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RESUMO 

Trichomonas vaginalis é o protozoário flagelado causador da tricomonose, a doença 
sexualmente transmissível (DST) não viral mais comum no mundo. O T. vaginalis tem se 
destacado como um importante patógeno e está associado a graves complicações de 
saúde. Considerando o sério impacto da tricomonose na saúde pública, é importante 
estudar os aspectos bioquímicos do T. vaginalis que contribuem para infecção do 
hospedeiro e patogênese. Nucleotídeos extracelulares estão envolvidos em uma variedade 
de funções fisiológicas e patológicas, além de apresentarem propriedades citotóxicas. Os 
nucleotídeos extracelulares podem ser hidrolisados via ectonucleotidases, incluindo a 
família E-NTPDase (ectonucleosídeo trifosfato difosfoidrolase) e a ecto-5'-nucleotidase. 
Uma atividade de NTPDase1 foi previamente caracterizada em T. vaginalis. Nossos 
resultados mostraram a caracterização de uma ecto-5'-nucleotidase dependente de 
magnésio e cálcio e com atividade máxima em pH alcalino. Os valores de Km (Constante de 
Michaelis) situaram-se na faixa micromolar, com ampla especificidade a nucleosídeos 
monofosfatados. A atividade de ecto-5'-nucleotidase em T. vaginalis foi inibida pelo 5'-[a.,f3-
metileno]difosfato (AMPCP), inibidor específico da enzima em vertebrados. O metronidazol 
e o tinidazol apresentaram efeitos diversos na atividade da NTPDase1 e da ecto-5'­
nucleotidase de um isolado de T. vaginalis proveniente da American Type Culture 
Collection (ATCC) cultivado por longo período no laboratório e de um isolado clínico fresco. 
A hidrólise de ATP foi aumentada na presença de metronidazol no isolado ATCC. Por outro 
lado, ela foi inibida pelo tinidazol no isolado clínico fresco. O tratamento dos parasitos na 
presença de metronidazol por 2h inibiu a hidrólise de ATP e ADP, enquanto o tratamento 
com tinidazol inibiu as atividades ATPásica e ADPásica somente no isolado clínico fresco. 
Os fármacos não produziram efeitos significativos na atividade da ecto-5'-nucleotidase de 
ambos os isolados de T. vagina/is testados. Os dados sugerem a função da NTPDase1 
como moduladora da concentração de nucleotídeos extracelulares na presença de 
metronidazol e tinidazol, uma condição adversa para o parasito. Através de citoquímica 
enzimática, ambas as enzimas demonstraram ecto-localização, confirmando os 
mecanismos presentes no parasito capazes de realizar hidrólise extracelular de 
nucleotídeos. Diferentes concentrações de nucleotídeos da adenina e de adenosina não 
exerceram efeitos citolíticos nos trofozoítos. As atividades A TPásica e ADPásica 
apresentam-se mais elevadas em isolados clínicos frescos em comparação a isolados 
cultivados por longos períodos. A heterogeneidade foi demonstrada entre os diferentes 
isolados de T. vaginalis com relação à razão de hidrólise ATP:ADP. Alguns isolados 
apresentaram razão de hidrólise ATP:ADP igual a 1 :0,8, característica de NTPDase1, 
enquanto outros apresentaram uma razão de hidrólise A TP:ADP de aproximadamente 2:1. 
Os isolados de T. vaginalis apresentaram diferenças dramáticas nos níveis de atividade da 
ecto-5'-nucleotidase e, surpreendentemente, alguns isolados apresentaram muito baixa ou 
nenhuma atividade. Diferentes condições de cultivo foram testadas e não apresentaram 
efeitos na elevação dos níveis da atividade enzimática. A ausência de atividade de hidrólise 
de AMP pelo T. vaginalis pode acarretar importantes conseqüências para ambos 
hospedeiro e parasito durante a infecção. O cultivo dos parasitos em meio de cultura com e 
sem a adição de ferro não apresentou efeitos dramáticos na atividade da NTPDase dos 
diferentes isolados. Ao contrário, concentrações baixas e elevadas de ferro apresentaram 
decréscimo e aumento, respectivamente, na atividade da ecto-5'-nucleotidase daqueles 
isolados que apresentaram atividade sob condições normais de cultivo. Considerando os 
altos níveis de nucleotídeos púricos no sítio do T. vagina/is, a ausência de efeitos citolíticos 
nos parasitos e a ecto-localização das enzimas envolvidas na hidrólise de nucleotídeos, 
sugere-se que a NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase modulam as concentrações 
extracelulares de ATP, ADP e AMP. O produto final dessas reações, o nucleosídeo 
adenosina, é recaptado pelas vias de salvação. 
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ABSTRACT 

The flagellated protozoan, Trichomonas vagina/is, causes trichomonosis, the most 
prevalent non-viral sexually transmitted disease (STD) worldwide. lnfection with T. vaginalis 
has major health consequences for women. Taking in account the serious impact caused by 
trichomonosis on public health, it is important to study the biochemical aspects of T. 
vaginalis that contribute with host infection and pathogenesis. Extracellular nucleotides are 
involved in severa! physiologic and pathologic functions, including cytotoxic properties. 
Nucleotides are hydrolyzed by ectonucleotidases, including E-NTPDase (ectonucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase) family and ecto-5'-nucleotidase. A NTPDase1 activity was 
previously characterized in T. vaginalis. Our results show the characterization of an ecto-5'­
nucleotidase activity, magnesium- and calcium-dependent and with maximum activity in 
alkaline pH. Km (Michaelis Constant) values are in the micromolar range, with broad 
monophosphate nucleosides specificity. The ecto-5'-nucleotidase activity from T. vaginalis 
was inhibited by 5'-[a.,j3-methylene]diphosphate (AMPCP), the specific inhibitor of this 
enzyme in vertebrates. Metronidazole and tinidazole presented different effects on 
NTPDase1 and ecto-5'-nucleotidase activities from T. vaginalis long-term-grown isolate from 
American Type Cu/ture Collection (ATCC) and from a fresh clinicai isolate. ATP hydrolysis 
was activated in presence of metronidazole in the ATCC strain, whilst it was inhibited by 
tinidazole in a fresh clinicai isolate. The treatment of cells in presence of metronidazole for 
two hours inhibited ATP and ADP hydrolysis, whilst treatment with tinidazole inhibited ATP 
and ADP hydrolysis only in the fresh clinicai isolate. The drugs did not change the ecto-5'­
nucleotidase activity for both strains. Our results suggest that the modulation of extracellular 
A TP and ADP leveis during treatment with these drugs could be a parasitic defence strategy 
as a survival mechanism in an adverse environment. Cytochemical localization showed that 
both NTPDase1 and ecto-5'-nucleotidase presented ecto-localization, reinforcing the 
mechanisms present in T. vaginalis capable to hydrolyze extracellular nucleotides. Different 
adenine nucleotides and adenosine concentrations did not produce any cytolytic effects on 
trophozoites. ATPase and ADPase activities were higher in fresh clinicai isolates when 
compared to long-term-grown isolates. Heterogeneity on ATP:ADP hydrolysis ratio was 
shown among different T. vaginalis isolates. Some isolates had ATP:ADP hydrolysis ratio of 
1 :0.8, characteristic of NTPDase1, whilst other isolates presented ATP:ADP hydrolysis ratio 
of approximately 2:1. T. vaginalis isolates had dramatic differences in leveis of ecto-5'­
nucleotidase activity, and surprisingly, some isolates had little or no enzymatic activity. 
Different growth conditions were without effect in elevating leveis of ecto-5'-nucleotidase 
activity. This lack of ecto-5'-nucleotidase activity by T. vaginalis may have important 
consequences for both host and parasite during infection. Growth of trichomonads in iron­
replete and iron-depleted medium had overall little dramatic effect in distinct pattems in 
NTPDase activity among fresh isolates. In contrast, high- and low-iron trichomonads had 
increased and decreased ecto-5'-nucleotidase ~ctivity, respectively, among fresh isolates 
with activity detectable under normal medium conditions. Taking in account the high purine 
nucleotides leveis present in vagina, the T. vaginalis site, the lack of cytolytic effects on 
parasites and the ecto-localization of enzymes involved on nucleotide hydrolysis, it is 
suggested that NTPDase1 and ecto-5'-nucleotidase modulate extracellular ATP, ADP and 
AMP concentrations. The final product, adenosine, is reuptake by salvage pathways. 
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I. INTRODUÇÃO 

Tríchomonas vagínalís é o protozoário flagelado causador da tricomonose 

(Kassai et ai., 1988), a doença sexualmente transmissível (DST) não vira I mais 

comum no mundo. Apesar de o parasito ter sido descrito por Donné em 1836 

(Honigberg, 1990) e do cultivo in vítro ter sido iniciado em 1920 (Linstead, 1990), 

muitos aspectos biológicos do protozário ainda são desconhecidos, o que revela a 

complexidade dos mecanismos utilizados pelo patógeno para a sobrevivência. O T. 

vagínalís utiliza diferentes mecanismos patogênicos para estabelecer o parasitismo 

com sucesso: a) o estabelecimento do parasito na vagina, um ambiente 

constantemente modificado pelas variações de pH, hormônios, menstruação e 

fornecimento de nutrientes; b) a citoaderência às células vaginais epiteliais através 

de adesinas, proteínas multifuncionais que apresentam também funções 

enzimáticas metabólicas; c) o escape das respostas imunes do hospedeiro e d) a 

alternância da expressão dos genes de virulência em resposta a fatores ambientais 

como ferro e cálcio (Aiderete et ai., 2002). 

Nucleotídeos extracelulares estão envolvidos em uma variedade de funções 

fisiológicas e patológicas, incluindo contração do músculo liso, neurotransmissão, 

resposta imune, inflamação, agregação plaquetária e dor (Ralevic & Burnstock, 

1998; Sitkovsky, 1998; Sneddon et ai., 1999; Ding et ai., 2000). Ectonucleotidases 

são enzimas envolvidas da degradação de nucleotídeos extracelulares e, desde a 

identificação do ATP em 1929, um grande número de enzimas foi caracterizado em 

plantas, bactérias, parasitos e em células de mamíferos, apresentando 
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envolvimento na sinalização celular (Piesner, 1995). Considerando o sério impacto 

da tricomonose na saúde pública, é importante estudar os aspectos bioquímicas do 

T. vagínalís que contribuem para infecção do hospedeiro e patogênese. 

1.1. Trichomonas vagina/is 

1.1.1. Aspectos morfológicos de T. vaginalis 

O T. vagínalís apresenta um corpo celular muito plástico, adotando forma 

elipsóide, piriforme ou oval em preparações a fresco ou fixadas e coradas. 

Condições físico-químicas como pH, temperatura, tensão de oxigênio e força iônica 

afetam o aspecto dos organismos, que não possuem a forma cística, somente a 

trofozoítica. O T. vagínalís possui quatro flagelos anteriores, desiguais em tamanho, 

e uma membrana ondulante, que se adere ao corpo pela costa. O axóstilo é uma 

estrutura rígida e hialina, formada por microtúbulos, que se projeta através do 

centro do organismo, prolongando-se até a extremidade posterior. O núcleo é 

elipsóide, localizado próximo à extremidade anterior (Honigberg & Brugerolle, 1990) 

(Figura I. 1 ). 
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HI 

Figura. 1.1. Trichomonas vaginalis. FA: flagelos anteriores; MO: membrana 
ondulante; CP: corpo parabasal; CO: costa; N: núcleo; FP: filamento parabasal; Hl: 
hidrogenossomos; AX: axóstilo [De Carli, G.A. & Tasca, T. (2001 a). Diagnóstico e 
identificação de parasitos. In: De Carli, G.A. Parasitologia Clínica: Seleção de Métodos e 
Técnicas de Laboratório para o Diagnóstico das Parasitoses Humanas. São Paulo: 
Atheneu, p. 663-723]. 

1.1.2. Aspectos bioquímicas de T. vaginalis 

O T vaginalis é um organismo eucariótico que difere da maioria das células 

eucarióticas em diversos aspectos significativos, principalmente nas exigências 

nutricionais e no metabolismo energético. O parasito depende de um grande 

número de metabólitos pré-formados como nutrientes, revelando a ausência das 

principais vias biossintéticas (Müller, 1990). 

O protozoário é anaeróbio facultativo e pode ser cultivado in vitro na ausência 

de oxigênio, na faixa de pH compreendido entre 5,0 e 7,5 e em temperaturas entre 

20 e 40°C (De Carli, 2000). O flagelado utiliza carboidratos como a glicose, a 
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maltose e a galactose como principal fonte de energia (Read, 1957), mas glicogênio 

e amido também podem manter o crescimento. Sacarose e manose não são 

utilizados (Müller, 1990). O T. vaginalis é capaz de manter o glicogênio em reserva, 

o qual representa até 20% do peso seco do organismo (Michaels & Treick, 1962). O 

protozoário também depende do fornecimento de aminoácidos ou proteínas 

digeridas, embora não exista informação disponível sobre a natureza essencial ou 

não essencial dos aminoácidos (Müller, 1990). O T. vaginalis não apresenta a 

capacidade de realizar síntese de novo de purinas e pirimidinas, sendo dependente 

das vias de salvação para a obtenção desses compostos (Heyworth et ai., 1982; 

1984). Os ácidos graxos saturados e insaturados e o colesterol também devem ser 

adquiridos do meio externo, devido à ausência da realização da sua biossíntese. As 

vitaminas, tais como tiamina, ácido nicotínico, ácido pantotênico e flavina são 

necessárias, bem como sais inorgânicos, entre os quais destaca-se uma acentuada 

utilização do ferro (Müller, 1990). 

A principal característica dos tricomonas e que os toma alvo de estudos 

bioquímicas e fisiológicos é a ausência de mitocôndrias. O T. vaginalis apresenta 

hidrogenossomos, grânulos densos distribuídos por todo o citoplasma e 

especialmente concentrados próximos ao axóstilo e à costa (Müller, 1990; 1993; de 

Souza, 2002). Os hidrogenossomos são portadores de uma piruvato:ferredoxina 

oxidoredutase capaz de transformar o piruvato em acetato pela oxidação 

fermentativa e de liberar A TP e hidrogênio molecular (Figura 1.2) (Kulda, 1999). Os 

principais produtos finais do metabolismo do T. vaginalis são glicerol, lactato, 

acetato, C02 e H2, ocorrendo também a produção de malato e alanina (Müller, 



5 

1990). Os hidrogenossomos apresentam vesículas periféricas que atuam como 

sítios de reserva de cálcio (Benchimol & de Souza, 1983; de Souza & Benchimol, 

1988). Os hidrogenossomos não contêm ácidos nucléicos; as proteínas são 

sintetizadas nos ribossomos citoplasmáticos livres e inseridas pós-

translacionalmente nas organelas via seqüências indicadoras que estão ausentes 

nas proteínas maduras e que são similares às pré-seqüências mitocondriais 

(Johnson et ai., 1993). Além do papel exercido no metabolismo energético dos 

tricomonas, os hidrogenossomos são as organelas responsáveis pela ativação dos 

5-nitroimidazóis, fármacos usados no tratamento da tricomonose, dentre os quais o 

mais utilizado é o metronidazol. 
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Figura 1.2. Mapa metabólico simplificado do Trichomonas vaginalis. O quadrado com linhas 
pontilhadas representa um hidrogenossomo. GA-3P: gliceraldeído-3 fosfato; DHAP: 
diidroxiacetona fosfato; G-3P: glicerol-3 fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; OAA: oxaloacetato; 
Fd: ferredoxina [Adaptado de Kulda, J. (1999). Trichomonads, hydrogenosomes and drug 
resistance. lntemational Joumal for Parasitology 29: 199-212]. 
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1.1.3. Tricomonose 

A tricomonose caracteriza-se como uma DST de importante implicação 

médica, social e econômica. Existem 250 milhões de novos casos ocorrendo a cada 

ano mundialmente (Weinstock et ai., 2004). Somente nos Estados Unidos, o T. 

vaginalis é responsável por 8 milhões de novas infecções anualmente (Cates, 

1999). A incidência da infecção depende de vários fatores incluindo idade, atividade 

sexual, número de parceiros sexuais, outras DSTs, fase do ciclo menstrual, 

condições sócio-econômicas e técnicas de diagnóstico. A prevalência é alta entre os 

grupos de nível socioeconômico baixo, entre as pacientes de clínicas ginecológicas, 

pré-natais e em serviços de DSTs (Petrin et ai., 1998). 

As manifestações clínicas da tricomonose variam desde a apresentação 

assintomática até um estado de severa inflamação (vaginite) (Petrin et ai., 1998). 

Setenta por cento das mulheres com vaginite aguda causada por T. vaginalis 

freqüentemente têm corrimento devido à infiltração por leucócitos. O sintoma 

clássico de corrimento amarelo, abundante, espumoso e mucopurulento, no 

entanto, ocorre em somente 10-20% das mulheres (Lehker & Alderete, 2000). Há 

também odor vaginal anormal e prurido vulvar. A vagina e a cérvice podem ser 

edematosas e eritematosas, com erosão e pontos hemorrágicos na parede cervical, 

conhecida como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango. Embora 

essa aparência seja altamente específica para tricomonose, é vista somente em 

poucas mulheres (2-5%). Dor abdominal tem sido relatada entre muitas mulheres 

com tricomonose e pode ser indicativa de infecção do trato urogenital superior 
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(Rein, 1990; Petrin et ai., 1998; Lehker & Alderete, 2000). Diferente das mulheres, 

homens infectados podem ter somente uma infecção auto-limitada (Krieger et ai. 

1993; Lehker & Alderete, 2000). A tricomonose em homens pode ser classificada 

em três grupos: um estado assintomático; um estado agudo, caracterizado por 

uretrite purulenta abundante; e doença sintomática leve, clinicamente indistingüível 

de outras causas de uretrite (Petrin et ai., 1998). No estado sintomático há 

corrimento escasso, disúria, prurido, ulceração peniana e sensação de queimação 

imediatamente após a relação sexual. Complicações são raras mas podem incluir 

epididimite, infertilidade e prostatite (Holmes et ai., 1975; Krieger, 1984; Krieger, 

1990). 

O T. vaginalís tem se destacado como um importante patógeno e está 

associado a sérias complicações de saúde. Estudos recentes mostraram que o T. 

vaginalis aumenta a susceptibilidade ao vírus da imunodeficiência humana (HIV, do 

inglês human immunedeficiency virus) e a sua seqüela, a síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS, do inglês acquired immunedeficiency syndrome) 

(Laga et ai., 1993; Sorvillo & Kemdt, 1998; Sorvillo et ai., 2001); é causa de baixo 

peso de recém-nascidos, bem como de nascimento prematuro (Cotch et ai., 1991; 

1997); predispõe mulheres à doença inflamatória pélvica atípica, câncer cervical e 

infertilidade (Grodstein et ai., 1993; Zhang & Begg, 1994; Viikki et ai., 2000). Entre 

outras seqüelas da tricomonose estão incluídas infecções do trato urinário e doença 

pulmonar crônica em recém-nascidos (Hoffman et ai., 2003) e um caso de co­

infecção por T. vaginalis e Pneumocystis sp. em um paciente aidético (Dubougher 

et ai., 2003). Homens infectados com HIV e T. vaginalis apresentam altos números 
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de partículas virais no sêmen, facilitando a transmissão do vírus (Hobbs et ai., 

1999). A tricomonose expande a porta de saída em pacientes infectados com HIV e 

a porta de entrada para pacientes não infectados pelo vírus (Sorvillo et ai., 2001). 

