéncia e dos esforcos em pesquisa,
0 desenvolvimento de farmacos e controle da infec¢do causada pelo protozoario
seguem escassos em comparacdo com outras DSTs. A infeccdo afeta
desproporcionalmente as minorias e as populacdes de baixa renda de paises em
desenvolvimento, o que contribui para sua classificacdo como uma doenga
parasitaria negligenciada (SECOR et al., 2014).

Dados nos Estados Unidos apontam que 0s custos médicos associados a
terapéutica da tricomoniase alcancam 24 milhGes de ddlares ao ano (OWUSU-
EDUSEI et al.,, 2013), desconsiderando-se possiveis complicacdes e efeitos
adversos associados ao tratamento. Os custos podem se tornar ainda mais
alarmantes atingindo 167 milhdes de ddlares ao ano quando sdo consideradas as
complicagdes atribuidas a facilitacdo da aquisi¢do e transmissdo do virus HIV
pelo T. vaginalis. Deve-se ressaltar ainda que esses valores podem ser majorados,
quando as demais complica¢fes associadas a infec¢do, como desenvolvimento de

cancer cervical e de prdstata, sdo levadas em consideracéo.

O tratamento da tricomoniase € restrito aos farmacos da classe dos 5-
nitroimidazois, com o metronidazol e o tinidazol sendo os Unicos representantes
do grupo aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration, USA). Estudos
in vitro demonstram que o tinidazol apresenta maior eficacia contra isolados de
T. vaginalis do que o metronidazol, além de induzir efeitos adversos em menores
proporcdes. Entretanto, devido a similaridade estrutural entre os dois compostos,

infeccbes que se mostram resistentes ao metronidazol apresentam alta
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probabilidade de ndo serem curadas com doses padroes de tinidazol.
Considerando-se que o0s estudos apontam que casos de resisténcia ao
metronidazol atinjam até 9,6% das infec¢cbes (SCHWEBKE & BARRIENTES,
2006) e ainda as altas taxas de incidéncia da infec¢do, a problematica da
resisténcia torna-se problema de satde publica reforcando a necessidade iminente
de busca por novos alvos terapéuticos com estrutura quimica e mecanismos de

acdo diversos daqueles observados para a classe dos 5-nitroimidazois.

O avango da elucidacdo de aspectos morfoldgicos, bioquimicos e
moleculares de patdgenos permite o desenvolvimento de inovacdes terapéuticas e
pode ser uma abordagem racional na busca por novos alvos terapéuticos. O
desenvolvimento da pesquisa de compostos antiparasitarios baseia-se
principalmente na investigacdo de rotas bioquimicas do parasito e quando
passiveis de modulacédo, a comparacdo de similaridades entre essas vias com as
do hospedeiro, objetivando a identificacdo de possiveis alvos para a seletiva
modulacdo através de novos compostos (VERLINDE et al., 2001).

Nesse contexto, 0 sistema purinérgico apresenta-se como uma via de
investigacdo de novos alvos antiparasitarios, visto que participa da modulagéo de
cascatas de sinalizacdo extracelulares que envolvem nucleotideos, nucleosideos,
enzimas e receptores de células (BURNSTOCK, 2007b). As enzimas
pertencentes a familia das ectonucleotidases (ZIMMERMANN, 2001) regulam o
balango extracelular de nucleotideos/nucleosideos e ja foram caracterizadas em
diversos parasitos (SANSOM et al., 2008a), incluindo T. vaginalis (MATOS et
al., 2001; TASCA et al., 2003). As enzimas sdo alvos bioldgicos extremamente
importantes para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos, visto que
desempenham papel essencial na geracdo de compostos chave para a
sobrevivéncia dos patdgenos em distintas rotas metabolicas. Além disso, sdo
alvos de facil adaptacdo em ensaios bioldgicos, passiveis de purificacdo e

