$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE FARMACIA

INTRODUCAO

Trichomonas vaginalis é o protozoario flagelado causador da
tricomonose, a doenga sexualmente transmissivel ndo-viral mais
comum no mundo? relacionada ao aumento da susceptibilidade ao
HIV2, predisposicdo ao cincer cervical® e é causa de complicagBes
durante gestacdo e parto?. Considerando o impacto da tricomonose
na salde publica e a complexidade da interagdo parasito-
hospedeiro, é importante investigar os aspectos bioquimicos de T.
vaginalis.

A nucleosideo trifosfato difosfoidrolase 1 que hidrolisa ATP e ADP
extracelular, e a ecto-5-nucleotidase que hidrolisa AMP, ja foram
caracterizadas em T. vaginalis®®. Uma vez que células em situacdes
fisiologicas ou de estresse podem liberar nucleotideos e/ ou
nucleosideos no espago extracelular, essas enzimas podem estar
envolvidas em uma possivel sinalizagdo purinérgica na tricomonose.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a atividade da adenosina
deaminase (ADA), a qual participa do metabolismo de purinas
deaminando adenosina a inosina’, em trofozoitos intactos de T.

MATERIAIS E METODOS

1) O isolado clinico TVVP60 e o isolado ATCC 30238 de T. vaginalis
foram cultivados em meio Tripticase- Extrato de levedo- Maltose
(TYM) pH 6,0 (Diamond, 1957) suplementado com 10% (v/v) de soro
bovino inativado, a 37°C. 2) Os parasitos foram lavados com tamp3o
fosfato acrescido de EDTA e EGTA. 3) A quantificagdo protéica total
foi realizada (Bradford, 1976)%. 4) Uma aliquota da suspensio de
parasitos intactos foi incubada no meio reacional contendo 50mM de
tampao fosfato de sddio (pH 7,5) de modo a garantir a concentragdo
de proteina desejada. 5) A reagdo enzimatica foi iniciada pela adigdo
do substrato (3,0 mM), e interrompida pela adicdo dos testes em
solu¢do de fenol-nitroprussiato de sédio. 6) A viabilidade dos
trofozoitos foi avaliada por motilidade e exclusdo com Trypan Blue.
7) A corre¢do da deaminagdo ndo-enzimatica do substrato foi
realizada por adicdo de trofozoitos intactos apds a interrupgdo da
reacdo. 8) A quantificagdo de amonia foi realizada(Giusti, 1974)°. 9) A
atividade da ADA foi avaliada na presenga do inibidor EHNA, dos
cations Ca*2 e Mg*? e do inibidor da ecto-5’-nucleotidase, AMPCP.
10) A expressdo de genes relacionados a ADA ada(125) e ada (231)
foi realizada por uma RT-PCR semi-quantitativa.11) As sequéncias de
proteina de ADA obtidas da fun¢do BLASTP via GenBank foram
alinhadas com o programa ClustalX e a arvore filogenética foi
desenhada com o programa MEGA 4.0 usando o método estatistico
de Neighbor-Joining com distancia proporcional (p). 12) As andlises
estatisticas foram conduzidas por teste de t Student ou ANOVA com

- Considerando a viabilidade dos trofozoitos e a atividade enzimatica
apresentada, os resultados apontam para uma ecto-ADA, localizada
na superficie dos parasitos.

- Possivelmente trata-se da isoenzima ADA 1 visto que a na presenga
de EHNA, inibidor potente da isoenzima ADA 1, a atividade decresce
significantivamente.

- A inibicdo da atividade da ADA na presenca de AMPCP sugere
fortemente uma associagdo em cascata da ecto-5"-nucleotidase com
a ADA.

- Duas sequencias de genes relacionadas a ADA foram expressas nos
trofozoitos

-A drvore filogenética mostrou quatro clados terminais bem
resolvidos confirmando a presenga de dois ortélogos de ADA em T.
vaginalis no segundo clado, com outras espécies de protozoario.