Estima-se que 24% das infecções pelo HIV são diretamente atribuídas à 

tricomonose. Em estudo recente, Chesson et ai. (2004) mostraram que a cada ano 

nos Estados Unidos, um número estimado de 7 46 novos casos de infecção pelo 

HIV entre mulheres pode ser atribuído aos efeitos facilitatórios da tricomonose na 

transmissão do vírus. 

A interação T. vaginalis-hospedeiro é um processo complexo, no qual estão 

envolvidos componentes associados à superfície celular do parasito e às células 

epiteliais do hospedeiro e também componentes solúveis encontrados nas 

secreções vaginal e uretral. Esse patógeno atinge o parasitismo com sucesso 

através de vários mecanismos: 

1. aquisição de nutrientes através de receptores específicos: a vagina é um 

dos mais complexos sítios de infecção para um patógeno de mucosa como o T. 

vaginalis, por estar constantemente sob a influência do ciclo menstrual. A ausência 

de enzimas para a síntese ou conversão de lipídios (Beach et ai., 1990) é 

compensada pela ligação mediada por receptores e captação de lipoproteínas 

encontradas no soro ou em secreções vaginais (Peterson & Alderete, 1984) e por 

hemaglutinação específica (Lehker et ai., 1990), seguida de hemólise mediada por 

proteases (Krieger et ai., 1983; Dailey & Alderete, 1990). Além disso, o T. vaginalis 

requer grandes quantidades de ferro para crescimento e multiplicação (Gorrel, 

1985) e para a regulação dos genes de virulência (Lehker et ai., 1991; Lehker & 
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Alderete, 1992). Além da hemólise e da citotoxicidade estimularem o crescimento 

em ambientes ferro-restritivos, o parasito usa a lactoferrina, através de ligação a 

receptores específicos do patógeno (Lehker & Alderete, 1992) e o grupamento 

heme da hemoglobina como fontes de ferro (Aiderete et ai. 2004). 

2. Citoaderência mediada pelas adesinas, proteínas multifuncionais: 

proteínas localizadas na superfície do T. vaginalis (AP23, AP33, AP51 e AP65) 

(Aiderete & Garza, 1988) parecem interagir com as células do hospedeiro via 

interações do tipo receptor-ligante e têm sido caracterizadas como adesinas 

(Engbring et ai., 1996). Essas proteínas são codificadas por famílias multi-gene 

(Aiderete et ai., 1995; 1998; Engbring & Alderete, 1998). É importante salientar que 

a análise das seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos revelou semelhança 

das adesinas com enzimas metabólicas localizadas no hidrogenossomo (Engbring 

et ai., 1996): a AP65 apresenta semelhança com a enzima málica e a AP51 e a 

AP33 com as subunidades a e f3 da succinil coenzima A sintetase (SCS), 

respectivamente (O'Brien et ai., 1996; Engbring & Alderete, 1998; Alderete et ai., 

2001 ). A síntese dessas adesinas é regulada positivamente pela ligação a células 

epiteliais e ao ferro (Garcia et ai., 2003). Imediatamente após o contato entre T. 

vaginalis e células vaginais epiteliais, os parasitos sofrem uma transformação 

morfológica dramática concomitante com a rápida síntese de adesinas e início da 

citoaderência (Arroyo et ai., 1993). 

3. Escape da resposta imune do hospedeiro: 
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3.1. através do revestimento da superfície dos parasitos com proteínas e 

macromoléculas do hospedeiro, evitando assim, o reconhecimento pelo sistema 

imune (Peterson & Alderete, 1982); 

3.2. através da secreção de cisteína-proteinases que degradam 

imunoglobulinas e a porção C3 do complemento (Provenzano & Alderete, 1995). As 

proteinases dos tricomonas também são capazes de degradar o fnibidor de 

protease leucocitária secretária, fator de proteção das mucosas contra patógenos e 

que desempenha um papel importante na prevenção da transmissão do H IV 

(Draper et ai., 1998); 

3.3. o peróxido de hidrogênio neutraliza as cisteína-proteinases, mostrando o 

efeito protetor da flora normal formada por lactobacilos. Entretando, os lactobacilos 

são removidos imediatamente na infecção por T. vaginalis, através de fagocitose, e 

o parasito consegue neutralizar mais uma resposta imune do hospedeiro (Rendón­

Maldonado et ai., 1998). 

4. Variação fenotípica: alternância da expressão de antígenos na superfície, 

com base na expressão no citoplasma versus superfície de um repertório de 

proteínas imunogênicas, entre as quais, a mais estudada é a P270 (Aiderete et ai., 

1986; Alderete, 1987; Wang et ai., 1987). 

5. Alternância da expressão coordenada de genes de virulência em resposta 

a fatores ambientais, tais como concentrações de ferro e cálcio (Crouch et ai., 2001; 

Alderete et ai., 2002; Garcia et ai., 2003). 

O diagnóstico da tricomonose não pode ser baseado somente na 

apresentação clínica, pois a infecção poderia ser confundida com outras DSTs. A 
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investigação laboratorial é necessária e essencial para o diagnóstico da 

tricomonose uma vez que leva ao tratamento apropriado e facilita o controle da 

propagação da infecção (Petrin et ai., 1998). Os métodos mais freqüentemente 

empregados no diagnóstico da tricomonose apresentam relativamente baixa 

sensibilidade, como o exame direto a fresco e preparações coradas, 

conseqüentemente, a prevalência de infecção por T. vagínalis pode ser 

subestimada (Lehker & Alderete, 2000). O método de cultura é o padrão-ouro para 

o diagnóstico porque é simples de interpretar e requer somente 300-500 

tricomonas/ml de inóculo para iniciar o crescimento. No entanto, são necessários 

alguns dias para a identificação do parasito, tempo durante o qual os pacientes 

infectados podem continuar a transmitir a infecção (De Carli, 1993; De Car1i & 

Tasca, 2001; Petrin et ai., 1998). O sistema de cultura lnPouchTV, igualmente 

sensível como o método de cultura tradicional, apresenta baixo custo e eficiência 

(De Carli & Tasca, 2001b). 

Uma alternativa seria primeiro fazer uma triagem pelo exame a fresco, que é 

relativamente fácil e rápido, seguido pela cultura das amostras que foram negativas 

pelo exame a fresco (Sorvillo et ai., 2001). Quando o exame microscópico é 

positivo, a terapêutica apropriada poderá ser administrada ao paciente antes 

mesmo do resultado da cultura (De Carli, 2001 ). O advento da técnica da reação em 

cadeia da polimerase (PCR, do inglês polymerase chaín reactíon) tomou-se uma 

nova alternativa diagnóstica. Muitos testes com sensibilidade e especificidade 

próximas a 100% têm sido recentemente desenvolvidos (Lehker & Alderete, 2000). 
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Apesar disso, não é rotineiramente utilizado no laboratório clínico devido ao seu alto 

custo. 

Várias técnicas baseadas na reação antígeno-anticorpo incluindo aglutinação, 

fixação do complemento, hemaglutinação indireta, difusão em gel, 

imunofluorescência (De Carli et ai., 1992) e técnicas imunoenzimáticas (ELISA, do 

inglês enzyme-linked immunosorbent assay) têm sido utilizadas para demonstrar a 

presença de anticorpos anti-tricomonas (Petrin et ai., 1998). Contudo, a resposta 

por anticorpos depende de vários fatores, como a natureza do antígeno, forma livre 

ou inativa, concentração no local e duração da estimulação do sistema imune, não 

substituindo os exames parasitológico e cultural. Por isso, os testes imunológicos 

não são rotineiramente usados no diagnóstico dessa DST (De Carli, 2001 ). 

Os fármacos mais utilizados no tratamento da tricomonose são metronidazol, 

tinidazol, omidazol, nimorazol, camidazol, secnidazol e flunidazol (De Carli, 2000). 

Nos Estados Unidos, o metronidazol é o único aprovado pelo FDA (Food and Drug 

Administration) e empregado no tratamento da tricomonose, sendo também a 

primeira escolha nos países da Europa, América Latina e Ásia (Petrin et ai., 1998). 

O metronidazol penetra na célula através de difusão e é ativado nos 

hidrogenossomos do T. vaginalis. Esse composto possui substituintes nitro e a 

ativação se dá pela redução desses grupos por ferredoxinas, encontradas somente 

em organismos anaeróbios, daí sua toxicidade seletiva (Kulda, 1999). Portanto, o 

metronidazol pode ser considerado um pró-fármaco pois requer ativação 

metabólica. A atividade antimicrobiana provavelmente resulta da formação de 

intermediários lábeis, quimicamente reativos, produzidos durante a redução do 
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grupo nitro. o mecanismo pelo qual os intermediários lábeis matam organismos 

susceptíveis ainda não está totalmente esclarecido (Mendz & Mégraud, 2002). 

Estudos mostram que eles destroem as células através de reações com 

macromoléculas intracelulares, tais como DNA, proteínas e membranas (Edwards, 

1993; Tracy & Webster, 1996). 

Muita atenção tem sido destinada aos relatos sobre um potencial 

carcinogênico devido ao fato de que o tratamento a longo prazo com altas doses de 

metronidazol possa induzir tumores nos pulmões de animais. Entretanto, dados 

clínicos sobre câncer provocado pelo uso de metronidazol são raros, e suas 

vantagens no tratamento da tricomonose sobrepõe-se aos seus riscos. Como todo 

antimicrobiano, o metronidazol não deve ser administrado indiscriminadamente e as 

doses devem ser mantidas as mais baixas possíveis (Rein, 1995). O metronidazol 

atravessa a barreira placentária e, por isso, não é indicado para o tratamento de 

mulheres infectadas que estejam no primeiro trimestre de gravidez (Petrin et ai., 

1998). 

Embora o índice de cura seja excelente, freqüentemente ocorrem falhas no 

tratamento devido à reinfecção ou não adesão à terapia. Outras razões propostas 

são baixa absorção do fármaco, distribuição inefetiva do fármaco na região genital 

ou inativação por bactérias presentes na flora vaginal das pacientes (Petrin et ai., 

1998). Nas duas últimas décadas foram descritas 20 linhagens resistentes ao 

metronidazol na Europa (Bowden & Garnett, 1999). O tratamento desses casos é 

problemático, podendo necessitar de altas concentrações de metronidazol, 

aumentando o risco de toxicidade (Petrin et ai., 1998). Devido à freqüência da 
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infecção na gravidez, à toxicidade do metronidazol e ao aparente desenvolvimento 

de isolados resistentes, alternativas terapêuticas aos 5-nitroimidazóis estão sendo 

pesquisadas (Lehker & Alderete, 2000). 

1.2. Efeitos dos nucleotídeos extracelulares 

Nucleotídeos podem ser encontrados nos espaços extracelulares em 

concentrações consideráveis e são principalmente liberados pelas células em 

situações fisiológicas de ativo metabolismo ou situações de estresse, anóxia ou 

lesão. Essas moléculas desempenham um papel regulatório importante, 

influenciando funções de muitos sistemas e órgãos (Chow et ai., 1997). Os 

nucleotídeos e nucleosídeos púricos e pirimídicos são liberados durante ativação e 

agregação plaquetária, hemólise, injúria ao tecido, neurotransmissão (Cunha & 

Ribeiro, 2000), liberação de catecolaminas, exercícios físicos em demasia ou 

choque (Ferreira et ai., 1995). 

As purinas extracelulares desempenham importantes e diversos efeitos em 

muitos processos biológicos, desde organismos unicelulares até órgãos e sistemas. 

Esses efeitos incluem contração do músculo liso, neurotransmissão, secreção 

exócrina e endócrina, resposta immune, inflamação, agregação plaquetária, dor e 

modulação da função cardíaca (Ralevic & Bumstock, 1998). O ATP extracelular é 

uma molécula imuno-modulatória, envolvida na regulação da função de linfócitos 

por estimulação da secreção das citocinas interleucina 2 (IL-2) e interferon- y (IFN-y) 

(Langston et ai., 2003). Por outro lado, a adenosina pode agir como um agente anti-
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inflamatório e, através da interação com receptores específicos, regula as 

conseqüências da inflamação (Cronstein et ai., 1992; Bouma et ai., 1997; Haskó & 

Cronstein, 2004 ). 

Os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares podem agir como compostos 

sinalizadores por ligarem-se a receptores específicos, conhecidos como 

purinoceptores. Os receptores de adenosina, ou receptores P1, são divididos em 4 

subtipos, A1, A2A, A2s e A3, todos ligados a proteínas G. Os receptores P2 

reconhecem ATP, ADP, UTP e UDP e são classificados em P2X, que são canais 

iônicos, e P2Y, receptores associados a proteínas G (Ralevic & Bumstock, 1998). 

Evidências mostram que ambas purinas extracelulares e intracelulares 

apresentam propriedades citotóxicas. Filippini et ai. (1990) demonstraram que a 

proteção contra os efeitos citolíticos do ATP extracelular é mediada por uma ecto­

A TPase em linfócitos T. A citotoxicidade em células da micróglia também é mediada 

pelo ATP (Ferrari et ai., 1997). Além disso, a adenosina apresenta papel 

modulatório na apoptose de astrócitos por duas vias: ativação dos receptores de 

adenosina A3 e modulação da atividade da S-adenosii-L-homocisteína hidrolase (Di 

lorio et ai., 2002). Da mesma forma, em parasitos atribui-se possíveis funções 

fisiológicas às enzimas envolvidas na degradação dos nucleotídeos, relacionadas à 

proteção dos efeitos citolíticos do A TP extracelular (F erre ira et ai., 1995). 
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1.3. Ectonucleotidases 

Os nucleotídeos extracelulares podem ser inativados por hidrólise via 

ectonucleotidases. Um número considerável de enzimas localizadas na superfície 

celular pode estar envolvido na via de hidrólise extracelular de nucleotídeos. Estas 

enzimas incluem a família E-NTPDase (ectonucleosídeo trifosfato difosfoidrolase), a 

família E-NPP (ectonucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase), ecto-5'-nucleotidase 

e fosfatases alcalinas (Figura 1.3) (Zimmermann, 2001 ). 

E~NTPDases 

NTPDase1 
NTPDase2 
NTPDase3 
NTPDase4 

NTPOase5 
NTPDase6 

E-NPPs 

NPP1 
NPP2 
NPP3 

Alkaline Ecto .. s· .. 
Phosphatases Nucleotidase 

Kidneylbone/!iver 
(= tissue non­
specffic) 
Placenta! 
Intestinal 
Germ-cell 

Figura 1.3. Topografia de membrana das ectonucleotidases. As setas indicam os 
sítios de clivagem que produzem proteínas solúveis [Zimmermann, H. (2001). 
Ectonucleotidases: Some Recent Developments and a Note on Nomenclature. Drug 
Development Research 52: 44-56]. 
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1.3.1. Nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases - NTPDases 

Em mamíferos, oito membros da família E-NTPDase foram clonados e 

caracterizados funcionalmente. Existe similaridade do gene com espécies de 

invertebrados, plantas, leveduras e protozoários (Handa & Guidotti, 1996; 

Vasconcelos et ai., 1996; Smith et ai., 1997; Zimmermann 1999). Membros dessa 

família enzimática podem diferir consideravelmente apesar da identidade das 

seqüências. Entretanto, cinco seqüências de domínios altamente conservados 

("regiões conservadas da apirase", ACRs) são compartilhadas por todas as 

seqüências e tomaram-se um marcador das E-NTPDases (Handa & Guidotti, 1996). 

Provavelmente, as ACRs têm grande importância no sítio catalítico (Zimmermann, 

2001 ). 

Nas últimas duas décadas, a ocorrência de apirases tem sido descrita em 

plantas, insetos, parasitos e numa ampla variedade de tecidos de mamíferos, como 

sinaptossomas do sistema nervoso central e periférico, aorta bovina, células 

endoteliais e musculares (Sarkis et ai., 1995). Considerando-se a ampla distribuição 

das apirases, tomou-se importante diferenciá-las da ATPase (NTPDase2) (Sarkis et 

ai., 1995). Uma nova classificação utilizando a denominação nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolase (NTPDase) tem sido adotada baseada nas características 

bioquímicas e nas diferentes razões de hidrólise A TP:ADP (Zimmermann, 2001 ). 

Com exceção da NTPDase2, todos os outros membros da família E-NTPDase são 

considerados apirases. 
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A família E-NTPDase é composta por enzimas denominadas nucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e classificadas como NTPDase1 a 3 e -8, 

localizadas na superfície da célula e NTPDase4 a 7, situadas intracelularmente. Os 

sítios catalíticos dessas enzimas estão voltados para o meio extracelular ou para o 

lúmen de organelas intracelulares, tais como o complexo de Golgi, o retículo 

endoplasmático ou lisossomos. A atividade máxima requer a presença de cátions 

divalentes, tais como cálcio ou magnésio e pH alcalino. As massas moleculares das 

enzimas glicosiladas estão na ordem de 70-80 KDa (Zimmermann, 2001; Shi et ai., 

2001; Bigonnesse et ai., 2004). 

As NTPDase1 a 3 e -8 estão localizadas na membrana plasmática com sítio 

ativo direcionado para o lado extracelular. Essas enzimas apresentam ampla 

especificidade a substratos, hidrolisando nucleosídeos 5'-di e 5'-trifosfatados, mas 

não apresentam hidrólise de nucleosídeos monofosfatados e compostos de éster de 

fosfato (glicose-6-fosfato, f3-glicerolfosfato, p-nitrofenilfosfato, fosfoenolpiruvato e 

AMP cíclico) (Sarkis et ai., 1995; Zimmerman, 2001). Os valores de Km para ATP e 

ADP estão na ordem micromolar e o substrato preferido na maioria dos casos é 

Mg2
+ -ATP (Zimmermann, 2001 ). A NTDPase1 (CD39, ecto-apirase, ecto-ATP 

difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) apresenta uma razão de hidrólise ATP:ADP de 1 :0,8, o 

que a diferencia da NTPDase2, uma ATPase com substancial preferência pelo ATP 

(razão de hidrólise ATP:ADP igual a 1 :0,03) (Wang & Guidotti, 1996; Kirley, 1997; 

Zimmermann, 1999). lnteressantemente, a NTPDase3 (HB6) é um intermediário 

funcional e hidrolisa A TP aproximadamente três vezes mais que ADP (Smith & 

Kirley, 1998). A NTPDase1, a NTPDase2 e a NTPDase3 formam complexos 
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oligoméricos de dímeros a tetrâmeros (Zimmerman, 2001 ). As NTPDases não são 

sensíveis aos inibidores clássicos das ATPases intracelulares do tipo-P, tipo-F e 

tipo-V ou fosfatases (Piesner, 1995), mas são inibidas por azida em concentrações 

de 10 a 20 mM (Sarkis et ai., 1995). 