versateis na aplicagdo de ferramentas como a bioinformatica (MESTRES, 2005).
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Em T. vaginalis as ectonucleotidases apresentam papel crucial na
sobrevivéncia dos trofozoitos, visto que T. vaginalis ndo é capaz de sintetizar
purinas pela via de novo, a hidrélise sequencial de nucleotideos promovida por
essas enzimas fornece os nucleosideos que serdo recaptados e incorporados ao
pool intracelular para a sintese de nucleotideos (HEYWORTH et al., 1982).
Além desse papel crucial na incorporacdo de purinas, as enzimas podem
participar da modulacdo de resposta imune do hospedeiro frente a infeccao, visto
que a hidrolise sequencial do ATP, que apresenta propriedades pro-inflamatodrias,
até adenosina, a qual é capaz de contrabalancear iniUmeros efeitos promovidos
pelo ATP devido ao seu efeito imunossupressor em diferentes células imunes
(BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014). Nesse contexto, Frasson e
colaboradores (2012) demonstraram que 0s niveis de O0xido nitrico, metabolito
produzido por neutrofilos, a principal célula imune recrutada para o sitio da
infeccdo pelo T. vaginalis, podem ser modulados pela adenosina, produto final
dessa cascata enziméatica (FRASSON et al., 2012a).

A guanosina é um nucleosideo classicamente estudado devido a
modulacdo de vias de sinalizagédo intracelular mediadas pelo GMPc, que atua
como um segundo mensageiro, mais notavelmente por ativar as proteinas
cinases intracelulares em resposta a ligacdo de diferentes moléculas e peptideos
sinais na superficie da membrana das células. Além dos efeitos intracelulares da
guanosina, o nucleosideo também apresenta atividades no meio extracelular,
onde regula fungbes bioquimicas e celulares. Os principais mecanismos
estudados até hoje envolvem as células do sistema nervoso central, onde a
guanosina parece atuar na modulagéo do crescimento neuronal, na modulagéo da
liberacdo de neurotransmissores nas sinapses, no comportamento e memdria, e
mais relevante ainda, é o papel neuroprotetor do nucleosideo frente a danos
celulares causadas em modelos de hipoxia e isquemia (SCHMIDT et al., 2000;
SCHMIDT et al., 2007). Em parasitos, a literatura acerca do possivel
envolvimento do nucleosideo nos mecanismos de infeccdo, patogénese e
regulacdo de respostas imunes do hospedeiro é escassa. Em diferentes parasitos
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ja foi demonstrado que os nucleotideos da guanina GTP, GDP e GMP sdo
substratos para as ectonucleotidases em diferentes proporcbes e com diferencas
preferenciais nas taxas de hidrdlise (SANSOM et al., 2008b). Em T. vaginalis o
perfil de hidrolise de nucleotideos da guanina, a regulacdo dessas enzimas em
condicBes metabdlicas especificas e o papel do balango extracelular de
nucleotideos e nucleosideos na modulacdo de mecanismos de patogenicidade é

desconhecido.

No sentido de investigar as lacunas desse campo de estudo, o objetivo do
Capitulo 1 foi investigar o perfil de hidrolise dos nucleotideos da guanina pelas
ectonucleotidases de T. vaginalis. Partiu-se da caracterizagdo dos parametros
cinéticos atribuidos as enzimas frente aos substratos derivados da guanina e
demonstrou-se em diferentes isolados clinicos frescos e em isolados de longo
cultivo que os nucleotideos da guanina sdo substratos para as ectonucleotidases
de T. vaginalis. O perfil de hidrolise foi bastante heterogéneo e de maneira geral,
os nucleotideos tri e di fosfatados apresentaram maior taxa de hidrolise em
comparacdo com o nucleotideo monofosfatado. Considerando-se que T. vaginalis
é um protozoario auxotrofico para purinas e dependente de fontes exdgenas de
nucleosideos, que sdo incorporados por uma via unica de salvacdo de purinas
constituida pelas enzimas PNP and PNK, a hidrolise extracelular de nucleosideos
mediada pelas ectonucleotidases sustentam as demandas de purinas necessarias

ao metabolismo do parasito.

A partir da demonstracdo da hidrélise dos nucleotideos da guanina como
substratos para a NTPDase e ecto-5"-nucleotidase em T. vaginalis em uma
condigdo padrdo de cultivo, o estudo investigou o efeito de uma situagdo de
privacdo de soro na modulacdo do perfil enzimatico e da recaptacdo de
nucleosideos para o pool intracelular. O cultivo de T. vaginalis é
tradicionalmente suplementado com soro bovino adulto, fonte primaria de
nucleosideos para crescimento e proliferacdo dos trofozoitos. Estudos prévios do