- A ocorréncia de uma ecto-ADA em T. vaginalis pode representar
importantes implicagdes no sistema purinérgico na resposta imune a
tricomonose regulando os niveis extracelulares de nucleotideos e
nucleosideos.
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Figura 1. Curva de proteina para a
atividade de ADA em trofozoitos
intactos de T. vaginalis. A
concentragdo de proteina escolhida
para ensaios subsequentes foi a de
100 pg/mL.

Figura 2. Curva de tempo para a
atividade de ADA em trofozoitos
intactos de T. vaginalis. O tempo
escolhido para ensaios
subsequentes foi de 20 minutos.

Figura 3. Curva de pH para a
atividade de ADA em trofozoitos
intactos de T. vaginalis. O pH dos
ensaios subseqiientes foi de 7,5.
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Figura 5. Efeito de
35

de T. vaginalis.

Figura 4. Curva do substrato adenosina para
a atividade de ADA em trofozoitos intactos

cations sobre a atividade de ADA de
trofozoitos intactos de T. vaginalis. Dados representam média *
desvio padrdo de, pelo menos, quatro experimentos. CaCl,,
MgCl, and EDTA foram usados a 2.5 e 5.0mM.
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(S (nmol NH J/min/mg proteina) Figura 6. Atividade da ADA em trofozoitos intactos de
2-detxi-aderosina 29105 T. \{agina/is na ;zresenqa do inibidor EHNA. Estatistica:
andlise de varidncia de uma via (ANOVA one-way)
Adenosina 1,9+06 seguido de teste Tukey. Diferencas significativas: com
o controle; ® com 5mM; ¢ com 10mM; ¢ com 15mM
Guanosina Zero (P<0,05).
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Tabela 2. Inibigdo da ecto-5’-nucleotidase por AMPCP e determinagdo da
atividade da ADA de trofozoitos intactos de T. vaginalis.
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ATCC 30238 0,63+0,1 zero 100
TV-VP60 1,3+£0,53 zero 100
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Figura 7. Arvore filogenética de membros da familia da ADA. O
grupo filogenético foi constituido por (Tv) T. vaginalis, (Hs)
Homo sapiens, (Mm) Mus musculus, (Gg) Gallus gallus,

ada(125) ada(231)

Figura 8. Padrdo de expressdo de RNAm dos
genes relacionados a ADA ada(125) e ada (231)

em trofozoitos de T. vaginalis. As amplificagdes

resultaram

(XI) Xenopus laevis, (Dr) Danio rerio, (Dd) Dictyostelium
discoideum, (Eh) Entamoeba histolytica, (Lm) Leishmania

major,

(Pf) Plasmodium falciparum,

(Ts) Trichinella

spiralis, (Tb) Trypanosoma brucei, sequéncias ortélogas

de ADA1, ADAL and ADA2.

1

um produto Unico. Os resultados

foram expressos em densitometria dptica (0.D.)
dos genes relacionados & ADA versus a expressao
de a-tubulina.

Referéncias bibliograficas

WHO - World Health Organization. Overview and Estimates, Geneva, Switzerland, 2001.
2. Sorvillo L. et al.Emerg Infect Dis. 7: 927-32, 2001.

3. Viikki et al.

Acta Obstet Gynecol Scand. 79: 576-9, 2000.

4. Sutcliffe S. et al. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 15: 939-45, 2006.
5. Matos JA. et al. Int. J. Parasitol. 31: 770-775, 2001.

6. TascaT.etal. Parasitology. 131: 71-78, 2005.
/- Wa 7. Franco R. et al. Prog. Neurobiol. 52: 283-294, 1997.
fepergs 8. Bradford M.M. Anal. Biochem. 72, 218-254, 1976.

9. Vale M.R,, et al. Braz. J. Biol. 65: 371-376, 2005.