A identificação molecular da NTPDase1 levou à descoberta de que a 

expressão da enzima coincide com a de CD39, um marcador de superfície de 

células ativadas do sistema imune, sugerindo um papel da enzima na proteção das 

células imunes dos efeitos líticos potenciais do ATP extracelular liberado pelas 

células alvos (Wang & Guidotti, 1996). Apesar de fatores limitantes como a baixa 

expressão nos tecidos e a perda de atividade quando solubilizadas em detergentes, 

apirases foram purificadas e seqüenciadas em diversos organismos e tecidos, tais 

como pâncreas de suínos (LeBel et ai., 1980), raízes de ervilha (Vara & Serrano, 

1981), batata (Handa & Guidotti, 1996), pulmões bovinos (Sévigny et ai., 1997b), 

vasos sangüíneos (Sévigny et ai., 1997a), coração bovino (Beaudoin et ai., 1997), 

insetos (Valenzuela et ai., 1998; Faudry et ai., 2004), rins suínos (Lemmens et ai., 

2000), fígado de galinha (Knowles et ai., 2002) e sinaptossomas de córtex de 

cérebro de suínos (Kukulski & Komoszynski, 2003). 

A NTPDase4 compartilha sua estrutura geral com as NPTDase1-3, 

entretanto, as duas formas muito semelhantes da NTPDase4 humana revelam uma 

localização celular completamente diferente, localizadas no complexo de Golgi 

(UDPase) (Wang & Guidotti, 1998) e nos vacúolos lisossomais/autofágícos 

(Biederbick et ai., 2000). De acordo com a nomenclatura previamente sugerida, elas 

deveriam ser denominadas NTPDase4a (forma lisossomal/autofágica) e 
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NTPDase4J3 (forma localizada no Golgi). Ambas hidrolisam nucleosídeos 5'-di e 5'­

trifosfatados, mas A TP e ADP numa extensão menor do que os outros nucleotídeos. 

A NTPDase4a. apresenta preferência por UTP e TTP, enquanto CTP e UDP são os 

melhores substratos da NTPDase4J3 (Zimmermann, 2001 ). O papel funcional da 

NTPDase4a. e da NTPDase4J3 ainda não está definido, embora tenha sido sugerido 

que as isoenzimas regulam o nível de açúcar ativado na glicosilação de proteínas 

(Shi et ai., 2001). 

A NTPDase5 (CD39L4) e a NTPDase6 hidrolisam nucleosídeos difosfatados 

com uma maior preferência. A NTPDase5 está localizada no retículo 

endoplasmático e a NTPDase6 está associada ao complexo de Golgi, sugerindo 

uma localização intracelular (Zimmermann, 2001 ). 

Shi et ai. (2001) descreveram a clonagem, a localização e a caracterização 

de uma endo-apirase (LALP1) em humanos e camundongos, que pode ser 

considerada como NTPDase7 (Bigonnesse et ai., 2004). O gene humano LALP1 

codifica uma proteína de 604 aminoácidos, enquanto o gene de camundongos 

Lalp 1 codifica uma seqüência de 606 aminoácidos. Ambas as seqüências, dos 

genes humano e de camundongo, apresentam 88% de identidade e considerável 

homologia com a hLALP70, uma endo-apirase lisossomal de mamíferos (Bíederbick 

et ai., 2000). A NTPDase7 hidrolisa preferencialmente os nucleosídeos trifosfatados 

UTP, GTP e CTP somente na presença de cálcio e apresenta uma localização 

intracelular (Shi et ai., 2001 ). 

Recentemente, uma NTPDase8 foi clonada e caracterizada, localizada na 

membrana plasmática de células de fígado, jejuno e rins de camundongos. A 
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NTPDase8 hidrolisa nucleosídeos 5'-di e 5'-trifosfatados, mas não hidrolisa AMP. 

Existe uma dependência absoluta da presença de cátions divalentes, principalmente 

cálcio, e de um valor ótimo de pH entre 5,5 e 8,0 para hidrólise de ATP e 6,4 para a 

hidrólise de ADP (Bigonnesse et ai., 2004). 

As NTPDases 1 a 8 compartilham similaridades e diferenças nas 

propriedades bioquímicas. As principais caracterísiticas que distinguem essas 

enzimas são a localização celular e a preferência por substratos, bem como a razão 

de hidrólise ATP:ADP. Devido à topologia de membrana, NTPDase1-3 e -8 são 

consideradas ecto-enzimas e defosforilam nucleotídeos no compartimento 

extracelular; por outro lado, NTPDase4 a 7 estão localizadas em organelas 

intracelulares e portanto, hidrolisam nucleotídeos no espaço intracelular. 

Independente da localização, as NTPDases estão envolvidas na degradação de 

nucleosídeos 5'-di e 5'-trifosfatados, e as diferenças na razão de hidrólise ATP:ADP 

determinam a razão nucleotídeos/nucleosídeos nos microambientes onde as 

enzimas estão localizadas, modulando a ativação dos purinoceptores. 

Vários estudos têm relatado a presença de ectonucleotidases na superfície 

de parasitos. A nucleosídeo trifosfato hidrolase em Toxoplasma gondii foi uma das 

primeiras enzimas a ser descrita (Asai et ai., 1983). Inicialmente, foi caracterizada 

com uma razão de hidrólise ATP:ADP de aproximadamente 5,0. Um estudo 

posterior demonstrou que diferentes isolados de T. gondii podem apresentar 

diferentes razões de hidrólise ATP:ADP, constituindo dois grupos: um grupo de 

isolados com razões de 4,0 a 5,0 e outro grupo, com razões de aproximadamente, 

1,0 (Asai & Suzuki, 1990). Três ATPases foram identificadas em T. vaginalis (Turner 
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& Lushbaugh, 1991) e posteriormente foi realizada a caracterização de uma família 

de genes de ATPase do tipo-P (Shah et ai., 2002). Uma ATP difosfoidrolase foi 

caracterizada (Vasconcelos et ai., 1993), parcialmente purificada e imunolocalizada 

em Schistosoma mansoni (Vasconcelos et ai., 1996). A regulação da concentração 

de nucleotídeos púricos em tomo do parasito foi sugerida como função fisiológica, o 

que permitiria dano à hemostasia do hospedeiro por prevenir a ativação plaquetária 

ADP-induzida (Vasconcelos et ai., 1993). Uma atividade de ecto-ATPase 

dependente de magnésio foi caracterizada em Leishmania tropica (Meyer­

Femandes et ai., 1997) e em Leishmania amazonensis (Berrêdo-Pinho et ai., 2001). 

Barros et ai. (2000) caracterizaram uma atividade de ectonucleotídeo difosfoidrolase 

em Entamoeba histolytica, correlacionando alta atividade de hidrólise do ATP com 

virulência. Uma atividade de ecto-fosfatase foi caracterizada em T. vaginalís, 

apresentando localização na superfície e em vacúolos intracelulares do parasito (de 

Jesus et ai., 2002). Coimbra et ai. (2002) caracterizaram uma ATP difosfoidrolase e 

determinaram a localização na superfície de promastigotas de Leishmania 

amazonensis, sugerindo a participação da enzima na via de salvação de 

nucleosídeos, visto que o parasito não realiza síntese de novo de purinas e 

pirimidinas. Recentemente, uma nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase foi 

caracterizada em Trypanosoma cruzi através de imunoprecipitação com anticorpos 

anti-NTPase I de Toxoplasma gondii (Fietto et ai., 2004). Curiosamente, 

tripomastigotas (formas infectantes do T. cruzt) apresentaram uma razão de 

hidrólise A TP:ADP de 2:1, enquanto epimastigotas (formas não infectantes) 
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apresentaram razão de hidrólise A TP:ADP igual a 1:1, sugerindo um possível papel 

da enzima nos mecanismos de virulência do parasito (Fietto et ai., 2004). 

As funções fisiológicas sugeridas para as NTPDases decorrem da regulação 

dos receptores purinérgicos que reconhecem A TP ou adenosina e da salvação de 

adenosina extracelular através da hidrólise seqüencial de A TP a AMP pelas 

NTPDases, posteriormente AMP à adenosina pela ecto-5'-nucleotidase e 

subseqüente transporte através de transportadores de nucleosídeos (Handa & 

Guidotti, 1996). Através da degradação do ADP, as NTPDases inibem a agregação 

plaquetária ADP-induzida (Marcus et ai., 1997). Além disso, o tratamento de 

linhagens de células B CD39-positivas com anticorpos monoclonais anti-CD39 induz 

adesão homotípica, sugerindo o envolvimento da enzima na adesão celular (Kansas 

et ai., 1991 ). 

A atividade da NTPDase1 foi caracterizada em T. vaginalís (Matos et ai. 

2001 ). A enzima hidroliza nucleosídeos da purina e da pirimidina 5'-di e 5'­

trifosfatados em uma faixa de pH ótimo de 6,0 a 8,0. A atividade enzimática é 

cálcio-dependente e não é inibida pelos inibidores clássicos das A TPases, tais 

como ouabaína, N-etilmaleimida, ortovanadato e azida sódica (5 mM). Porém, uma 

inibição significativa da hidrólise do ADP é observada na presença de azida sódica 

na concentração de 20 mM, inibidor da NTPDase1. Levamisole, um inibidor 

específico de fosfatase alcalina, e P\P5-diadenosina 5'-pentafosfato (Ap5A), inibidor 

específico da adenilato quinase, também não inibiram a atividade de hidrólise. Os 

valores de Km (Constante de Michaelis) para Ca2+-ATP e Ca2+-ADP encontram-se 

na ordem micromolar. O comportamento similar das atividades ATPásica e 
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ADPásica e o gráfico de Chevillard (Chevillard et ai., 1993) sugerem que a hidrólise 

de ATP e ADP ocorre no mesmo sítio ativo. A presença de uma NTPDase1 em T. 

vagínalis pode ser importante para a modulação da razão 

nucleotídeos/nucleosídeos no meio extracelular, protegendo o parasito dos efeitos 

citolíticos dos nucleotídeos, principalmente A TP. 

1.3.2. Ecto-5'-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) 

A ecto-5'-nucleotidase tem sido descrita em células bacterianas e vegetais e 

é vastamente distribuída nos tecidos de vertebrados (Zimmermann, 1992). 

Atualmente, somente um único gene foi identificado em vertebrados, mas variantes 

da glicosilação da enzima têm sido descritas (Zimmermann, 2001 ). Essa enzima é 

uma glicoproteína que catalisa a hidrólise de uma variedade de nucleosídeos 5'­

monofosfatados tais como AMP, CMP, UMP, IMP e GMP. Geralmente, AMP é o 

nucleotídeo mais efetivamente hidrolisado, apresentando valores de Km na ordem 

micromolar (Zimmermann, 1996). A atividade de 5'-nucleotidase é encontrada na 

forma solúvel citoplasmática e também na forma ligada à membrana, ancorada a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo esta forma localizada na superfície das células, 

contribuindo para a cascata que hidrolisa completamente A TP extracelular à 

adenosina. A ecto-5'-nucleotidase forma dímeros e o aparente peso molecular do 

monômero varia de 62 a 74 KDa (Zimmermann, 2001). Além das propriedades 

enzimáticas, a 5'-nucleotidase é uma proteína de superfície de linfócitos, CD73, 
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envolvida em adesão celular (Figura 1.3) (Zimmermann, 1992; Airas et ai., 1995; 

Zimmermann, 1996). 

1.3.3. Localização citoquímica das ectonucleotidases 

A determinação da localização celular das ectonucleotidases é importante 

para o conhecimento do comportamento dessas enzimas e das funções por elas 

exercidas. Em 1957, Wachstein & Meisel introduziram o método histoquímico para 

demonstração da atividade da nucleosídeo fosfatase em amostras de tecido através 

da microscopia. As amostras fixadas eram incubadas com substrato e chumbo; o 

fosfato liberado formava fosfato de chumbo e a posterior imersão das amostras em 

solução de sulfeto de amônia diluída revelava os sítios de atividade enzimática 

pelos depósitos negros de sulfato de chumbo. Estudos posteriores, incluindo 

microscopia eletrônica, foram empregados para determinar se o produto da reação, 

o fosfato, era formado no lado intra ou extracelular da membrana plasmática. A 

partir desses estudos, ficou estabelecido que a precipitação do fosfato de chumbo 

no lado externo da membrana celular compõe mais um critério para a 

caracterização de uma ecto-enzima (Piesner, 1995). 

Diversos estudos mostraram a localização citoquímica de enzimas em T. 

vaginalis. A distribuição de uma A TPase foi demonstrada através da microscopia 

ótica (Sharma & Bourne, 1967). A microscopia eletrônica foi usada nos primeiros 

estudos de localização de atividades de nucleosídeo trifosfatase e fosfatase ácida 

em T. vaginalis, (Nielsen, 197 4) e a imunolocalização empregando anticorpos 
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marcados com ouro foi empregada nos estudos de enzimas hidrogenossomais 

(Brugerolle et ai., 2000). A distribuição histoquímica de uma ATP difosfoidrolase foi 

demonstrada em Schistosoma mansoni através de histoquímica enzimática 

ultraestrutural (Vasconcelos et ai., 1993) e imunohistoquímica (Vasconcelos et ai., 

1996). O nosso grupo caracterizou e determinou a localização de uma A TP 

difosfoidrolase em membranas de sarcolema cardíaco de rato (Oliveira et ai., 1997). 

A localização de uma A TP difosfoidrolase de promastigotas de Leishmania 

amazonensis (Coimbra et ai., 2002) e de uma cálcio-ATPase expressa durante o 

ciclo eritrocítico do Plasmodium falciparum (Caldas & Wasserman, 2001) foi 

demonstrada através da citoquímica. Um estudo a respeito da localização 

citoquímica da ecto-5'-nucleotidase foi desenvolvido em Toxop/asma gondii, que se 

mostrou deficiente nessa atividade (Ngô et ai., 2000). A localização citoquímica das 

ectonucleotidases é de fundamental importância para a compreensão da função 

desempenhada por essas enzimas em T. vaginalis. 

1.4. Objetivos 

Considerando o impacto da tricomonose na saúde pública com a geração de 

graves seqüelas como aumento da transmissão do HIV, do câncer cervical e de 

problemas relacionados à fertilidade e gestações, é de fundamental importância que 

se conheça os aspectos biológicos do T. vaginalis, incluindo as propriedades 

bioquímicas. A variedade de efeitos causados pelos nucleotídeos e nucleosídeos 

extracelulares ocorre em inúmeros tecidos e órgãos, principalmente em sítios de 
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infecção, onde há uma intensa liberação dessas moléculas das células em situação 

patológica. 

O objetivo geral deste estudo foi realizar a caracterização bioquímica e 

determinar a localização das enzimas envolvidas na hidrólise extracelular de 

nucleotídeos em T. vaginalis, comparando isolados clínicos frescos e isolados 

cultivados por longos períodos no laboratório. A fim de se investigar a degradação 

extracelular de nucleotídeos em T. vaginalis, os seguintes objetivos específicos 

foram propostos: 

1. Caracterizar a atividade de ecto-5'-nucleotidase em trofozoítos intactos de 

dois isolados de T. vaginalis, contribuindo para a hipótese da cascata enzimática 

que hidrolisa A TP até adenosina, formada pela NTPDase1 previamente 

caracterizada (Matos et ai., 2001) e pela ecto-5'-nucleotidase. 

2. Testar o efeito do metronidazol e do tinidazol, fármacos empregados no 

tratamento da tricomonose, nas atividades da NTPDase1 e da ecto-5'-nucleotidase 

de um isolado proveniente da ATCC (American Type Culture Collection) cultivado 

por longos períodos no laboratório e de um isolado clínico fresco de T. vaginalis. 

3. Determinar a localização citoquímica da NTPDase1 e da ecto-5'­

nucleotidase em trofozoítos intactos de T. vaginalis e avaliar a viabilidade celular 

dos parasitos na presença de diferentes concentrações de nucleotídeos e 

nucleosídeos da adenina. 
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4. Considerando a heterogeneidade encontrada em muitos aspectos 

biológicos do T. vaginalis, determinar a atividade da NTPDase e da ecto-5'­

nucleotidase em isolados clínicos frescos em comparação a isolados cultivados por 

longos períodos no laboratório bem como testar o efeito do ferro, modulador da 

expressão de genes de virulência em T. vaginalis, nas atividades dessas enzimas. 
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Abstract

The enzymatic properties of an ecto-50-nucleotidase were described in Trichomonas vaginalis. The enzyme hydrolyzes nucleoside

monophosphates in optimum pH values of 7.5 and 6.5 for the 30236 strain and for the 30238 strain, respectively. Mg2þ and Ca2þ

were activators of AMP hydrolysis in both strains. The apparent Km (Michaelis constant) values for Mg2þ-AMP were

111.4� 28.1lM (mean� SD, n ¼ 3) for 30236 strain and 420.2� 35.7lM (mean� SD, n ¼ 3) for 30238 strain. The ecto-50-nu-
cleotidase activity was insensitive to levamisole and tetramisole, inhibitors of alkaline phosphatases, whereas a,b-methylene-ADP

inhibited the enzymatic activity of both strains. Our results showed that the AMP hydrolysis presents differences in some kinetic

parameters between the two strains investigated. An analysis of the enzymatic chain involved in the ATP hydrolysis to adenosine

will contribute to understanding the biochemical aspects of the parasite and the mechanisms related to host–parasite interactions.

� 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

Index Descriptors and Abbreviations: Trichomonas vaginalis; Parasitic protozoan; Intact cells; Ecto-50-nucleotidase; Adenosine; ATP, adenosine 50-

triphosphate; ADP, adenosine 50-diphosphate; AMP, adenosine 50-monophosphate; NTPDase1, nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (EC

3.6.1.5); NTPDase2, nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2 (EC 3.6.1.3); Ecto-50-nucleotidase (EC 3.1.3.5); CMP, cytidine 50-monophos-

phate; UMP, uridine 50-monophosphate; IMP, inosine 50-monophosphate; GMP, guanosine 50-monophosphate, Km, Michaelis constant; Vmax,

maximum velocity; 30,50-cAMP, adenosine 30, 50-cyclic monophosphate; NADþ, nicotinamide adenine dinucleotide; ApnA, diadenosine polyphos-

phates; AMPCP, a,b-methylene adenosine diphosphate.
1. Introduction

The parasitic protozoan Trichomonas vaginalis lives

in the human urogenital tract. The parasite is a common
cause of infection of the female tract and the annual

incidence of trichomoniasis is more than 170 million

cases worldwide (WHO, 1995). Trichomoniasis is a

sexually transmitted disease (STD), and its clinical pre-

sentation ranges from a totally asymptomatic infection

to a severe vaginitis. The clinical features of trichomo-

niasis in women are therefore limited to the urogenital
* Corresponding author. Fax: +55-51-3316-5530.

E-mail address: jjsarkis@plug-in.com.br (J.J.F. Sarkis).
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tract. In men, the infection is mostly asymptomatic, but

in some cases it can lead to a mild urethritis, which

usually resolves spontaneously within two weeks.

Although T. vaginalis is the most intensely studied
trichomonad and is the world�s most common cause of

nonviral STDs, the exact mechanism of its pathogenesis

has not been clearly elucidated (Brasseur and Savel,

1982; Petrin et al., 1998; Roussel et al., 1991). The host–

parasite relationship is very complex, and the broad

range of clinical symptoms cannot be easily attributed to

a single pathogenic mechanism.