nosso grupo de pesquisa ja demonstraram que em situagdo de privagédo de soro
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ocorre um aumento da taxa de hidrolise dos nucleotideos da adenina pela
NTPDase e ecto-5’-nucleotidase (FRASSON et al., 2012b). Na situacdo de
privacdo de purinas, houve significativo aumento da taxa de hidrolise de
nucleotideos pelas enzimas e um expressivo consumo de GTP pelos trofozoitos.
Os niveis de guanosina gerados pela cascata enzimatica foram superiores no
grupo submetido a privacdo de soro, reforcando a hipotese da relevancia da
cascata enzimética na geracdo de nucleosideos para a sobrevivéncia do parasito
em uma situacdo metabodlica adversa. A partir da observagdo do aumento da
atividade enzimatica, buscou-se evidenciar quais sequéncias entre TYNTPDase 1
a 5 poderiam estar envolvidas com o aumento da atividade enzimatica. A
expressdo génica das sequéncias TVNTPDase2 e 4 apresentou-se aumentada na
condigé@o de limitacdo de soro, o que poderia justificar o0 aumento da atividade

enzimatica.

Surpreendentemente, em relacdo ao metabolismo da guanosina, a
condigdo de limitagdo de soro bovino ndo levou ao completo e rapido consumo
do nucleosideo do meio extracelular, como ja previamente demonstrado para a
adenosina (FRASSON et al., 2012b). Na busca da confirmacdo do perfil obtido
pelos dados de HPLC, um experimento foi conduzido para comparar a taxa de
recaptacdo de adenosina e guanosina em seus respectivos nucleotideos no DNA
do parasito, através da utilizacdo de substratos marcados com 3C. Apds a
incubacdo dos substratos B*“ATP e 3¢-GTP com os trofozoitos e a posterior
hidrélise pelas enzimas, o0 DNA dos parasitos foi extraido e a incorporacao dos
nucleosideos (produtos finais da cascata enzimética) em nucleotideos
intracelulares foi determinada. Os resultados demonstraram que adenosina tem
uma maior recaptacdo do meio extracelular do que guanosina, confirmando o
dado encontrado no HPLC e reforcando os dados da literatura que ja
demonstraram que adenosina é o nucleosideo preferencial recaptado para a
sintese de nucleotideos em T. vaginalis (MUNAGALA & WANG, 2003). O
transporte de adenosina € mais rapido do que o da guanosina e em apenas 100
segundos, 75% da adenosina extracelular é recaptada para compor o pool
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intracelular de nucleotideos (HARRIS et al., 1988). O dado inédito de recaptacéo
de guanosina em uma situacdo restritiva de purinas, contribui para o
conhecimento acerca do metabolismo de nucleotideos no parasito e evidencia a
necessidade de mais estudos que elucidem o0s mecanismos de transporte e
recaptacdo desses compostos em T. vaginalis. O acumulo de guanosina
extracelular nos levou a propor a hipotese de que niveis aumentados deste
nucleosideo poderiam ser vantajosos para 0 parasito dentro de um contexto de
sobrevivéncia em um sitio de infec¢do, visto que a adenosina com propriedades
anti-inflamatodrias é rapidamente consumida (via enzimatica ou por recaptagéo),
ao contrario da guanosina que permanece acumulada no microambiente

extracelular.

Diante dos resultados observados para a guanosina, projetou-se o
Capitulo 1l dessa tese, objetivando-se investigar o papel extracelular da
guanosina na modulacdo da patogénese de T. vaginalis. Como um patégeno de
mucosa extracelular, T. vaginalis deve aderir as células epiteliais hospedeiras da
vagina, cérvix ou prostata e em um segundo estagio, os trofozoitos sofrem uma
drastica transformacdo morfoldgica que desencadeia 0 mecanismo de
citotoxicidade, resultando em citdlise, fagocitose e desintegracdo das
monocamadas de células. Sabendo-se que os nucleotideos e nucleosideos
desencadeiam papéis antagdnicos na mediacdo de eventos de citotoxicidade e
inflamacdo, o proximo objetivo foi avaliar o possivel papel dos nucleotideos e
nucleosideos extracelulares na citotoxicidade mediada pelos trofozoitos em uma
linhagem de células epiteliais vaginais humanas (HMVII). Inicialmente, foi
realizado um screening a fim de investigar o perfil de citotoxicidade de
diferentes isolados clinicos frescos e de longo tempo de cultivo. Todos os
isolados estimularam a liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) pelas células;
entretanto, um perfil bastante heterogéno foi observado, com destaque para o
isolado TV-LACMG6 que apresentou a maior taxa de citélise. O perfil

heterogéneo de citotoxicidade obtido estd de acordo com dados da literatura que

134



demonstram diferencas na capacidade de citdlise de isolados de T. vaginalis
(RYAN et al., 2011; LUSTIG et al., 2013).

Considerando-se que ATP extracelular e nucleotideos sdo moléculas
associadas ao dano celular e que sua liberacdo € desencadeada em resposta a
infeccdo ou dano tecidual, a sequéncia do trabalho investigou o papel dos
nucleotideos ATP e GTP e nucleosideos adenosina e guanosina na modulacéo da
citotoxicidade mediada pelo parasito. Os dados obtidos demonstraram que ambos
0s nucleotideos ATP e GTP quando adicionados ao meio de co-cultivo de T.
vaginalis com células HMVII foram capazes de aumentar a citotoxicidade do
isolado clinico TV-LAC M6 frente a linhagem celular. O acimulo de ATP no
meio extracelular, obtido pela adicdo de gadolineo potencializou o efeito de
liberacdo de LDH celular. Quando o efeito dos nucleosideos adenosina e
guanosina foi avaliado, ndo se observou reducdo da citotoxicidade, apenas
quando se utilizou o inibidor da adenosina deaminase (EHNA). Demonstrou-se,
portanto, que a adenosina acumulada, na presenga do inibidor, mas ndo a
guanosina, reduz a citotoxicidade dos trofozoitos frente a célula hospedeira. A
auséncia de um efeito citoprotetor atribuido a guanosina ndo é surpreendente,
considerando que o perfil enzimatico obtido para o isolado TV-LACM®6
demonstra maior atividade de ecto-5’-nucleotidase frente ao nucleotideo GMP
em comparacdo a0 AMP. Essa caracteristica promove uma menor producao
adenosina em relacdo a guanosina como produto final da cascata enzimatica.
Deve-se ainda salientar que nesse modelo a guanosina ndo apresentou efeito na
protecdo ao dano celular promovido pelos trofozoitos, porém a literatura é
bastante vasta em relagcdo ao papel protetor do nucleosideo em outros modelos de
dano celular e tecidual envolvendo distintos tipos celulares (SCHMIDT et al.,
2000; CITTOLIN-SANTOS et al., 2016).

A investigacdo do receptor de adenosina envolvido no efeito observado
foi conduzida pela adicéo de cafeina, um antagonista de receptores P1. Conforme

esperado, a co-incubacdo com cafeina reverteu o efeito na citotoxicidade obtido
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com a condicdo de acumulo de adenosina promovida pelo inibidor da adenosina
deaminase. A fim de investigar o subtipo de receptor envolvido, o efeito de
agonistas e antagonistas de receptores Al e A2A foi avaliado, porém ndo foi
possivel definir qual o receptor diretamente envolvido no processo, ja que o
percentual de LDH liberado pelas células foi semelhante em todos o0s grupos
tratados. Deve-se salientar que ndo foi realizada a avaliacdo da participacdo dos
receptores A2B e A3, perspectiva que se abre para o encerramento desse ponto
do trabalho.