The proteins and glycoproteins on the cell surface
of trichomonads plays a major role in cytoadhesion,

host-parasite interaction, nutrient acquisition and in the
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protection from the cytolytic effects (Petrin et al., 1998).
Extracellular ATP may act as a signaling compound in

cytolytic mechanisms (Filippini et al., 1990; Steinberg

and Di Virgilio, 1991) and it is hydrolyzed to adenosine

by a group of enzymes: NTPDase1 (apyrase, ecto-ATP

diphosphohydrolase, CD39, EC 3.6.1.5) and NTPDase2

(ecto-ATPase, CD39L1, EC 3.6.1.3), which hydrolyze

nucleoside di- and tri-phosphates, and the ecto-50-nu-
cleotidase (EC 3.1.3.5), which hydrolyzes nucleoside
monophosphates (Sarkis et al., 1995; Zimmermann,

1996b, 2001).

50-Nucleotidase activity has been described for bac-

teria and plant cells and the enzyme is also widely dis-

tributed in vertebrate tissues (Zimmermann, 1992). This

enzyme catalyzes the hydrolysis of a variety of nucleo-

side 50-monophosphates such as AMP, CMP, UMP,

IMP, and GMP. Generally, AMP is the most effectively
hydrolyzed nucleotide, presenting Km values in the lower

micromolar range (Zimmermann, 1996b). 50-Nucleotid-

ase activity is found in a soluble form and also in a

membrane-bound, ecto-surface-located form, which is

one of the contributors to the cascade that completely

hydrolyzes extracellular ATP to adenosine, and thus of

major pharmacological interest. Ecto-50-nucleotidase
forms dimers and the apparent molecular weight of the
monomer ranges from 62 to 74 kDa (Zimmermann,

2001). Beyond its enzymatic properties, 50-nucleotidase
is a lymphocyte surface protein CD73 and may be in-

volved in cell adhesion (Zimmermann, 1992, 1996a).

Several studies have reported the presence of ecto-

nucleotidases on the surface of parasites. Recently, we

characterized an ATP diphosphohydrolase activity in T.

vaginalis (Matos et al., 2001). Previous studies have
demonstrated the presence of an ATP diphosphohy-

drolase on the external surface of the Schistosoma

mansoni tegument (Vasconcelos et al., 1993, 1996). An

ectonucleotide diphosphohydrolase was described in

intact cells of Entamoeba histolytica (Barros et al., 2000)

and a Mg-dependent ecto-ATPase activity has been

described on the external surface of Leishmania tropica

(Meyer-Fernandes et al., 1997) and in promastigotes of
Leishmania amazonensis (Berrêdo-Pinho et al., 2001).

More recently, an ATP diphosphohydrolase was char-

acterized in promastigotes of L. amazonensis (Coimbra

et al., 2002). However, 50-nucleotidase has not been

demonstrated in trichomonads. The present study de-

scribes the properties of an ecto-50-nucleotidase activity

in intact cells of two strains of T. vaginalis.
2. Materials and methods

2.1. Parasites and culture conditions

The 30236 and 30238 T. vaginalis strains from the

American Type Culture Collection were used in this
study. Both strains were cultivated axenically in trypti-
case-yeast extract-maltose (TYM) medium (Diamond,

1957) without agar (pH 6.0) supplemented with 10%

(v/v) heat-inactivated cold serum, penicillin (1000 IU/

ml), and streptomycin sulphate (1mg/ml) in aerobiosis

at 37 �C (�0.5). Isolates were subcultured every 48 h in

TYM medium. Trichomonads in the logaritimic phase

of growth and within 48 h of subculture (exhibiting more

than 95% mobility and normal morphology) were har-
vested and washed with sterile saline solution (NaCl

0.85%) (750 g for 5min) three times. Parasites were

ressuspended in saline solution and counted with a

haemocytometer and adjusted to a concentration of

1.5� 106 cells/ml, corresponding to 0.3–0.7mg/ml pro-

tein. All experiments were performed using intact cells

and cellular viability was assessed, before and after in-

cubations, by mobility. The viability was not affected by
incubation conditions.

2.2. Enzyme assays

Intact cells of 30236 and 30238 T. vaginalis strains

were added to the reaction mixture containing 50mM

Tris buffer (pH 7.5, for 30236 strain and pH 6.5, for

30238 strain) and 3mM MgCl2 or CaCl2. The samples
were preincubated for 5min at 37 �C in 200 ll of the

reaction mixture. The reaction was initiated by the ad-

dition of substrate (AMP or other as indicated) to a final

concentration of 3mM and stopped by adding 200 ll
10% trichloroacetic acid. The samples were chilled on ice

for 10min before assaying for the release of inorganic

phosphate (Pi) (Chan et al., 1986). Incubation times and

cellular density were chosen in order to ensure the lin-
earity of the reactions. Controls with the addition of the

intact cells after mixing trichloroacetic acid were used to

correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. Specific

activity is expressed as nmol Pi released/h/1.5� 106 cells.

All samples were run in triplicate, with similar results

achieved in at least three different cell suspensions.

2.3. Protein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method

(Bradford, 1976), using bovine serum albumin as stan-

dard.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted by Student�s t test,
considering a level of significance of 5%.
3. Results

An enzyme with characteristics of an ecto-50-nucleo-
tidase was detected in intact cells of two T. vaginalis



T. Tasca et al. / Experimental Parasitology 105 (2003) 167–173 169
strains. The time course for AMP hydrolysis occuring in
both strains investigated was linear up to 90min in the

presence of Mg2þ or Ca2þ. Mg2þ-AMP hydrolysis in-

creased as a function of cell density. The product for-

mation was linear in the range of 0.8–2.0� 106 cells/ml

in the incubation medium (data not shown).

The 50-nucleotidase activity was divalent cation-de-

pendent and its sensitivity to Mg2þ and Ca2þ is dem-

onstrated in Fig. 1. Mg2þ and Ca2þ were activators of
AMP hydrolysis in both T. vaginalis strains (Figs.

1A,B). The activity was increased in the 30236 strain

with magnesium concentrations of 5 and 8mM

(Fig. 1A), whereas, in these concentrations, a plateau

was observed in the 30238 strain (Fig. 1B). Taking these

results into account, the concentration of 3mM mag-

nesium, which is a classical activator of 50-nucleotidase,
was chosen for subsequent enzyme assays for both
strains.

The AMP hydrolysis was evaluated by measuring pH

dependence on activity in both strains. In the pH range
Fig. 1. Effect of MgCl2 and CaCl2 concentration on 50-nucleotidase
activity in intact cells of 30236 strain (A) and 30238 strain (B). Open

bars represent 50-nucleotidase activity in presence of MgCl2 and closed

bars, in presence of CaCl2. Incubation conditions are described in

Section 2. The control group was incubated without the addition of

cation. Bars represent the mean� SD of three different determinations

using different cells suspensions, each in triplicate.
of 5.5–8.5, where the cells were alive throughout the
time course of reaction, the 50-nucleotidase activity

progressively increased to reach a maximal level at pH

6.5, for the 30238 strain, and pH 7.5, for the 30236 strain

(Fig. 2).

Mg2þ-AMP hydrolysis was determined at substrate

concentrations in the range of 100–3000 lM. The en-

zyme activity increased with increasing concentrations

of the nucleotide (Mg2þ fixed at 3mM with variable
concentrations of AMP). Km (Michaelis constant) and

Vmax (maximum velocity) values of intact cells samples

of both T. vaginalis strains were estimated from the

Eadie–Hofstee plot with three different enzyme prepa-

rations (Figs. 3A,B). The apparent Km values for Mg2þ-
AMP were 111.4� 28.1 lM (mean� SD, n ¼ 3) for the

30236 strain and 420.2� 35.7 lM (mean� SD, n ¼ 3)

for the 30238 strain. The Vmax values for Mg2þ-AMP
were 6.5� 2.4 and 12.9� 2.3 nmol Pi/h/1.5� 106 cells

(mean� SD, n ¼ 3) for the 30236 and the 30238 strains,

respectively.

Ecto-50-nucleotidase has been described as an enzyme

with a broad substrate monophosphate specificity and a

preference for AMP (Zimmermann, 1996a). All nucle-

oside monophosphates tested were hydrolysed at a lower

rate than AMP by intact cells of both strains, except
GMP, which was hydrolyzed at a higher rate than AMP

by 30238 the strain (Table 1).

To discard the influence of other enzymes, such as

alkaline phosphatase, in the AMP hydrolysis, inhibitors

of this enzyme were tested. Levamisole and tetramisole,

specific alkaline phosphatase inhibitors, had no effect

upon AMP hydrolysis in both strains of T. vaginalis

(Table 2). Conversely, the known 50-nucleotidase inhib-
itor, adenosine 50-[a,b-methylene]diphosphate (AMPCP)
Fig. 2. Effect of pH on 50-nucleotidase activity in intact cells of 30236

strain (d) and 30238 strain (�). Incubation conditions are described in

Section 2, in presence of MgCl2 3mM. In this pH range (5.5–8.5), the

cells were viable throughout the course of the experiments. Data are

means�SD of three determinations with different cell suspensions.



Fig. 3. Dependence of 50-nucleotidase activity on AMP concentrations

in intact cells of 30236 strain (A) and 30238 strain (B). Incubation

conditions are described in Section 2, in presence of MgCl2 3mM.

Data are means�SD of three determinations with different cell sus-

pensions. Insets: Eadie–Hofstee plots for AMP in both strains. V,

velocity of 50-nucleotidase activity, expressed in nmol Pi/h/

1.5� 106 cells; V/[S], velocity/substrate concentration (AMP).

Table 2

Effects of inhibitors on AMP hydrolysis by T. vaginalisa

Inhibitor Concentration

(mM)

% Control enzyme activity

30,236 strain 30,238 strain

Levamisole 1 140� 11� 109� 25

Tetramisole 1 110� 21 102� 20

AMPCP 0.2 53� 9 � 69� 7�

�Significant difference from control activity (100%) by Student�s t
test (P < 0:05).

a Control 50-nucleotidase activity was 7.9� 0.4 and 19.9� 1.0 nmol

Pi/h/1.5� 106 cells for 30236 and 30238 strains, respectively. Results

are expressed as percentage of control activity (100%). AMP was used

at 3mM (3mM Mg2þ). Data represent the means�SD for at least

four experiments and were analysed statistically by Student�s t test.

Table 1

Substrate specificity of 50-nucleotidase of T. vaginalisa

Substrate Relative activity

30,236 strain 30,238 strain

AMP 1.00� 0.15 1.00� 0.11

CMP 0.09� 0.02 0.50� 0.09

GMP 0.67� 0.18 1.40� 0.13

UMP 0.03� 0.002 0.50� 0.04

aResults are expressed as the mean�SD for at least four experi-

ments. All substrates were used at 3mM (3mM Mg2þ). Control 50-
nucleotidase activity was 8.8 and 16.9 nmol Pi/h/1.5� 106 cells for the

30236 and 30238 strains, respectively.
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was also tested and inhibited the enzyme activity in both

strains (Table 2).

The possibility that the AMP hydrolyzed by 50-nu-
cleotidase could be originated from a phosphodiesterase

must be ruled out since the released Pi should be a
superestimated amount. Thus, to avoid the influence of

a phosphodiesterase, cyclic AMP, substrate for this en-

zyme, was incubated with the intact cells and the activity

was tested. The control activity was 6.0� 1.7 and

14.9� 0.7 nmol Pi/h/1.5� 106 cells (mean� SD, n ¼ 3)
for the 30236 and 30238 strains, respectively, whereas

the activity in the presence of cyclic AMP (3mM) was

5.5� 1.3 and 14.4� 2.0 nmol Pi/h/1.5� 106 cells

(mean� SD, n ¼ 3) for the 30236 and 30238 strains,

respectively. Hence, the interference of a phosphodies-

terase could be excluded in both T. vaginalis strains,

given that the activity in the presence of cyclic AMP was

lower than the control activity, showing no AMP pro-
duction from phosphodiesterase activity. The kinetic

data strongly suggest that the AMP hydrolysis charac-

terized here is due to a true ecto-50-nucleotidase activity
in both T. vaginalis strains.
4. Discussion

In this study, we report the properties of an ecto-50-
nucleotidase acitivity present on the external surface of

intact cells of T. vaginalis. Cellular integrity and viability

were assessed, before and after the reactions, by the

mobility of the trophozoites. The integrity of the cells

was not affected by any of the conditions used in the

assays. Enzyme activity does not depend on added di-

valent cations, but it can be increased by the addition of
millimolar concentrations of Mg2þ and Ca2þ (Zimmer-

mann, 1992). In the ecto-50-nucleotidase activity of T.

vaginalis, Mg2þ and Ca2þ were activators (Figs. 1A,B).

The Km values vary to some extent between cell type and

preparation, generally they are in the lower micromolar

range (Zimmermann, 1996a). For both T. vaginalis

strains investigated, the apparent Km values for Mg2þ-
AMP were 111.4� 28.1 lM (mean� SD, n ¼ 3) for
30236 strain and 420.2� 35.7 lM (mean� SD, n ¼ 3)

for 30238 strain. The characteristic broad substrate

monophosphates specificity of ecto-50-nucleotidase was

also observed in both strains studied, with a preference
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for AMP in the 30236 strain and for GMP in the 30238
strain (Table 1).

Nucleoside 50-monophosphates are subject to hydro-

lysis by alkaline phosphatases in addition to ecto-50-
nucleotidase and presumably also by some members of

the ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase

(E-NPP) family (Zimmermann, 2001). The influence of

contaminating alkaline phosphatases on AMP hydro-

lysis in our assay conditions was excluded since 1mM
levamisole and tetramisole, classical alkaline phospha-

tases inhibitors, did not affect the AMP hydrolysis in

both T. vaginalis strains investigated (Table 2). The

members of the E-NPP family reveal alkaline phos-

phodiesterase as well as nucleotide pyrophosphatase

activity, which are properties of the same enzyme mol-

ecule. They have comparable catalytic properties and

are capable of hydrolyzing 30,50-cAMP to AMP, ATP to
AMP and PPi, ADP to AMP, and Pi, NADþ to AMP

and nicotinamide mononucleotide, and the diadenosine

polyphosphates ApnA (Zimmermann, 2001). The pos-

sibility of a phosphodiesterase interference in our ex-

periments can be ruled out since we incubated cyclic

AMP with the intact cells and the activities of the 30236

and 30238 strains were not higher than control activity.

These results indicate that the hydrolysis observed cor-
respond to the AMP added to the incubation medium,

and not to AMP derivated from a phosphodiesterase

reaction. The ecto-50-nucleotidase of vertebrates is

competitively inhibited by the nucleotide analogue

adenosine 50-[a,b-methylene]diphosphate (AMPCP).

Our results showed that the inhibition was observed also

in both T. vaginalis strains (Table 2).

Nucleotides are released from dying or destroyed cells
under physiological or pathological conditions after

massive injury (Ralevic and Burnstock, 1998). ATP is

known to be an important extracellular signaling mol-

ecule which is supposed to increase the plasma mem-

brane permeability and has important effects on cell

membrane properties (Steinberg and Di Virgilio, 1991).

Extracellular ATP may be one of the signaling molecules

involved in cell-mediated cytotoxicity (Filippini et al.,
1990). It has been demonstrated that extracellular ATP

has profound effects on cellular functions, causing

plasma membrane depolarization, Ca2þ influx, and cell

death (Filippini et al., 1990; Steinberg and Di Virgilio,

1991). Filippini et al. (1990) have shown that ATP can

kill different cells, with the exception of cells that express

a high level of ATP-breakdown activity on their surface.

Extracellular ATP is hydrolyzed to adenosine by a
group of enzymes: the NTPDase1, that hydrolyzes nu-

cleoside di- and triphosphates, and the 50-nucleotidase,
able to hydrolyze nucleoside monophosphates. Taking

into account the fact that the NTPDase1 was discussed

in T. vaginalis (Matos et al., 2001), the ecto-50-nucleo-
tidase described here would thus represent the final step

of the enzymatic chain which leads from the extracel-
lular trinucleotide to the nucleoside. Reuptake of the
nucleoside would then serve the salvage of released nu-

cleotides (Zimmermann, 1992).

In animals, the ecto-50-nucleotidase is present in

pratically all tissues, but not on all cell types. The cell- or

tissue-specific physiological consequences of ATP-elim-

ination and/or adenosine production vary, since both

ATP and adenosine induce receptor-mediated physio-

logical functions (Zimmermann, 1992). Extracellular
ATP has several effects on many biological processes,

including immune response, inflammation, platelet ag-

gregation and pain (Ding et al., 2000; Ralevic and

Burnstock, 1998; Sitkovsky, 1998; Sneddon et al., 1999).

Adenosine induces vasodilation, a decrease in glomer-

ular filtration rate, inhibition of neurotransmitter re-

lease, inhibition of the immune and inflammatory

response or lipolysis. In more primitive organisms, the
bacterial 50-nucleotidase has an ecological function in

nutrient recycling in aqueous habitats (Zimmermann,

1992).

The presence of enzymes performing ATP, ADP

(Matos et al., 2001), and AMP hydrolysis in trichomo-

nads may be important for the modulation of nucleotide

concentration in the extracellular space, protecting the

parasite from the cytolytic effects of the nucleotides,
mainly ATP. In addition, T. vaginalis lacks the ability to

synthesize purines and pyrimidines de novo and its

growth and survival is dependent of salvage pathways to

generate nucleotides (Heyworth et al., 1982, 1984). Pu-

rine salvage is mediated by nucleoside phosphorylases

and kinases (Miller and Lindstead, 1983), whereas

phosphoribosyltransferases and nucleoside kinases are

able to recover pyrimidines (Wang and Cheng, 1984).
Thus, these enzymes can be regarded as potential targets

for anti-T. vaginalis chemoterapy (Wang, 1990).