A busca pelo conhecimento de novos alvos terapéuticos e rotas
bioguimicas alternativas na tentativa de desenvolvimento de novas moléculas
para o0 tratamento da tricomoniase é de urgente necessidade, visto que a opc¢éo
terapéutica atual é restrita a uma unica classe de farmacos com limitacGes
bastante consideraveis, especialmente em relacdo ao surgimento de resisténcia e
inefetividade terapéutica. Nesse sentido, os dados obtidos no Capitulo 111 vém ao
encontro dessa demanda, através do estudo da atividade de compostos frente ao
T. vaginalis que apresentem efeito na modulacdo da cascata enzimatica das
ectonucleotidases. Inicialmente, o estudo avaliou a atividade frente ao T.
vaginalis de 11 derivados de floroglucinois, obtidos de espécies de Hypericum da
regido sul brasileira. A partir da obtencdo dos ICsg, observou-se que 0S
compostos isoaustrobrasilol B, isohiperbrasilol B e isouliginosina B
apresentaram as atividades mais promissoras. Em relacdo a avaliacdo de
possiveis mecanismos citotoxicos, realizou-se o ensaio de hemolise que néo
evidenciou efeito hemoliticos frente aos eritrocitos humanos. A avaliacdo da
toxicidade frente as células epiteliais vaginais mamiferas (HMVII) ndo
demonstrou indices de seletividade adequados, demonstrando potencial de
citotoxicidade in vitro. A fim de confirmar a citotoxicidade, um ensaio
avaliando-se o efeito tdxico in vivo do composto com maior atividade frente ao
T. vaginalis foi realizado. O modelo de Galleria mellonella tem sido utilizado
para a investigacdo da viruléncia de diversos patégenos humanos (bactérias e
fungos), devido as semelhancas entre o sistema imune inato desses insetos e
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mamiferos (KAVANAGH & FALLON, 2010). Além disso, a toxicidade de
compostos também vem sendo descrita neste modelo, como demonstrado por
Gilbreel e Upton, que avaliaram a toxicidade da epidermicina, um peptideo
antimicrobiano com atividade contra bactérias Gram-positivas (GIBREEL &
UPTON, 2013). Os resultados demonstrados apontam para auséncia de
toxicidade in vivo para o composto isoaustrobrasilol B, uma vez que a
sobrevivéncia das larvas nos grupos tratados, nas trés diferentes doses, foi igual

ao grupo controle.

Considerando que o ATP desempenha um papel pré-inflamatério bem
estabelecido e que a adenosina apresenta um papel imunomodulador importante
através do recrutamento de células imunes e modulacdo de citocinas pro-
inflamatorias, a inibicdo das enzimas que regulam o balango extracelular de
nucleotideos e nucleosideos pode aumentar a suscetibilidade de T. vaginalis
frente a resposta imune das células hospedeiras. Estudos prévios demonstram que
compostos da classe dos alcaloides foram capazes de inibir fortemente a
atividade dessas enzimas em T. vaginalis, levando ao acimulo de ATP
extracelular e reduzindo as concentracbes de adenosina (GIORDANI et al.,
2010). Os trés derivados com maior atividade frente ao T. vaginalis foram
avaliados em relacdo ao potencial de modular a hidrdlise de nucleotideos, em
trofozoitos tratados por 24 horas. Para o composto isoaustrobrasilol B, uma
reducdo significativa na atividade de NTPDase e ecto-5’nucleotidase foi
observada, visto que a hidrélise dos nucleotideos foi menor nesse grupo tratado
em relacdo ao grupo controle sem tratamento. Estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa j& demonstraram a inibicdo das ectonucleotidases pelos alcaloides
licorina e candimina (GIORDANI et al., 2010). O acumulo extracelular de
nucleotideos pode desencadear cascatas de sinalizacdo que levam ao
recrutamento de celulas e mediadores imunes e com isso 0 desencadeamento de
resposta imune do hospedeiro frente ao parasito. Nesse sentido, o sucesso da
terapia da tricomoniase pode ser favorecida pela associa¢do de dois mecanismos
de acdo: a atividade de compostos que promovam a morte dos trofozoitos e a
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modulacdo de cascatas bioquimicas cruciais para a sobrevivéncia do parasito e

que modulam respostas imunes.

Em relagdo aos mecanismos imunes envolvidos na tricomoniase, sabe-se
que os neutrofilos sdo as principais células do sistema imune recrutadas para o
sitio da infeccdo. A fim de avaliar um possivel envolvimento do acumulo de
nucleotideos extracelulares promovido pela reducdo da atividade enzimatica em
parametros de resposta imune, avaliou-se o efeito do tratamento com
isoaustrobrasilol B sobre neutréfilos estimulados com T. vaginalis. Em T.
vaginalis, Song et al. (SONG et al., 2008) j& demonstararam que trofozoitos
aumentam o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em neutrdfilos, tendo
um importante papel na apoptose dessas células imunes. A liberacdo de ROS,
um marcador de resposta imune inata, por neutrofilos, foi avaliada, porém os
trofozoitos tratados ndo estimularam a liberacdo desses mediadores. Em seguida,
avaliou-se se a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e IL-8 poderia
ser modulada. IL-8 é uma importante quimiociona que facilita o
desencadeamento de resposta immune através da atracdo de neutrofilos e outros
fagocitos para o sitio de infeccdo. No contexto da tricomoniase, neutrofilos
(RYU et al., 2004), mondcitos (SHAIO et al., 1995), células vaginais, cervicais
(FICHOROVA et al., 2016) e prostaticas (SEO et al., 2014) liberam IL-8 em
resposta a T. vaginalis. O tratamento com austrobrasilol B ndo alterou a liberagéo
de IL-6 por neutrofilos, porém levou a uma significativa liberagéo de IL-8 pelos
neutréfilos. Associando-se os dados obtidos para a atividade enzimatica e para 0s
efeitos imunes mediados em neutréfilos, pode-se propor a hipdtese de que o
composto altera a hidrolise de nucleotideos, favorecendo o acumulo dessas
moléculas que desencadeardo a sinalizacdo para respostas imunes, em especial a
liberacdo de IL-8 secretada por neutrofilos e com isso, favorece a resposta do