The enzymatic chain present in T. vaginalis which

hydrolyzes extracellular nucleotides may contribute to

escape mechanisms of the parasite by breaking down

ATP and providing the adenosine required for parasite

growth. Furthermore, the 30236 and 30238 strains in-

vestigated are virulent and present differences in some
kinetic parameters of 50-nucleotidase activity. The 30238
strain presented higher ecto-50-nucleotidase activity

when compared with the 30236 strain. Many studies

have found strain variability in T. vaginalis expressed in

variability of virulence, antigenic properties, geographic

distribution, and isoenzyme analysis (Alderete, 1983,

1985; Christian et al., 1963; Farris and Honigberg, 1970;

Hogue, 1943; Kotcher and Hoogasian, 1957; Kott and
Alder, 1961; Krieger et al., 1985; Kulda, 1967; Teras,

1966; Torian et al., 1984). The clear identification of the

physiological significance of these enzymes in the in-

tracellular and extracellular environment of T. vaginalis

could contribute to understanding biochemical aspects

of the parasite and the mechanisms involved in

specific host-parasite interactions. In addition, the
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ecto-50-nucleotidase could be considered a potential
drug target for anti-trichomonad chemotherapy.
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Abstract

Here we report the effects of metronidazole and tinidazole on NTPDase1 and ecto-5P-nucleotidase from intact cells of Trichomonas
vaginalis. Adenosine triphosphate (ATP) and adenosine diphosphate (ADP) hydrolysis was 5- to 7-fold higher for the fresh clinical strain,
when compared with the ATCC (American Type Culture Collection) strain. ATP hydrolysis was activated in the presence of
metronidazole in the ATCC strain, whilst it was inhibited 33% by 50 WM tinidazole in a fresh clinical isolate. The treatment of cells in the
presence of metronidazole for 2 h inhibited ATP and ADP hydrolysis, whilst treatment with tinidazole inhibited ATP and ADP hydrolysis
only in the fresh clinical isolate. The drugs did not change the ecto-5P-nucleotidase activity for both strains. Our results suggest that the
modulation of extracellular ATP and ADP levels during treatment with these drugs could be a parasitic defence strategy as a survival
mechanism in an adverse environment.
9 2003 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Trichomonas vaginalis is emerging as a major pathogen
in men and women and is associated with serious health
consequences [1]. Trichomoniasis is now the most com-
mon non-viral sexually transmitted disease in the world
[2]. Recent publications show that T. vaginalis promotes
the transmission of human immunode¢ciency virus (HIV)
[3,4], causes low-weight and premature birth [5], predis-
poses women to atypical pelvic in£ammatory disease [6],
cervical cancer [7^9] and infertility [10]. T. vaginalis pos-
sesses multiple mechanisms for colonisation of the vaginal
tract and achieves successful host parasitism through var-

ious mechanisms including: (1) acquisition of nutrients
through speci¢c receptors; (2) contact with the vaginal
epithelium where four iron-regulated surface proteins me-
diate cytoadherence to the vaginal epithelial cells ; (3) eva-
sion of immune responses; (4) alternating surface expres-
sion of at least two antigen repertoires; and (5) alternate
and coordinate expression of virulence genes in response
to host environmental factors [11]. Indeed, the proteins
and glycoproteins on the cell surface of the trichomonad
play a major role in the mechanisms of its pathogenesis,
adhesion, host^parasite interaction and nutrient acquisi-
tion.
Extracellular adenosine triphosphate (ATP) may act as

a signalling compound in cytolytic mechanisms [12,13] and
it is hydrolysed to adenosine by ectonucleotidases. Several
studies have reported the presence of ectonucleotidases on
the surface of parasites. Recently, we characterised
NTPDase1 [14] and 5P-nucleotidase activities in T. vagina-
lis (Tasca et al., submitted). The NTPDase1 (apyrase,
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ecto-ATP diphosphohydrolase, CD39, EC 3.6.1.5) hydrol-
yses nucleoside di- and triphosphates, producing nucleo-
side monophosphates and inorganic phosphate. In addi-
tion, the ecto-5P-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5),
hydrolyzes nucleoside monophosphates, forming the nu-
cleoside adenosine [15,16]. The presence of enzymes per-
forming ATP, adenosine diphosphate (ADP) [14] and
adenosine monophosphate (AMP) hydrolysis in trichomo-
nads may be important for: (a) modulation of nucleotide
concentration in the extracellular space, (b) protection
from the cytolytic e¡ects of extracellular ATP, (c) involve-
ment in signal transduction, and (d) involvement in cellu-
lar adhesion. In addition, T. vaginalis lacks the ability to
synthesise purines and pyrimidines de novo and their
growth and survival are dependent upon salvage pathways
to generate nucleotides [17,18].
Metronidazole was the ¢rst nitroimidazole to show use-

ful clinical activity against many microaerophilic micro-
organisms and, since 1960, it is still the drug of choice
for trichomoniasis [19]. Other nitroimidazoles, although
unavailable in North America, are also approved for clin-
ical use in other parts of the world. These include tinida-
zole, ornidazole, secnidazole, £unidazole, nimorazole and
carnidazole [20]. The 5-nitroimidazoles are administered as
inactive prodrugs and are converted to cytotoxic forms by
susceptible organisms; the drugs are ine¡ective in aerobic
microorganisms or mammalian cells, and this is the basis
of its selective toxicity [21]. These compounds require re-
duction of the nitro group in order to kill susceptible cells,
resulting in production of toxic intermediates. The knowl-
edge of mechanisms by which short-lived nitroimidazole
radicals kill susceptible organisms is rather incomplete
[22]. Some experimental evidence, however, indicates that
one of the drug’s targets is DNA, where a short-lived
reduction product, most probably the protonated one-elec-
tron nitro radical anion, oxidises DNA causing strand
breaks and subsequent cell death [19]. Damage to other
vital systems of the cell may, however, be anticipated, but
the direct evidence is missing [22]. In this study, we inves-
tigated the e¡ect of metronidazole and tinidazole on the
NTPDase1 and the ecto-5P-nucleotidase activities in intact
cells from the ATCC strain and from a fresh clinical iso-
late of T. vaginalis.

2. Materials and methods

2.1. Parasites and culture conditions

The 30236 strain from the American Type Culture Col-
lection (ATCC) and the POA-3 strain, a fresh clinical iso-
late of T. vaginalis, were used in this study. The strains
were cultivated axenically in trypticase-yeast extract-mal-
tose (TYM) medium [23] without agar (pH 6.0) supple-
mented with 10% (v/v) heat-inactivated bovine serum, pen-
icillin (1000 IU ml31) and streptomycin sulphate (1 mg

ml31) in aerobiosis at 37‡C (R 0.5‡C). Isolates were sub-
cultured every 48 h in TYM medium. Trichomonads in the
logarithmic phase of growth and within 48 h of subculture
(exhibiting more than 95% mobility and normal morphol-
ogy) were harvested and washed with sterile saline solution
(0.85% NaCl) (750Ug for 5 min) three times. Parasites
were resuspended in saline solution and counted with a
haemocytometer and adjusted to a concentration of
1.5U106 cells ml31, corresponding to a concentration of
0.3^0.7 mg ml31 of protein.

2.2. Cell viability

All experiments were performed using intact cells and
cellular viability was assessed before and after incubations,
by mobility and trypan blue dye exclusion [24]. A 20 Wl
aliquot of cells was collected from the enzymatic assays
and mixed with 20 Wl 0.4% trypan blue dye. The cells were
counted in a haemocytometer. Trypan blue-stained cells
were considered as inviable regardless of the degree of
blue [25]. The viability was not a¡ected by incubation
conditions.

2.3. In vitro susceptibility assay

Previous experiments were performed in order to eval-
uate the in vitro susceptibility of trichomonads to the ni-
troimidazoles as described by Tachezy et al. [26]. Tricho-
monads from the log phase of growth were exposed to
2-fold serial dilutions of metronidazole and tinidazole in
the presence of air or under anaerobiosis for 48 h at 37‡C.
Standard microtitre plates with eight rows of 12 round-
bottom wells were used in the test. The TYM medium was
added in 50 Wl aliquots to each well. Stock solutions of
metronidazole and tinidazole were added in 50 Wl aliquots
to the wells of the ¢rst row. Starting from the wells of the
¢rst column 2-fold serial dilutions were made. Finally,
5U104 cells ml31 from 30236 and POA-3 strains were
placed into each well. The plates were incubated aerobi-
cally in a humid chamber or in an anaerobic jar (Probac)
containing hydrogen-generating envelopes (Anaerobac).
Controls with trichomonads, but without addition of
drugs were included. The susceptibility test was performed
in triplicate for each drug, and with two di¡erent cell
suspensions, for both strains. After 48 h, the contents of
the wells were homogenised and an aliquot was examined
under a light microscope at 400U for motile trichomo-
nads.

2.4. NTPDase1 and ecto-5P-nucleotidase activities

Intact cells of T. vaginalis, the ATCC 30236 and the
fresh clinical isolate, POA-3, were added to the reaction
mixture containing 50 mM Tris bu¡er (pH 7.2), 5 mM
CaCl2, for measuring NTPDase1 activity. For ecto-5P-nu-
cleotidase activity, the cells of both strains were added to
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the reaction mixture containing 50 mM Tris bu¡er (pH
7.5) and 3 mM MgCl2. Metronidazole or tinidazole (10,
25 and 50 WM) was added in both reaction media. The
samples were preincubated for 5 min at 37‡C in 200 Wl of
the reaction mixture. The reaction for NTPDase1 activity
was initiated by the addition of ATP or ADP to a ¢nal
concentration of 1 mM, while the reaction for ecto-5P-nu-
cleotidase was initiated by the addition of AMP to a ¢nal
concentration of 3 mM. The reaction of hydrolysis of ATP
and ADP was stopped after 40 min and the reaction of
hydrolysis of AMP was stopped after 60 min by adding
200 Wl 10% trichloroacetic acid. The samples were chilled
on ice for 10 min before assaying for the release of inor-
ganic phosphate (Pi) [27]. Incubation times and cellular
density were chosen in order to ensure the linearity of
the reactions. Controls with the addition of the intact cells
after mixing trichloroacetic acid were used to correct non-
enzymatic hydrolysis of substrates. Speci¢c activity is ex-
pressed as nmol Pi released per min per 1.5U106 cells. All
samples were run in triplicate, with similar results achieved
in at least three di¡erent cell suspensions.

2.5. Treatment of cells

In order to investigate the e¡ect of the drugs after a
treatment, the cells were kept in presence of metronidazole
or tinidazole (50 WM) for 2 h, before washing with sterile
saline solution (0.85% NaCl) (750Ug for 5 min) three
times. The subsequent steps for incubation to measure
the nucleotide hydrolysis were the same as described
above.

2.6. Protein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method
[28], using bovine serum albumin as standard.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted by one-way ANOVA
(analysis of variance) and Student’s t-test, considering a
level of signi¢cance of 5%.

2.8. Chemicals

Nucleotides, Tris bu¡er, trypan blue dye and metroni-
dazole were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA) and tinidazole was a gift from Medley, Brazil.
Fresh stock solutions for assays of both drugs were pre-
pared before each experiment. Tinidazole (5 mM) was
dissolved in water and metronidazole (5 mM) was dis-
solved in water by autoclaving (1 atm, 121‡C, 15 min)
[26] and after these solutions of both drugs were diluted
in water to obtain the ¢nal concentrations (10, 25, and 50
WM). All other reagents were of the highest analytical
grade available.

3. Results and discussion

In the present study we investigated the e¡ects of met-
ronidazole and tinidazole on the NTPDase1 and the ecto-
5P-nucleotidase in intact cells of T. vaginalis. Cellular in-
tegrity and viability were assessed before and after the
reactions, by the mobility of trophozoites and trypan
blue dye exclusion. The integrity of the cells was not af-
fected by any of the conditions used in the assays.
The in vitro susceptibility to metronidazole and tinida-

zole was tested for 30236 and POA-3 strains. The strains
were susceptible to the drugs in all tested concentrations
(data not shown).
The enzymatic activities were measured in one ATCC

strain and one fresh clinical isolate of T. vaginalis. AMP
hydrolysis demonstrated no di¡erence between the inves-
tigated strains. Interestingly, ATP and ADP hydrolysis
were higher (7- and 5-fold, respectively) in the fresh clin-
ical isolate when compared with the hydrolysis of the
ATCC strain, 30236. The NTPDase1 is probably involved
in cell pathogenesis, considering the lower time of cultiva-
tion of the fresh isolate that maintains the main biological

Fig. 1. E¡ect of metronidazole (A) and tinidazole (B) on ATP, ADP
and AMP hydrolysis in the 30236 strain. Bars represent the meanRS.D.
of at least three experiments using di¡erent cell suspensions, each in
triplicate. Results were analysed statistically by one-way ANOVA. *Sig-
ni¢cant di¡erence from controls by one-way ANOVA (P6 0.05).
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features of the parasite as in the host site conditions. On
the other hand, ATCC cells may present changes in their
biochemical metabolism including pathogenesis and im-
mune evasion, due to their maintenance in axenic culture
for several years.
Here, in vitro studies were conducted to provide more

information regarding the direct interaction of nitroimi-
dazole compounds and the ecto-enzymes involved in
nucleotide hydrolysis in T. vaginalis. Fig. 1 shows the
NTPDase1 (ATP and ADP as substrates) and the ecto-
5P-nucleotidase (AMP as substrate) activities measured in
the presence of metronidazole (Fig. 1A) and tinidazole
(Fig. 1B), for the 30236 strain. ATP hydrolysis was acti-
vated by 31, 38, and 47% in the presence of all tested
concentrations of 10, 25, 50 WM metronidazole, respec-
tively (Fig. 1A). On the other hand, ADP and AMP hy-
drolysis did not present signi¢cantly changes in the pres-
ence of metronidazole (Fig. 1A). Tinidazole did not

signi¢cantly change the ATP, ADP and AMP hydrolysis
at the concentrations tested when compared to the control
enzyme activity (no drug added), with the 30236 strain
(Fig. 1B). Likewise, the enzymatic activities were tested
in the presence of the nitroimidazoles for the POA-3
strain, as shown in Fig. 2. Metronidazole did not signi¢-
cantly change the ATP, ADP and AMP hydrolysis (Fig.
2A) and tinidazole did not change the ADP and AMP
hydrolysis (Fig. 2B), with the POA-3 strain. In contrast,
ATP hydrolysis of the POA-3 strain was a¡ected by tini-
dazole 50 WM, revealing an inhibition of 33% (Fig. 2B).
These e¡ects of nitroimidazole derivatives in the ATP hy-
drolysis could be the result of pharmacological interaction
between the enzyme and drugs tested. Here, in order to
explain the activation of ATP hydrolysis by metronidazole
and the inhibition of ATP hydrolysis by tinidazole, two
possibilities could be suggested: (a) these e¡ects involved
the participation of an ecto-ATPase, coexpressed with the
NTPDase1 in T. vaginalis, as observed in rat brain [29], or
(b) these e¡ects occurred only in the ATPase activity of
the NTPDase1.
The treatment of the 30236 strain in the presence of

metronidazole for 2 h presented statistically signi¢cant in-

Fig. 2. E¡ect of metronidazole (A) and tinidazole (B) on ATP, ADP
and AMP hydrolysis in the POA-3 strain. Bars represent the
meanRS.D. of at least three experiments using di¡erent cell suspen-
sions, each in triplicate. Results were analysed statistically by one-way
ANOVA. *Signi¢cant di¡erence from controls by one-way ANOVA
(P6 0.05).

Fig. 3. E¡ect of metronidazole (A) and tinidazole (B) on ATP, ADP
and AMP hydrolysis in the 30236 strain after 2 h of cell treatment.
White bars represent controls (without drugs) and black bars represent
50 WM metronidazole or 50 WM tinidazole. Bars represent the
meanR S.D. of at least three experiments using di¡erent cell suspen-
sions, each in triplicate. Results were analysed statistically by Student’s
t-test. *Signi¢cant di¡erence from controls by Student’s t-test (P6 0.05).
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hibitions of 25 and 21% for ATP and ADP hydrolysis,
respectively (Fig. 3A). In a similar condition, tinidazole
did not signi¢cantly change the NTPDase1 and the ecto-
5P-nucleotidase activities at the concentrations studied
when compared to the control enzyme activity (no drug
added), in the 30236 strain (Fig. 3B).
Fig. 4 shows the treatment of the POA-3 strain in the

presence of metronidazole and tinidazole for 2 h. Metro-
nidazole signi¢cantly changed the ATP and ADP hydro-
lysis, demonstrating inhibitions of 22 and 25%, respec-
tively (Fig. 4A). The treatment with tinidazole presented
statistically signi¢cant inhibitions of 19% for ATP and
17% for ADP (Fig. 4B).
Metronidazole and tinidazole did not signi¢cantly

change the ecto-5P-nucleotidase activity at the concentra-
tions studied when compared to the control enzyme activ-
ity (no drug added). This ¢nding was similar for both
strains, 30236 and POA-3.
When the cells were treated with metronidazole for 2 h,

inhibition of ATP and ADP hydrolysis in both strains was
observed, whilst tinidazole inhibition was seen only in the
POA-3 strain. Previous studies have shown changes in
activities of hydrogenosomal and cytosolic enzymes of

T. vaginalis related to development of resistance to metro-
nidazole [22]. Hydrogenosomal enzymes, pyruvate:ferre-
doxin oxidoreductase, hydrogenase, malic enzyme (hydro-
genosomal L-malate:nicotinamide adenine dinucleotide
(phosphate) (NAD(P)) oxidoreductase), and NAD:ferre-
doxin oxidoreductase are downregulated in metronida-
zole-resistant cells [30,31]. Conversely, cytosolic enzymes
such as lactate dehydrogenase and pyruvate kinase are
upregulated in trichomonads resistant to metronidazole
[32,33]. In this study, we investigated the behaviour of
enzymes involved in the breakdown of extracellular nu-
cleotides in T. vaginalis strains sensitive to nitroimidazoles,
after a pharmacological interaction with metronidazole
and tinidazole. The inhibition in NTPDase1 activity after
the treatment was probably due to an attempt by the para-
site to modulate the nucleotide concentration in the extra-
cellular space. This phenomenon could be involved in sig-
nal transduction, since the enzyme activities measured are
involved in the cleavage of ATP to adenosine. As well as
its energetic function, extracellular ATP has several e¡ects
on many biological processes, these include smooth muscle
contraction, neurotransmission, immune response, in£am-
mation, platelet aggregation, and pain [34^37]. Adenosine
induces vasodilation, a decrease in glomerular ¢ltration
rate, inhibition of neurotransmitter release, inhibition of
the immune and in£ammatory response or lipolysis. In
more primitive organisms, the bacterial 5P-nucleotidase
has an ecological function in nutrient recycling in aqueous
habitats [38].
Interestingly, tinidazole did not cause any alteration in

the NTPDase1 activity in 30236 cells, only in the POA-3
strain. The di¡erence between both strains reinforces the
important use of fresh clinical isolates in experimental in-
vestigations, in addition to standard strains.
To our knowledge, this is the ¢rst report of the e¡ects of

5-nitroimidazoles on the NTPDase1 and ecto-5P-nucleoti-
dase activities in parasites. Our results suggest that the
modulation of extracellular ATP and ADP levels during
treatment with these drugs could be a parasite defence
strategy as a survival mechanism in an adverse environ-
ment. More detailed studies will be necessary to clarify the
importance and the signi¢cance of the results here pre-
sented.
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Abstract Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1
(NTPDase1), which hydrolyzes extracellular ATP and
ADP, and ecto-5¢-nucleotidase, which hydrolyzes AMP,
are characterized for Trichomonas vaginalis. Ultrastruc-
tural cytochemical microscopy showed NTPDase1 and
ecto-5¢-nucleotidase activities on the surface of the para-
sites. High levels of extracellular adenine nucleotides and
adenosine did not exert cytolytic effects in intact cells of
T. vaginalis. Our results suggest that these enzymes are
relevant for the survival of the parasite during exposure to
extracellular nucleotides. Since the ecto-localization of
these enzymes is essential for the maintenance of adeno-
sine extracellular levels, this nucleoside could be impor-
tant for the purine salvage pathway in the parasite.

Purine nucleosides and nucleotides are mostly released
from cells which are stressed or anoxic, injured and
metabolically active (reviewed in Chow et al. 1997).
There is evidence that purines have cytotoxic properties
(Steinberg and Di Virgilio 1991). Signaling actions

induced by extracellular ATP are correlated with the
activity of a group of ecto-enzymes, the ectonucleotid-
ases, which hydrolyze ATP to adenosine. This group
includes NTPDase1 (CD39, ecto-apyrase, EC 3.6.1.5)
and the ecto-5¢-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5), which
were previously characterized by our laboratory for
Trichomonas vaginalis (Matos et al. 2001; Tasca et al.
2003a). Trichomonosis is the most common non-viral
sexually transmitted disease in the world and it is asso-
ciated with serious health consequences (Lehker and
Alderete 2000).