hospedeiro frente ao T. vaginalis.

Finalmente, a tese aqui apresentada avaliou a importancia da sinalizacéo

purinérgica na patogénese da tricomoniase, especialmente em relacéo a distintos
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aspectos: pela primeira vez, avaliou-se os aspectos bioguimicos das enzimas em
relacdo aos nucleotideos da guanina e o papel crucial da modulacédo dessa cascata
em uma situacdo de restricdo metabolica; o papel do GTP e da guanosina na
citotoxicidade mediada pelos trofozoitos frente as células epiteliais hospedeiras;
e o0 potencial terapéutico da modulacdo da cascata enzimatica das
ectonucleotidases como um adjuvante na terapia da tricomoniase, atraves do
aumento da suscetibilidade do parasito frente a resposta imune do hospedeiro.
Dessa forma, o capitulo Il. 1 relacionou-se aos aspectos bioquimicos e
enzimaticos do parasito, enquanto que os capitulos Il. 2 e 3 demonstraram a
participacdo dos nucleotideos e nucleosideos na citotoxicidade mediada pelo T.
vaginalis e a atividade de compostos frente ao parasito, utilizando-se linhagem
celulares, neutrofilos e o recente modelo de Galeria melonella como ferramentas
de estudo. A diversidade de metodologias e técnicas empregadas, bem como dos
modelos celulares reforcam a complexidade do estudo de sistema purinérgico em
parasitos. Os resultados obtidos ampliam inimeras possibilidades e desafios para
a investigacdo de novos aspectos bioquimicos e da patogénese da tricomoniase,
bem como para a busca de novos compostos com mecanismos de acdo distintos

daqueles utilizados atualmente na terapia antiparasitaria.
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1. 2. ConclusOes Gerals






Os resultados obtidos no desenvolvimento desta tese permitem as seguintes

conclusoes:

Do capitulo 11. 1

- Os nucleotideos da guanina sdo substratos para NTPDase e ecto-5’-nucleotidase

em diferentes isolados de T. vaginalis;

- Os parametros cinéticos obtidos foram compativeis para os esperados paras as

enzimas dessa familia;

- A hidrolise dos nucleotideos ¢ aumentada em uma situacdo metabolica de

restricao de soro;

- A producdo de guanosina, produto final da cascata enzimética, € aumentada na

situacdo de restricdo de soro, porém ndo had um consumo rapido do nucleosideo;

- O aumento da atividade das NTPDases pode ser atribuido ao aumento da
expressao das Tv-NTPDase2 e Tv-NTPDase4;

- A guanosina é recaptada em menor quantidade ao pool intracelular dos
trofozoitos e incorporada como DNA em relacdo a adenosina, ficando acumulada

no meio extracelular.

Os resultados estdo ilustrados nas Figuras 3a e 3b.
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Figura 3a: Esquema de hidrélise de nucleotideos da adenina e guanina pela NTPDase e ecto-5’-

nucleotidase de T. vaginalis em condicdo de cultivo padréo.
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Figura 3b: Esquema de hidrolise de nucleotideos da adenina e guanina pela NTPDase e ecto-5’-

nucleotidase de T. vaginalis em condicao de restricdo de soro bovino.
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Do capitulo 11. 2

- Os diferentes isolados de T. vaginalis exibiram perfil heterogéneo de

citotoxicidade em relacdo as células epiteliais vaginais humanas HMVII;

- O isolado TV- LACMG6 apresentou a maior citotoxicidade frente a linhagem

celular;

- Os nucleotideos ATP e GTP promoveram um aumento da citotoxicidade, em
especial 0 acimulo de ATP, obtido através da incubacdo com gadolineo, inibidor
de NTPDase;