Recently, ecto-phosphatase activity and its cyto-
chemical localization were characterized in T. vaginalis
(De Jesus et al. 2002). However, the cytochemical
localization of ectonucleotidases has been shown in
various parasites, but not in T. vaginalis. The distribu-
tion of NTPDase1 has been demonstrated in Schistoso-
ma mansoni (Vasconcelos et al. 1993, 1996) and in
Leishmania amazonensis promastigotes (Coimbra et al.
2002). A study on the cytochemical localization of ecto-
5¢-nucleotidase was made in Toxoplasma gondii, which is
deficient in the activity of this enzyme (Ngô et al. 2000).
To our knowledge, this is the first report of the cyto-
chemical localization of NTPDase1 and ecto-5¢-nucleo-
tidase activities in intact cells of T. vaginalis. In parallel,
we evaluated cellular viability in the presence of
increasing concentrations of adenine nucleotides.

The 30236 isolate of T. vaginalis, from the American
Type Culture Collection, was cultivated in trypticase-
yeast extract-maltose medium (Diamond 1957) with
10% heat-inactivated bovine serum, as previously de-
scribed (Tasca et al. 2003a). For enzyme cytochemistry
and viability assays, trichomonads were counted with a
hemocytometer and adjusted to a concentration of
1.5·106 cells/ml (0.3–0.7 mg/ml of protein). Protein was
measured by the Coomassie blue method (Bradford
1976). The NTPDase1 and ecto-5¢-nucleotidase activities
were measured as previously described (Tasca et al.
2003b). All samples were run in triplicate, with similar
results achieved in at least four different cell suspensions.
In cytochemistry assays, these enzyme activities were
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detected by an electron-dense precipitate of lead phos-
phate that is formed by the release of Pi after ATP, ADP
(for NTPDase1) and AMP hydrolysis (for ecto-5¢-
nucleotidase) (Caldas and Wasserman 1995). Intact cells
were incubated in a reaction medium containing 25 mM
TRIS-maleate buffer (pH 7.2), 5.0 mM CaCl2 (for
NTPDase 1), 5.0 mM MgCl2 (for 5¢-nucleotidase) and
2.0 mM Pb(NO3)2. To avoid the influence of other en-
zymes, inhibitors (1.0 mM levamisole, 0.1 mM vana-
date, 0.1 mM N-ethyl maleimide and 1.0 mM ouabain)
were added to both reaction media. The reaction was
initiated by the addition of 3.0 mM ATP or ADP and
AMP. The incubation for both enzyme activities was
performed at 37�C for 1 h and the reaction was stopped
by immersion of the samples in ice-water for 5 min

followed by centrifugation. Controls were performed in
which the incubations were conducted in the above
media without substrates. After centrifugation, the pel-
lets were washed three times with 0.1 mM cacodylate
buffer, pH 7.2 and fixed in 2% paraformaldehyde and
2.5% glutaraldehyde in 0.1 mM cacodylate buffer,
pH 7.2, for 1 h. Post-fixation was performed in 1% os-
mium tetroxide in 0.1 mM cacodylate buffer, pH 7.2, for
30 min. Dehydration was carried out in acetone and
samples were included in araldite resin. Ultrathin sec-
tions (100 nm) were cut with an ultramicrotome (Leica
UTC 2.0), and samples were stained with uranyl acetate
and lead citrate. Stained and unstained sections were
observed with a Jeol (JEM 1200 EXII) electron micro-
scope. For the cellular viability assays, the cells were

Fig. 1A–D Ultrastructural
localization of NTPDase1 and
ecto-5¢-nucleotidase activities in
intact cells of Trichomonas
vaginalis. Arrows show electron-
dense lead phosphate deposits
originating from: A ATP,
B ADP, and C AMP hydrolysis
distributed at the surface of the
plasma membrane of the
parasites. D Control without
substrates as described in the
text. af Anterior flagella,
h hydrogenosomes, n nucleus
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incubated at 37�C in the presence of 5.0, 10 or 15 mM
ATP, ADP, AMP or adenosine. To evaluate cellular
viability, a 10-ll aliquot of cells was collected from the
assays at 2, 4 and 8 h of incubation and mixed with 10 ll
0.4% trypan blue dye and counted. In parallel, cell
viability was evaluated by lactate dehydrogenase activ-
ity, as a percentage, in comparison with the lysed cells
(100%), after immersion in liquid nitrogen ()196�C) for
60 s.

We previously characterized NTPDase1 and ecto-5¢-
nucleotidase activities in T. vaginalis (Matos et al. 2001;
Tasca et al. 2003a). The 30236 isolate showed NTP-
Dase1 activity, 0.50±0.06 nmol Pi/min/1.5·106 cells for
ATP and 0.43±0.08 nmol Pi/min/1.5·106 cells for ADP
(mean±SD, n=12). The ecto-5¢-nucleotidase activity
shown by this isolate was 0.32±0.05 nmol Pi/min/
1.5·106 cells (n=9).

The cytochemical localization of NTPDase1 and
ecto-5¢-nucleotidase activities was detected by the for-
mation of electron-dense precipitates of lead phosphate,
deposited in the vicinity of the enzymes, as observed at
the plasma membrane surface, along the trophozoites
(Fig. 1). Figure 1A and B shows the ecto-localization of
NTPDase1, which appeared to be distributed at the
external surface of the parasite even when different
substrates, ATP (Fig. 1A) or ADP (Fig. 1B), were used.
The external localization of ecto-5¢-nucleotidase is
shown in Fig. 1C, with the lead phosphate deposits
formed at the plasma membrane surface, demonstrating
AMP hydrolysis. In the absence of nucleotides, no
electron-dense deposits were seen (Fig. 1D). The evalu-
ation of cellular viability using trypan blue exclusion and
lactate dehydrogenase activity showed that none of the
tested concentrations of adenine nucleotides and aden-
osine produced cytotoxicity to T. vaginalis (data not
shown).

Several studies have shown that extracellular ATP
may act as a signaling compound in cytolytic mecha-
nisms (Steinberg and Di Virgilio 1991). The concentra-
tion of free purine nucleotides encountered in the human
vagina, the natural site of T. vaginalis, originating from
the discharged and lysed epithelial cells during the
infection, can reach 10 mM, of which 90% are adenine
nucleotides (Munagala and Wang 2003). Considering
the high levels of extracellular nucleotides, the presence
of enzymes performing ATP, ADP and AMP hydrolysis
is essential for parasite survival in a hostile changing
environment by modulating the nucleotide concentra-
tion in the extracellular space and by protecting from the
cytolytic effects of extracellular ATP. Our data show
that high levels of extracellular adenine nucleotides and
adenosine did not exert cytolytic effects on intact cells of
T. vaginalis, being hydrolyzed by NTPDase1 and ecto-
5¢-nucleotidase. Experiments using antibodies against
the enzymes and the search for the corresponding genes
in T. vaginalis are in progress.

Modulation of nucleotide concentration in the extra-
cellular space, protection from the cytolytic effects of
extracellular ATP, and participation in the salvage

pathway of nucleosides are some aspects of the physiol-
ogy of T. vaginalis involving the breakdown of ATP.
T. vaginalis lacks the ability to synthesize purines and
pyrimidines de novo, and its growth and survival is
dependent on salvage pathways to generate nucleotides
(Heyworth et al. 1982). Taking into account the high
levels of purine nucleotides and nucleosides in the host
site occupied by T. vaginalis, the lack of cytolytic effects
on the parasites and the ecto-localization of the enzymes
involved in the hydrolysis of the nucleotides, we suggest
that the NTPDase1 and the ecto-5¢-nucleotidase modu-
late the levels of extracellular ATP, ADP and AMP. The
final product of these reactions, the nucleoside adeno-
sine, is taken up by the parasite (Harris et al. 1988).
Recently, Munagala and Wang (2003) showed that
adenosine is the primary precursor of the entire purine
nucleotide pool in T. vaginalis, and they identified
adenosine deaminase, IMP dehydrogenase and GMP
synthetase activities in the parasite lysate, suggesting a
pathway capable of converting adenine to GMP via
adenosine. Considering the importance of adenosine in
the purine salvage in T. vaginalis, NTPDase1 and ecto-5¢-
nucleotidase are essential for the survival strategies of the
parasite during exposure to the extracellular nucleotides.
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Parasitology (no prelo). 
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A) Análise molecular da nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase - NTPDase e da 

ecto-5'-nucleotidase de Trichomonas vaginalis 

Introdução 

Nucleotídeos extracelulares podem agir como compostos sinalizadores e podem ser 

inativados por hidrólise via enzimas que constituem a família E-NTPDase (ectonucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolase) (Zimmermann, 2001 ). Atividades de nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolase - NTPDase1 (CD39, ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) e de 

ecto-5'-nucleotidase (CD73, EC 3 .1.3 .5) foram caracterizadas em T. vaginalis (Matos et al., 

2001; Tasca etal., 2003, Capítulo 1). 

O papel fisiológico das ectonucleotidases na superfície dos parasitos ainda é 

desconhecido. Entretanto, várias hipóteses têm sido sugeridas: (a) proteção dos efeitos 

citolíticos do ATP extracelular; (b) modulação da concentração de nucleotídeos no espaço 

extracelular; (c) participação das vias de salvação através da hidrólise seqüencial de ATP até 

adenosina; ( d) envolvimento na transdução de sinal, (e) envolvimento na adesão celular. Até 

hoje, algumas funções célula- e tecido-específicas foram elucidadas para a NTPDase1, que é 

expressa em linfócitos ativados. A adesão envolve atividade de tirosina quinase, mas não é 

alterada pelo quelante de íons metálicos di valentes, EDT A, sugerindo que a atividade 

catalítica da NTPDase1 não está envolvida (Zimmermann, 2001). Além disso, a ecto-5'­

nucleotidase (CD73) isolada de moela de galinha liga-se à fibronectina e laminina, e essa 

ligação foi bloqueada por anticorpos anti-CD73. Laminina e fibronectina também alteraram a 

atividade da ecto-5'-nucleotidase do músculo liso de moela de galinha (Resta et al., 1998). 
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Em uma recente revisão, Alderete et ai. (2002) relataram que uma maior compreensão da 

natureza não auto-limitada da tricomonose pode ser baseada em recentes achados ilustrando a 

complexidade das interações T. vaginalis-fibronectina. O parasito rapidamente se adere a 

super:ficies recobertas com fibronectina e liga-se à fibronectina de um modo altamente 

específico, mediado por receptor. A quantidade e afinidade da ligação à fibronectina por 

organismos vivos são influenciadas por concentrações de ferro e cálcio. Além disso, sabe-se 

que a isoforma 1 da glicoproteína da matriz extracelular laminina é um importante ligante 

para alguns protozoários parasitos, incluindo T. vaginalis (Silva-Filho et al., 2002). Portanto, 

a patogenicidade do T. vaginalis inicia com a colonização específica do epitélio vaginal, 

onde a citoaderência exerce um papel fundamental. 

A natureza complexa da patogenicidade da tricomonose é evidenciada pela estratégia 

altamente desenvolvida e sofisticada para o parasitismo realizado por este protozoário 

transmitido sexualmente (Alderete et al., 1998). A compreensão do papel fisiológico da 

NTPDase1 e da ecto-5'-nucleotidase em T. vagina/is pode contribuir para um melhor 

conhecimento dos mecanismos envolvidos nas interações específicas parasito-hospedeiro. O 

objetivo deste estudo foi investigar a possível função da NTPDase1 (CD39) e da ecto-5'­

nucleotidase (CD73) como moléculas de adesão em T. vaginalis. 

Materiais e Métodos 

Parasitos e condições de cultivo. Os isolados clínicos frescos de T. vaginalis T016 e T068-

ll foram cultivados durante, no máximo, uma semana a 37 °C através de passagens diárias no 
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meiO de tripticase-extrato de levedo-maltose (TYM) suplementado com soro de cavalo 

inativado pelo calor a 5% (Diamond, 1957). 

Isolamento de DNA. O DNA foi extraído pelo método DNAZOL TM (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) de culturas de T. vaginalis com densidades de 3 x 106 

trofozoítos/ml. Previamente à quatificação, RNase A e proteinase K foram adicionadas para 

remover RNA e proteína contaminantes, respectivamente. Em seguida, foi empregado o 

processo de extração do DNA usando a mistura fenol-clorofórmio. Após duas extrações com 

clorofórmio, o DNA foi precipitado usando-se etanol, seguido de dissolução em tampão TE 

(EDTA 1,0 mM e Tris-HCIIO mM, pH 8,0) e estocado a 4°C (Alderete et ai., 1995; 2004). 

PCR. Com o objetivo de verificar a presença do gene da NTPDasel e da ecto-5'-nucleotidase 

no genoma de T. vaginalis, PCR foi desenvolvida usando-se 100 ng do DNA genômico 

isolado dos parasitos. Os iniciadores utilizados neste estudo estão listados na Tabela 5.A.l. 

Os iniciadores foram sintetizados no Center for Avanced DNA Technologies, University of 

Texas Health Science Center at San Antonio, com exceção daqueles usados na amplificação 

da NTPDasel e da ecto-5'-nucleotidase humanas, os quais foram uma generosa doação do 

Prof. Dr. Simon C. Robson (Department ofMedicine, Beth Israel Deaconess Medicai Center, 

Harvard Medicai School, Boston, Massachusetts, USA). 



Tabela 5.AJ. Iniciadores usados neste estudo. 
Nomes dos iniciadores Seqüências 

Iniciadores testados para amplificar o gene da NTPDase 1 
Iniciadores baseados nas ACRs de seqüências humana e de camundongo 
5'1CD39 + 3'1CD39 5' CAACAATAGCTACCGAGGTGTAGG 3' + 

5'GCCGTAGCAGAGGAAGGAGTGGGAGTAAAC3' 
5'2CD39 + 3'2CD39 5' ATGCCGACCCAAAGGCAAACCATGTAG 3' + 

5'GATGATGTAGAGGCCATCGAAGCAGTACTT3' 
5'3CD39 + 3'2CD39 5' CCGAGGGAGCTAGAGCCGCCGCGAAGGTGT 3' + 

5'GATGATGTAGAGGCCATCGAAGCAGTACTT3' 
5'ACR2 +44 5' AGCCACGGCAGGCATGCGGTTGC 3' + 

5' CTCCCCAAGGTCCAAAGC 3' 
5'ACR4+3'ACR4 5' GAAACCAATAATCAGGAAACC 3' + 

5'GATGGCATTGTTGATAGTTTCC3' 
5'ACR5+3'ACR5 5' GGGCTACATGCTGAACCTGAC 3' + 

5' GGAAAATGCTCCCTGGACG3' 
Baseados nas ACRs de seqüências de Schistosoma mansoní 
5'CD39Sm +3'CD39Sm 5' GCAACTGCTGGTATGCGATTAAAAC 3' + 

5' GATTTGTGTACTAGCTCCGCCAAG 3' 
Iniciadores usados na amplificação do gene da NTPDasel humana 
28+45 5'ATGGCAAGGACTACAATG3'+ 

5' TGCTGGAATGGAAGAGTCA 3' 
27 +45 5' CTACCCCTTTGACTTCCA3' + 

5' TGCTGGAATGGAAGAGTCA 3' 
28+46 5'ATGGCAAGGACTACAATGT3'+ 

5' GAAAAGCAGTATTCACTCA 3' 
27 +44 5' CTACCCCTTTGACTTCCA 3' + 

5'CTCCCCAAGGTCCAAAGC3' 
24 +43 5' GGAAAGACGAGGAAAGAGG 3'+ 

5'CTGCCAACTCTTCACTTTC3' 
25+40 5'CACTGCGATGGAGGAAAAT3'+ 

5'TCCCACTCCACCTATGTCT3' 
29 +46 5' TCCCAGTGTGCCTTCAAT 3' + 

5' GAAAAGCAGTATTCACTCA3' 
23+40 5'AGAATCTAGACAGTAAAAGCCAAGGAAGC3'+ 

5'TCCCACTCCACCTATGTCT3' 
29+34 5'TCCCAGTGTGCCTTCAAT3'+ 

5'TGGAGTGGGAGAGAGGTGTGGACAATGGT3' 
28+34 5'ATGGCAAGGACTACAATGT3'+ 

5'TGGAGTGGGAGAGAGGTGTGGACAATGGT3' 
Iniciadores testados para amplificar o gene da ecto-5'-nucleotidase 
5'2CD73 +3'1CD73 5' GAGTGTTAGGAGGTGTGTACCCTACAAGTG 3' + 

5'CCAGGAGTGGCCGCCAACAACGATATCAAC3' 
5'2CD73 +3'2CD73 5' GAGTGTTAGGAGGTGTGTACCCTACAAGTG 3' + 

5'GCCGAGGTACTTGCCGAAAGCGTAAGCCTC3' 
5 '2CD73 + 3 '3CD73 5' GAGTGTTAGGAGGTGTGTACCCTACAAGTG 3' + 

5'TTCGCCTGTGGACTGCCGGTAACG3' 
5'3CD73 + 3'3CD73 5' TACAAGACCTTGGTGCATAGG 3' + 

5'ATGCATTCCGCCCACCTGCAGGAA3' 
5'4CD73 +3'4CD73 5' CGTAATGTTGGACTTCATCTATTC 3' + 

5' CAGATAGACAATTGTTTTCCCTAA 3' 
Iniciadores usados na amplificação do gene da ecto-5'-nucleotidase humana 
430 + 848 5' GATCGAGCCACTCCTCAAA 3' + 

5'GCCCATCATCAGAAGTGAC3' 
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Resultados e Discussão 

Com o objetivo de melhor caracterizar a NTPDasel e a ecto-5'-nucleotidase em T. 

vaginalis, foram testadas técnicas moleculares visando a amplificação e clonagem dos genes 

para obtenção de proteínas recombinantes a serem testadas como moléculas de adesão no 

parasito. Diversos iniciadores foram desenhados com base nas seqüências das enzimas 

conhecidas de outros organismos (Tabela 1) (Resta et ai., 1993; Maliszewski et ai., 1994; 

Asai et ai., 1995; Vasconcelos et ai., 1996). Nenhum produto de PCR foi amplificado do 

gene da NTPDase1 e da ecto-5'-nucleotidase de T. vaginalis. Os resultados indicam que as 

seqüências das enzimas em T. vaginalis divergem consideravalmente das seqüências 

encontradas em outros organismos. Exatamente na semana do meu retorno ao Brasil, foi 

publicado o início da anotação do genoma do T. vaginalis e entre as seqüências anotadas 

estão as dos genes da NTPDase3 e 4 (TIGR, 2004 - Anexo 5 .AI). Estudos futuros 

contribuirão para o conhecimento ao nível molecular das enzimas e para a compreensão da 

função fisiológica dessas enzimas no T. vaginalis. 



64 

Referências Bibliográficas 

Alderete, J.F, Provenzano, D., Lehker, M.W. (1995). Iron mediates Trichomonas vaginalis 

resistance to complement lysis. Microbial Pathogenesis 19, 93-103. 

Alderete, J.F., Engbring, J., Lauriano, C.M., O'Brien, J.L. (1998). Only two ofthe Trichomas 

vaginalis triplet AP51 adhesins are regulated by iron. Microbial Pathogenesis 24, 1-16. 

Alderete, J.F., Benchimol, M., Lehker, M.W., Crouch, M-L. (2002). The complex 

fibronectin-Trichomonas vaginalis interactions and trichomonosis. Parasitology 

Internationa/51, 285-292. 

Alderete, J.F., Nguyen, J., Mundodi, V., Lehker, M.W. (2004). Heme-iron increases leveis of 

AP65-mediated adherence by Trichomonas vaginalis. Microbial Pathogenesis 36, 263-

271. 

Asai, T., Miura, S., Sibley, L.D., Okabayashi, H. & Takeuchi, T. (1995). Biochemical and 

molecular characterization of nucleoside triphosphate hydrolase isozymes from the 

parasitic protozoan Toxoplasma gondii. 1he Journal of Biological Chemistry 270, 

11391-7. 

Diamond, L. S. (1957). The establishment of various trichomonads of animais and man in 

axenic cultures. Journal o f Parasitology 43, 488-490. 

Maliszewski, C. R, Delespesse, G. J., Schoenbom, M. A, Armitage, R J., Fanslow, W. C., 

Nakajima, T., Baker, E., Sutherland, G.R, Poindexter, K., Birks, C., Alpert, A, Friend, 

D., Gimpel, S.D., Gayle m, RB. (1994). The CD39 lymphoid cell activation antigen. 

Molecular cloning and structural characterization. Journal of Immunology 153, 3574-

3583. 



65 

Matos, J.A.A., Borges, F.P., Tasca, T., Bogo, M.R, De Carli, G.A., Fauth, M.G., Dias, R.D., 

Bonan, C.D. (2001). Characterisation of an ATP diphosphohydrolase (Apyrase, EC 

3.6.1.5) activity in Trichomonas vaginalis. International Journal for Parasitology 31, 

770-775. 

Resta, R, Hooker, S.W., Hansen, K.R, Laurent, A.B., Park, J.L., Blackburn, M.R, Knudsen, 

T.B., Thompson, L.F. (1993). Murine ecto-5'-nucleotidase (CD73): cDNA cloning and 

tis sue distribution. Gene 133, 171-177. 

Resta, R, Yamashita, Y., Thompson, L.F. (1998). Ecto-enzyme e signaling functions of 

lymphocyte CD73. Immunology Reviews 161, 95-109. 

Silva-Filho, F.C., Kasai, S., Nomizu, M., Lopez, L.B., Melo-Braga, M.B., Rocha-Azevedo, 

B., Petropolis, D.B., Horbach, I.S. (2002). How laminin-1 can be recognized by the 

protozoan parasite Tritrichomonas foetus: possible role played by the extracellular matrix 

glycoprotein in both cytoadhesion e cytotoxicity exerted by the parasite. Parasitology 

Intemationa/51, 305-307. 

Tasca, T., Bonan, C.D., De Carli, G.A., Battastini, A.M., Sarkis, J.J. (2003). Characterization 

of an ecto-5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) activity from intact cells of Trichomonas 

vaginalis. Experimental Parasitology 105, 167-173. 

TIGR - The Insitute for Genomic Research. Disponível no endereço eletrônico: 

http://www.tigr.org 

Vasconcelos, E.G., Ferreira, S.T., Carvalho, T.M.U., De Souza, W., Kettlun, A.M., Mancilla, 

M., Valenzuela, M.A., Verjovski-Almeida, S. (1996). Partia! purification and 

immunohistochemical localization of ATP diphosphohydrolase from Schistosoma 

mansoni. The Joumal ofBiological Chemistry 36, 22139-22145. 



66 

Zimmermann, H (2001). Ectonucleotidases: Some Recent Developments and a Note on 

Nomenclature. Drng Development Research 52, 44-56. 

UFRGS 
lnst. de Ciênclas Básicas da Saúde 

Biblioteca 



ANEXO 5.A.1. Seqüências da NTPDase3 e da NTPDase4 (TIGR, 2004). 67 
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sequence information 

Genomic sequence length: 672 nucleotides 
CDS length: 675 nuc!eotides 
Protein length: 224 amino acids 

Genomic sequence 

>40038.t00020 
ATGTTACTTTTTCTCTCTTCATTAGCTCTTGCAAAAAACATTATAATCATTGATGCGGGA 
AGTACAGGAAGTAGATTGTATATTTATACATACGATGACATCTACAATCTGTCATCCTAC 
GATCAAATTCGCGATTCAGACGGGAAACCAGTTTCTATTAAGTCTTCAATACCATTATCC 
GACACATTAAATAATGAATCTAAACTCGTCGAATACTTCGATGTTTTGCTCGATAAAGGA 
TCCCATAATTACATCGAAAAGACGATGAGATCAACAACTCCGCTTTATTTGTTTGCCTCT 
GGTGGGTTAAATTATATTGAGAGCGAAAAGGCTAGAAAAACCGTAATGAATGACGCATTC 
CAATACGTAAATCAAAAGTATCGTTATCTTGTGAAAGACAACTACTTCCAAATTGTTACT 
GGCAAGGAAGAAGCTGAGTTCGCATGGATTGCAGCTAATCATTTTCTTGGTGGCTTTGAT 
TCAAATAATATCATGGGCGTAGCCGAAATTGGAGGCACACACGCACAGATTGCCTTTGGT 
GTATCTAAACCATCCTCTGATGCAAAGAAGTATGTCGAGTCAATCTCAGTAAATAAGAAG 
AAATACAAAGTTTTTAGGAACTCATGGAAAACTATGGAGATGTTGATGTCGAAAAATCAA 
TTCTTCAGCATTTAA 

CDS 

>40038.m00041 
ATGTTACTTTTTCTCTCTTCATTAGCTCTTGCAAAAAACATTATAATCATTGATGCGGGA 
AGTACAGGAAGTAGATTGTATATTTATACATACGATGACATCTACAATCTGTCATCCTAC 
GATCAAATTCGCGATTCAGACGGGAAACCAGTTTCTATTAAGTCTTCAATACCATTATCC 
GACACATTAAATAATG-~TCTAAACTCGTCGAATACTTCGATGTTTTGCTCGATAAAGGA 

TCCCATAATTACATCG-~AGACGATGAGATCAACAACTCCGCTTTATTTGTTTGCCTCT 

GGTGGGTTAAATTATATTGAGAGCGAAAAGGCTAGAAAAACCGTAATGAATGACGCATTC 
CAATACGTAAATC~~GTATCGTTATCTTGTGAAAGACAACTACTTCCAAATTGTTACT 

GGCAAGGAAGAAGCTGAGTTCGCATGGATTGCAGCTAATCATTTTCTTGGTGGCTTTGAT 
TCAAATAATATCATGGGCGTAGCCGAAATTGGAGGCACACACGCACAGATTGCCTTTGGT 
GTATCTAAACCATCCTCTGATGCAAAGAAGTATGTCGAGTCAATCTCAGTAAATAAGAAG 
AAATACAAAGTTTTTAGGAACTCATGGAAAACTATGGAGATGTTGATGTCGAAAAATCAA 
TTCTTCAGCATTTAA 

Protein 

>40038.m00041 
MLLFLSSLALAKNIIIIDAGSTGSRLYIYTYDDIYNLSSYDQIRDSDGKPVSIKSSIPLS 
DTLNNESKLVEYFDVLLDKGSHNYIEKTMRSTTPLYLFASGGLNYIESEKARKTVMNDAF 
QYVNQKYRYLVKDNYFQIVTGKEEAEFAWIAANHFLGGFDSNNIMGVAEIGGTHAQIAFG 
VSKPSSDAKKYVESISVNKKKYKVFRNSWKTMEMLMSKNQFFSI* 
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sequence information 

Genomic sequence length: 51 O nucleotides 
CDS length: 513 nucleotides 
Protein length: 170 amino acids 

Genomic sequence 

>38737.t00002 
ATGCTTTTGAAATCAGTTGAATTCAATTCTATATCAGTACCAAATTTAGAGTATATTGAT 
AGATTTGTTGCTATGTCTTCAATATACTATACAAACAAATTCTTCAATTTATCACGATCA 
TCAACACTTAAAGAGCTTAAAACACAAGCTTTAGATTTTTGCCGGAAAGACTGGTCACTG 
CTTCCAGATCACATCACAAATATTAGTTATTCTCCAACATACTGCTGGAAAGGTACCTAT 
CAATACAATGTTCTTTCAAAAGGGTATAAATTTAAAGATTCCAACGTTGTAATCGATAAA 
GAAAATAAAATCAATGGCGTTGATTTGAGTTGGACTGTTGGTTCGATGCTTAGCGAGATT 
ACTGAAATAGAAATTGATGATCAAGAAAAATTGACATTTAAAGACTTCTTTATTGCAGCA 
TTGTCTGTTGCAATTTGTTGTATTTTATTATATATTGCCGGGTTTAAGCGCTTCAATTGG 
CTTTATATACGAAAAACCCGCAAAATGTTATAA 

CDS 

>38737.m00006 
ATGCTTTTGAAATCAGTTGAATTCAATTCTATATCAGTACCAAATTTAGAGTATATTGAT 
AGATTTGTTGCTATGTCTTCAATATACTATACAAACAAATTCTTCAATTTATCACGATCA 
TCAACACTTAAAGAGCTTAAAACACAAGCTTTAGATTTTTGCCGGAAAGACTGGTCACTG 
CTTCCAGATCACATCACAAATATTAGTTATTCTCCAACATACTGCTGGAAAGGTACCTAT 
CAATACAATGTTCTTTCAAAAGGGTATAAATTTAAAGATTCCAACGTTGTAATCGATAAA 
GAAAATAAAATCAATGGCGTTGATTTGAGTTGGACTGTTGGTTCGATGCTTAGCGAGATT 
ACTGAAATAGAAATTGATGATCAAGAAAAATTGACATTTAAAGACTTCTTTATTGCAGCA 
TTGTCTGTTGCAATTTGTTGTATTTTATTATATATTGCCGGGTTTAAGCGCTTCAATTGG 
CTTTATATACGAAAAACCCGCAAAATGTTATAA 

Pro te in 

>38737.m00006 
MLLKSVEFNSISVPNLEYIDRFVAMSSIYYTNKFFNLSRSSTLKELKTQALDFCRKDWSL 
LPDHITNISYSPTYCWKGTYQYNVLSKGYKFKDSNVVIDKENKINGVDLSWTVGSMLSEI 
TEIEIDDQEKLTFKDFFIAALSVAICCILLYIAGFKRFNWLYIRKTRKML* 
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B) Purificação da NTPDase de Tric/wmonas vaginalis 

Os nucleotídeos extracelulares desempenham um papel regulatório importante, 

influenciando funções de muitos sistemas e órgãos (Chow et ai., 1997). Essas moléculas são 

principalmente liberadas pelas células em situações fisiológicas ou de estresse. As purinas 

extracelulares estão envolvidas em importantes e diversos efeitos em muitos processos 

biológicos, desde organismos unicelulares até órgãos e sistemas. Esses efeitos incluem 

contração do músculo liso, neurotransmissão, secreção exócrina e endócrina, resposta 

immune, inflamação, agregação plaquetária, dor e modulação da função cardíaca (Ralevic & 

Bumstock, 1998). Os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares podem agir como 

compostos sinalizadores por ligarem-se a receptores específicos, conhecidos como 

purinoceptores. Os receptores P2 reconhecem ATP, ADP, UTP e UDP e são classificados em 

P2X, que são canais iônicos, e P2Y, receptores associados a proteínas G (Ralevic & 

Bumstock, 1998). Os nucleotídeos extracelulares podem ser inativados por hidrólise via 

enzimas que constituem a família E-NTPDase (ectonucleosídeo trifosfato difosfoidrolase) 

(Zimmermann, 2001). Uma atividade de nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase- NTPDase1 

(CD39, ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) foi caracterizada em T. vaginalis 

(Matos et ai., 2001). 

Apesar de fatores limitantes como a baixa abundância nos tecidos e a perda de 

atividade quando solubilizadas em detergentes, nucleotidases foram purificadas e 

seqüenciadas em diversos organismos e tecidos, tais como pâncreas de suínos (LeBel et ai., 

1980), raízes de ervilha (Vara & Serrano, 1981), batata (Handa & Guidotti, 1996), pulmões 

bovinos (Sévigny et ai., 1997a), vasos sangüíneos (Sévigny et ai., 1997b), coração bovino 
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(Beaudoin et ai., 1997), insetos (Valenzuela et ai., 1998; Faudry et ai., 2004), rins suínos 

(Lemmens et ai., 2000), fígado de galinha (Knowles et ai., 2002) e sinaptossomas de córtex 

de cérebro de suínos (Kukulski & Komoszynski, 2003). O objetivo deste estudo foi purificar 

a NTPDase presente em T. vaginalis. 

Materiais e Métodos 

Materiais. Nucleotídeos, tampão TRIZMA base, N-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona 

(TLCK), albumina sérica bovina, foram obtidos da Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA); 

DEAE Affi-Gel Blue e kit para coloração pela prata, da BioRad Laboratories (Hercules, CA, 

USA), concanavalina A-Sepharose, da Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA). Os 

demais reagentes utilizados apresentavam o mais alto grau de pureza. 

Parasitos e condições de cultivo. O isolado clínico fresco de T. vaginalis T068-II foi 

cultivado durante, no máximo, uma semana a 37 °C através de passagens diárias no meio de 

tripticase-extrato de levedo-maltose (TYM) suplementado com soro de cavalo inativado pelo 

calor a 5% (Diamond, 1957). 

Homogenato. Culturas contendo 1010 tricomonas foram lavadas três vezes com solução de 

NaCI (0.85%) e os organismos resuspendidos a um volume de 10 ml em Tris-HCI 10 rnM, 

pH 7,5 contendo o inibidor de proteases TLCK 1 ,O mM, e a suspensão foi incubada em gelo 

durante 20 min. Os organismos foram lisados em um homogeneizador Dounce e o 

homogenato foi estocado a -70 o c com 15% de glicerol. 
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Solubilização e cromatografias em coluna. O homogenato foi solubilizado a 4°C por 5 min 

a uma concentração de proteína de 1 ,O mg/ml em NP-40 a 0,1% em Tris-HCl 25 mM, pH 

8,0, e centrifugado por 1 h a 100.000 x g. O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de 

DEAE Affi-Gel Blue de 7,0 em de altura x 1,5 em de diâmetro pré-equilibrada com Tris-HCl 

25 mM, pH 8,0 e NP-40 a 0,1%. As proteínas foram eluídas com um gradiente linear de 

NaCl de 0-0,15 M no mesmo tampão, seguido de uma lavagem de NaC12,0 M. Foi feito um 

pool das frações ativas, o qual foi dialisado contra Tris-HC120 mM, pH 7,2, NP-40 a 0,05%. 

O dialisado foi aplicado em uma coluna de concanavalina A (Con A)-Sepharose de 4,0 em de 

altura x 1,5 em de comprimento, a um fluxo de 0,2 ml/min. A coluna foi lavada a 0,5 mllmin 

com Tris-HCl 20 mM, pH 7,2, CaClz 500 J1M e NP-40 a 0,05%, e eluída a 1,0 mllmin com 

metilmanosídeo nas concentrações de 0,3, 0,5 e 1 ,O M no mesmo tampão. Todas as etapas 

das cromatografias em coluna foram realizadas a 4°C. 

Ensaios enzimáticos. As amostras de proteína eluídas das colunas foram pré-incubadas por 5 

mina 37 °C em 200 111 de meio de incubação contendo tampão Tris 50 mM, pH 7,2 e CaCh 

5,0 mM. A reação enzimática foi iniciada com a adição dos substratos ATP e ADP, a uma 

concentração final de 1,0 mM. A hidrólise de ATP e ADP foi interrompida pela adição de 

200 111 de ácido tricloroacético (TCA) a 10% (v/v). As amostras foram colocadas no gelo 

durante 10 min, seguindo a detecção da liberação de fosfato inorgânico (Pi) (Chan et ai., 

1986). O tempo de incubação e a concentração de proteína foram escolhidos para manter a 

linearidade das reações. Foram usados controles com a adição de proteína após a mistura de 

TCA para corrigir a hidrólise não enzimática dos substratos. A atividade específica é 

expressa como nmol Pi liberado/min/mg proteína. 
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Determinação da Proteína. A concentração de proteína foi determinada pelo método de 

Coomassie Blue (Bradford, 1976), usando albumina sérica bovina como padrão. 

Eletroforese SDS-P AGE. As amostras de proteína obtidas nas diferentes etapas da 

purificação foram analisadas em eletroforese sob condições desnaturantes em gel de 

acrilamida a 10% (SDS-PAGE), de acordo com Laemmli (1970). Volumes iguais das 

amostras e do tampão (SDS 4,0%, 2-mercaptoetanol 2,0%, glicerol 2,0%, bromofenol blue 

0,001% e Tris 125 mM, pH 6,8) foram usados obtendo-se uma diluição final de 1:1 e levados 

à ebulição. As proteínas foram então fracionadas por SDS-P AGE e o gel foi corado pela 

prata. 
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Resultados e Discussão 

A NTPDase de T. vaginalis está localizada na membrana plasmática (Tasca et ai., 

2004, Capítulo 3) e foi solublizada em NP-40 e parcialmente purificada através de 

cromatografia de troca iônica (DEAE Affi-Gel Blue) e de afinidade (concanavalina-A). O 

esquema de purificação está resumido na Tabela 5.B.l. Após centrifugação, a solubilização 

do homogenato em NP-40 recuperou 82% das proteínas no sobrenadante, com 91% da 

atividade ATPásica e um aumento na atividade ADPásica de 104%. Esse aumento é atribuído 

ao efeito ativador do NP-40 na atividade da NTPDase, como já descrito (Caldwell et ai., 

1998; Knowles et ai., 2002). 

A atividade da NTPDase foi eluída da coluna de DEAE Affi-Gel Blue e recuperada 

no pico equivalente às frações 71 a 86 (Figura 5.B.1 ), que correspondeu a 52% da atividade 

total ATPásica e 92% da atividade total ADPásica, produzindo fatores de purificação de 2,6 e 

4,8 para hidrólise do ATP e do ADP, respectivamente. O passo subseqüente da separação 

cromatográfica em coluna de concanavalina-A (Figura 5.B.2) resultou em fatores de 

enriquecimentos na purificação iguais a 29 para atividade ATPásica e 38 para atividade 

ADPásica. A Figura 5.B.3 mostra a análise eletroforética obtida após cada etapa do processo 

de purificação. A amostra obtida no último passo da purificação apresentou inúmeras bandas 

e, de acordo com os baixos fatores de enriquecimento para as atividades ATPásica e 

ADPásica, os resultados indicam apenas uma purificação parcial, a qual deverá ser 

aumentada através de um protocolo otimizado. 
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Tabela 5.B.1. Purificação da NTPDase de Trichomonas vaginalis. 