- O acumulo de adenosina promovido pelo inibidor da adenosina deaminase,

promoveu a reversao do efeito citotdxico causado pelo isolado TV-LACME;
- Guanosina ndo foi capaz de reverter a citotoxicidade;

- O efeito citoprotetor conferido pelo acimulo de adenosina foi revertido pela
cafeina, antagonista de receptores P1; porém, ndo foi possivel caracterizar o

subtipo de receptor de adenosina envolvido no efeito observado.
Os resultados estdo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4: Citotoxicidade mediada pelo isolado Tv — LACMBG frente a linhagem celular HMVII.
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Do capitulo 11.3

- Os derivados de floroglucinol apresentam promissora atividade anti-T.
vaginalis, especialmente os isolados isoaustroibrasilol B, isohiperbrasilol B e

isouliginosina B;

- Os trés derivados nédo apresentaram efeito hemolitico sobre eritrocitos humanos,
porém apresentaram efeito citotdxico in vitro frente a linhagem de células

epiteliais vaginais HMVII;

- O modelo in vivo demonstrou auséncia de toxicidade para o composto

isoaustrobrasilol B no modelo de Galeria melonella;

- Dos trés compostos testados, apenas o isoaustrobrasilol B foi capaz de reduzir a

atividade enzimatica das enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase;

- O potencial de modulacdo de aspectos imunes foi investigado em neutréfilos
co-incubados com trofozoitos tratados com isoaustrobrasilol B; a liberacdo de
ROS e de IL-6 ndo foi alterada; ao contrério, os niveis de IL-8 produzidos por
neutrofilos co-incubados com trofozoitos tratados foi significativamente maior
do que no grupo controle, indicando uma possivel acdo adjuvante do composto

na eliminacdo do parasito através da estimulacdo da resposta imune.

Os resultados estéo ilustrados na Figura 5.
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inibicdo da cascata enzimética da NTPDase e ecto-5’-nucleotidase.
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[11. 3. Perspectivas






Do capitulo 11.2

- Avaliar o envolvimento da sinalizacdo mediada pela guanosina e adenosina na
citotoxicidade de trofozoitos frente as células epiteliais prostaticas (CEPs);

- Avaliar a participacdo dos receptores A2B e A3 no mecanismo protetor da adenosina.

Do capitulo 11.3

- Investigar o efeito de isoautrobrasilol B na expressdao génica da NTPDase de T.
vaginalis (TVNTPDase 1-5);

- Avaliar a associacdo de isoautrobrasilol B com metronidazol frente a um isolado de
T. vaginalis resistente ao metronidazol a fim de testar a hipdtese de mecanismo

adjuvante do derivado de floroglucinol.
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Trichomoniasis immunity and the involvement of the purinergic signaling
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RESUMO DO ARTIGO:

A imunidade inata e adaptativa desempenham um papel significativo na tricomoniase, a
doenca sexualmente transmissivel ndo-viral mais comum no mundo. No trato urogenital, a
imunidade inata é caracterizada por uma barreira fisica de defesa constituida por células
epiteliais, muco e pH acido. Durante a infeccdo, as células do sistema imunoldgico, 0s
peptideos antimicrobianos, citocinas, quimiocinas, e imunidade adaptativa levam a uma
resposta pro-inflamatdria no sitio da infeccdo a fim de eliminar o agente patogénico
extracelular Trichomonas vaginalis. No entanto, o parasito desenvolveu mecanismos
evolutivos complexos para fugir da resposta imune do hospedeiro através da liberagdo de
cisteina proteases, variacdo fenotipica e mimetismo molecular. O sistema purinérgico

constitui uma rede de sinalizagdo celular, onde nucleotideos e nucleosideos, enzimas,

163



purinoceptores e transportadores estdo envolvidos em quase todas as células e tecidos,
especialmente em sistema nervoso central e autonémo, além de sistemas enddcrino,
respiratorio, cardiaco, reprodutivo. No sistema imunoldgico, tanto em situacGes de
homeostase quanto em processos patoldgicos essa sinalizagdo tem papel chave. O
envolvimento do sistema purinérgico na biologia do T. vaginalis e durante o curso da infeccéo
foi demonstrado nesta revisao, que destaca em especial, a participacao desta via de sinalizacédo

nas estratégias do parasito durante a evasao da respota imune.
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