Atividade Atividade Atividade Fator de 
Proteína total específica Recuperada Purificação 

Etapa total (nmol Pi/min/ml) (nmol Pi/min/mg (%) (vezes) 
(mg) proteína) 

ATP ADP ATP ADP ATP ADP ATP ADP 

Homogenato 167 2,3 2,4 0,014 0,014 100 1,0 

Homogenato 
solubilizado 137 2,1 2,5 0,015 0,018 91 104 1,1 1,3 
em NP-40 a 
0,1% 
Coluna de 
DEAE Affi- 33 1,2 2,2 0,036 0,067 52 92 2,6 4,8 
Gel Blue 
(pool) 

Coluna de 
Co n-A 3 1,2 1,6 0,4 0,53 52 67 29 38 
(pool) 

Cada determinação foi realizada em triplicata. Con-A, concanavalina-A. Foram realizados 
três experimentos e os dados demonstram um experimento representativo. 
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Figura S.B.l. Cromatografia em coluna de DEAE Affi-Gel Blue, onde foi aplicado o 
sobrenadante obtido da solubilização do homogenato com NP-40 a 0,1%. As frações 71-81 
foram eluídas com o gradiente de NaCl (0-0, 13 M); as frações 82-90 foram lavadas com 
solução 2,0 M de NaCI. As condições da cromatografia estão descritas nos Materiais e 
Métodos. Frações de 5 ml foram coletadas. As frações 71-81 foram misturadas para a 
próxima etapa da purificação. 
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Figura 5.B.2. Cromatografia em coluna de Concanavalina-A-Sepharose onde foi aplicado o 
pool das frações ativas 71-81 obtidas na cromatografia com coluna de DEAE Affi-Gel Blue. 
As frações 30-43 foram eluídas com metilmanosídeo nas concentrações de 0,5 a 1,0 M. As 
condições da cromatografia estão descritas nos Materiais e Métodos. Frações de 3 ml foram 
coletadas. As frações 30-43 foram misturadas para análise em eletroforese SDS-PAGE. 
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Figura 5.B.3. SDS-PAGE das frações obtidas no processo de purificação da NTPDase de T. 
vaginalis. As bandas correspondentes às proteínas foram coradas pela prata (BioRad). Os 
marcadores de peso molecular com os valores de massa molecular aparentes são mostrados 
no lado esquerdo, em kilodaltons. Linha 1: homogenato de T. vaginalis, 5 J..Lg; linha 2: 
sobrenadante do homogenato solubilizado com NP-40 a O, 1 %, 14 J..Lg; linha 3: pool das 
frações com atividade obtidas na coluna de DEAE Affi-Gel Blue, 4 J..Lg; linha 4: pool das 
frações com atividade obtidas na coluna de concanavalina-A, 720 ng. 
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111. DISCUSSÃO 

Os resultados apresentados revelam a presença de uma cadeia enzimática 

em T. vaginalis, composta pela NTPDase1 (Matos et ai., 2001) e pela ecto-5'­

nucleotidase, ambas as enzimas apresentado ecto-localização e heterogeneidade 

entre os diferentes isolados investigados. 

As propriedades cinéticas da ecto-5'-nucleotidase foram descritas em 

trofozoítos intactos de dois isolados de T. vaginalis (Tasca et ai., 2003a, Capítulo 1 ). 

A atividade de hidrólise é dependente de cátions divalentes, magnésio e cálcio e é 

máxima em pH alcalino. Para ambos os isolados de T. vaginalis investigados, os 

valores de Km (Constante de Michaelis) situam-se na faixa micromolar, com ampla 

especificidade a nucleosídeos monofosfatados. A influência de outras enzimas 

passíveis de hidrolisar esses substratos foi descartada pelo emprego de inibidores 

específicos de fosfatase alcalina, levamisole e tetramisole, e pela adição de AMP 

cíclico no ensaio enzimático, eliminando a possibilidade do aumento na 

concentração do AMP produzido por uma fosfodiesterase (Tasca et ai., 2003a, 

Capítulo 1 ). No entanto, a atividade de ecto-5'-nucleotidase em T. vaginalis foi 

inibida pelo 5'-[a,f3-metileno]difosfato (AMPCP), inibidor específico da enzima em 

vertebrados. Além disso, os dois isolados de T. vaginalis investigados apresentaram 

algumas diferenças nos parâmetros cinéticos, o que está de acordo com outros 

estudos que mostraram a variabilidade entre diferentes isolados nas propriedades 

virulentas, antigênicas, na distribuição geográfica e na análise isoenzimática 

(Hogue, 1943; Kotcher & Hoogasian, 1957; Kott & A Ide r; 1961; Christian et ai., 
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1963; Kulda, 1967; Farris & Honigberg, 1970; Alderete, 1983; Torian et ai., 1984; 

Alderete et ai., 1985; Krieger et ai., 1985). 

Em vertebrados, a ecto-5'-nucleotidase está presente em praticamente todos 

os tecidos, mas não em todos os tipos de células. As conseqüências fisiológicas da 

eliminação do ATP e/ou produção de adenosina célula- ou tecido-específicas 

variam, desde que ambos A TP e adenosina apresentam funções fisiológicas 

mediadas por receptores (Zimmermann, 1992). A adenosina induz vasodilatação, 

decréscimo no fluxo de filtração glomerular, inibição da liberação de 

neurotransmissores, inibição da resposta imune e inflamatória. Nos organismos 

mais primitivos, a 5'-nucleotidase bacteriana apresenta uma função ecológica na 

reciclagem de nutrientes nos habitats aquáticos (Zimmermann, 1992). 

A presença de uma NTPDase e de uma ecto-5'-nucleotidase em T. vaginalis 

permite a hidrólise de ATP, ADP e AMP e pode ser importante para a modulação da 

concentração de nucleotídeos no espaço extracelular, protegendo o parasito dos 

efeitos citolíticos dos nucleotídeos, principalmente ATP. Além disso, T. vaginalis é 

incapaz de sintetizar purinas e pirimidinas de novo e seu crescimento e 

sobrevivência depende das vias de salvação para gerar nucleotídeos (Heyworth et 

ai. 1982; 1984). Harris et ai. (1988) postularam que T. vaginalis pode conter dois 

carreadores separados para o transporte de adenosina, guanosina e uridina. Ambos 

carreadores têm mais de um sítio de ligação para nucleosídeos. O primeiro 

carreador tem sítios para adenosina e nucleosídeos pirimídicos, e um separado 

para nucleosídeos púricos. O segundo carreador tem um sítio para adenosina e 

uridina e um separado para guanosina, e a taxa de recaptação de nucleosídeos por 
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T. vagínalís é suficiente para sustentar o crescimento. A salvação de purinas é 

mediada por nucleosídeo fosforilases e quinases (Miller & Lindstead, 1983), 

enquanto fosforibosiltransferases e nucleosídeo quinases são capazes de recuperar 

pirimidinas (Wang & Cheng, 1984). A cadeia enzimática que hidrolisa nucleotídeos 

extracelulares presente em T. vagínalís pode contribuir para os mecanismos de 

escape do parasito da resposta imune do hospedeiro através da degradação do 

ATP e para a produção de adenosina necessária para o crescimento do parasito. 

Portanto, a NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase podem ser consideradas como alvos 

potenciais para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da 

tricomonose. 

Os medicamentos mais usados no tratamento da tricomonose são o 

metronidazol (primeira escolha) e o tinidazol, nos casos de isolados de T. vagínalís 

metronidazol-resistentes. Neste estudo, foi testado o efeito ín vítro do metronidazol 

e do tinidazol na atividade da NTPDase1 e da ecto-5'-nucleotidase de um isolado de 

T. vagínalís proveniente da A TCC cultivado por longo período no laboratório e de 

um isolado clínico fresco (Tasca et ai., 2003b, Capítulo 2). É importante observar 

que a atividade de ecto-5'-nucleotidase não apresentou diferenças significativas 

entre os dois isolados de T. vagínalís. Entretanto, as hidrólises de A TP e ADP 

apresentaram-se significativamente elevadas no isolado clínico fresco quando 

comparadas ao isolado da A TCC. Esses resultados demonstram um provável 

envolvimento da NTPDase1 nos mecanismos patogênicos do parasito, 

considerando-se o curto período de tempo de cultivo ín vítro, no qual o isolado 

clínico mantém as características biológicas semelhantes àquelas encontradas no 
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sítio do hospedeiro. Por outro lado, isolados da ATCC cultivados por longos 

períodos no laboratório podem apresentar alterações no metabolismo bioquímica, 

incluindo alterações nos mecanismos patogênicos (Lehkeret ai., 1991). 

O metronidazol e o tinidazol produziram diferentes efeitos ín vítro nas 

atividades das enzimas dos isolados de T. vagínalís. A hidrólise do A TP foi ativada 

na presença do metronidazol no isolado da ATCC, enquanto foi inibida pelo tinidazol 

no isolado clínico fresco (Tasca et ai., 2003b, Capítulo 2). Esses efeitos provocados 

pelos derivados nitroimidazóis na hidrólise do A TP podem ser o resultado de uma 

interação farmacológica entre a NTPDase1 e os fármacos testados. A fim de 

explicar a ativação e a inibição da hidrólise do ATP pelo metronidazol e tinidazol, 

respectivamente, duas possibilidades podem ser sugeridas: 1) esses efeitos 

envolvem a participação de uma ecto-ATPase, co-expressa com a NTPDase1 em T. 

vagínalís, como observado em cérebro de ratos (Kegel et ai., 1997), ou 2) esses 

efeitos ocorreram somente na atividade ATPásica da NTPDase1. 

O tratamento dos parasitos na presença de metronidazol durante 2 horas 

inibiu as atividades ATPásica e ADPásica em ambos os isolados. Por outro lado, o 

tratamento dos organismos durante 2 horas com tinidazol inibiu a hidrólise de ATP e 

ADP somente no isolado clínico fresco. Nas condições testadas, os medicamentos 

não produziram alterações nas atividades da ecto-5'-nucleotidase de ambos os 

isolados (Tasca et ai., 2003b, Capítulo 2). A inibição da atividade da NTPDase1 

após o tratamento com os fármacos ocorreu provavelmente como uma resposta a 

um ambiente adverso, na tentativa do parasito em modular a concentração de 

nucleotídeos no meio extracelular. Esse fenômeno pode estar envolvido em 
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mecanismos de transdução de sinal, visto que as enzimas envolvidas participam da 

degradação do A TP à adenosina, produzindo efeitos diversos dependentes da 

concentração do nucleotídeo e do nucleosídeo extracelular e da sua ligação com 

receptores específicos. 

Vários estudos mostraram alterações nas atividades de enzimas citosólicas e 

hidrogenossomais de T. vaginalis relacionadas ao desenvolvimento de resistência 

ao metronidazol (Kulda, 1999). Enzimas hidrogenossomais, como 

piruvato:ferredoxina oxidoredutase, hidrogenase, enzima málica (L-malato:NAD(P) 

oxidoredutase hidrogenossomal) e NAD:ferredoxina oxidoredutase apresentaram 

atividades reduzidas em isolados metronidazol-resistentes (Drmota et ai., 1996; 

Steinbuchel & Müller, 1989). Por outro lado, as enzimas citosólicas lactato 

desidrogenase e piruvato quinase apresentaram atividades aumentadas em 

tricomonas resistentes ao metronidazol (Cerkasovova et ai., 1988; Mertens et ai., 

1992). Neste estudo, foi investigado o comportamento das enzimas envolvidas na 

hidrólise de nucleotídeos extracelulares em isolados de T. vaginalis sensíveis aos 

nitroimidazóis, após interação farmacológica com metronidazol e tinidazol. Os 

resultados encontrados revelaram diferenças entre os dois isolados testados, 

reforçando a importância do uso de isolados clínicos frescos nas investigações, em 

adição a isolados cultivados por longos períodos. Além disso, os dados indicam a 

função da NTPDase1 como moduladora da concentração de nucleotídeos 

extracelulares na presença de metronidazol e tinidazol, uma condição adversa para 

o parasito. 
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Uma vez que a NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase hidrolisam nucleotídeos 

extracelulares, foi investigada a localização celular dessas enzimas em trofozoítos 

intactos de T. vaginalis (Tasca et ai., 2004, Capítulo 3). Ambas as enzimas 

demonstraram ecto-localização, confirmando os mecanismos presentes no parasito 

capazes de realizar hidrólise extracelular de nucleotídeos, como descrito nos 

estudos cinéticos (Matos et ai. 2001; Tasca et ai. 2003a, Capítulo 1 ). A adição de 

inibidores excluiu a influência de outras enzimas que hidrolisam nucleotídeos, como 

fosfatases alcalina e ácida, Ca2+,Mg2+-ATPase e Na+/K+-ATPase. Paralelamente à 

determinação da localização das enzimas, foi investigada a viabilidade celular do T. 

vaginalis na presença de diferentes concentrações de nucleotídeos e do 

nucleosídeo da adenina (Tasca et ai., 2004, Capítulo 3). Os resultados 

demonstraram que, mesmo elevadas concentrações de nucleotídeos da adenina e 

de adenosina não exerceram efeitos citolíticos nos trofozoítos. A localização das 

ectonucleotidases na superfície da membrana plasmática de T. vaginalis é uma 

importante contribuição para a compreensão do envolvimento dessas enzimas em 

algumas funções fisiológicas do parasito. 

Estudos têm mostrado que o A TP extracelular pode agir como um composto 

sinalizador em mecanismos citotóxicos (Filippini et ai. 1990; Steinberg and Di 

Virgilio 1991 ). A concentração de nucleotídeos livres púricos encontrados na vagina 

humana, o habitat natural do T. vaginalis, originados pela descamação e lise das 

células epiteliais durante a infecção pode atingir 1 O mM, sendo que 90% 

corresponde a nucleotídeos da adenina (Munagala & Wang, 2003). Considerando 

os altos níveis de nucleotídeos extracelulares, a presença de enzimas hidrolisando 
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ATP, ADP e AMP é essencial para a sobrevivência do parasito em um ambiente 

hostil e sob constantes alterações, através da modulação da concentração de 

nucleotídeos no espaço extracelular e da proteção dos efeitos citolíticos do ATP 

extracelular. Diferentes concentrações de ATP, ADP, AMP e adenosina não 

exerceram efeitos citolíticos nos parasitos, sendo provavelmente modulados por 

inativação através da cadeia enzimática composta pela NTPDase1 e pela ecto-5'­

nucleotidase (Tasca et ai., 2004, Capítulo 3). 

Modulação da concentração de nucleotídeos no espaço extracelular, 

proteção dos efeitos citolíticos do A TP e participação nas vias de salvação de 

nucleosídeos são alguns aspectos fisiológicos do T. vaginalis que envolvem a 

hidrólise do ATP. O T. vagínalis, assim como Gíardía lamblía, Entamoeba hístolytíca, 

Leishmania spp. e Trypanosoma spp., não é capaz de realizar síntese de novo de 

purinas e pirimidinas e seu crescimento depende das vias de salvação para gerar 

nucleotídeos (Heyworth et ai. 1982; 1984; Wang 1990). Considerando os altos 

níveis de nucleotídeos púricos no sítio do T. vaginalis, a ausência de efeitos 

citolíticos nos parasitos e a ecto-localização das enzimas envolvidas na hidrólise de 

nucleotídeos, sugere-se que a NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase modulam as 

concentrações extracelulares de ATP, ADP e AMP. O produto final dessas reações, 

o nucleosídeo adenosina, é recaptado pelas vias de salvação. Recentemente, 

Munagala & Wang (2003) mostraram que a adenosina é o precursor primário do 

pool de nucleotídeos púricos em T. vaginalis, e identificaram atividades de 

adenosina deaminase, IMP desidrogenase e GMP sintetase nos parasitos, 

sugerindo uma rota metabólica capaz de converter adenina a GMP via adenosina. 
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Visto que a adenosina tem importância primordial na salvação de purinas em T. 

vaginalis, pode-se considerar a NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase essenciais para 

as estratégias de sobrevivência do parasito durante a exposição a nucleotídeos 

extracelulares, principalmente ATP. Portanto, essas enzimas produzem adenosina e 

contribuem para a aquisição do nucleosídeo através das vias de salvação e a ecto-

localização das enzimas é fundamental para a realização dessas funções (Figura 

111.1). 
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Figura 111.1. Esquema das vias de salvação de purinas em T. vaginalis, incluindo a 
NTPDase1 (nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase1) e a ecto-5'-nucleotidase (5'-N). 
PNK: purine nucleoside kinase; PNP: purine nucleoside phosphorylase [adaptado de 
Munagala, N.R. & Wang, C.C. (2003). Adenosine is the primary precursor of ali purine 
nucleotides in Trichomonas vaginalis. Molecular and Biochemical Parasitology 127: 143-
149]. 
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O estudo utlizando um maior número de isolados de T. vaginalis contribuiu 

para a confirmação de que as atividades ATPásica e ADPásica apresentam-se mais 

elevadas em isolados clínicos frescos em comparação a isolados cultivados por 

longos períodos (Capítulo 4). A heterogeneidade foi demonstrada entre os 

diferentes isolados de T. vaginalis com relação à razão de hidrólise ATP:ADP 

(Capítulo 4). Alguns isolados apresentaram razão de hidrólise ATP:ADP igual a 

1 :0,8, característica de NTPDase1, enquanto outros isolados apresentaram uma 

razão de hidrólise ATP:ADP de aproximadamente 2:1. As diferentes razões de 

hidrólise A TP:ADP podem ser devidas a alterações estruturais na enzima, o que 

leva a distintas preferências por substratos (Zimmermann, 2001 ). Existem relatos 

de razões de hidrólise ATP:ADP de 2:1 para sinaptossomas de cérebro de rato 

(Battastini et ai., 1991 ), e a NTPDase8 foi recentemente identificada como 

responsável por essa razão de hidrólise (Bigonnesse et ai., 2004). Fietto et ai. 

(2004) encontraram diferentes razões de hidrólise ATP:ADP da NTPDase de 

epimastigotas (1: 1) e de tripomastigotas (2: 1) de Trypanosoma cruzi. Estudos 

futuros poderão esclarecer se os isolados de T. vaginalis apresentam diferentes 

NTPDases. 

A ecto-5'-nucleotidase é o membro da cadeia enzimática responsável pela 

produção de adenosina. Os isolados de T. vaginalis apresentaram profundas 

diferenças nos níveis de atividade da ecto-5'-nucleotidase e, surpreendentemente, 

alguns isolados apresentaram muito baixa ou nenhuma atividade (Capítulo 4). O T. 

vaginalis depende das vias de salvação para gerar nucleotídeos (Heyworth et ai., 

1982; 1984) e a adenosina é o precursor primário do pool de nucleotídeos púricos 
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(Munagala & Wang, 2003). Portanto, poderia ser sugerido que a NTPDase e a ecto-

5'-nucleotidase são essenciais para produzir adenosina e para o parasito adquirir o 

nucleosídeo através das vias de salvação. Porém, alguns isolados não 

apresentaram atividade de ecto-5'-nucleotidase e não produziram adenosina. 

Diferentes condições de cultivo foram testadas e não apresentaram efeitos na 

elevação dos níveis da atividade enzimática. Algumas hipóteses podem ser 

sugeridas, como a presença de um erro na transcrição e/ou tradução dessa 

proteína, ou a proteína expressa pode ser funcionalmente silenciada devido a uma 

mutação. A ausência de atividade de hidrólise de AMP pelo T. vaginalis pode 

causar importantes conseqüências para ambos hospedeiro e parasito durante a 

infecção. A adenosina é um agente anti-inflamatório que se liga a receptores 

específicos para regular as conseqüências da inflamação (Cronstein et ai., 1992; 

Bouma et ai., 1997; Haskó & Cronstein, 2004). Portanto, níveis reduzidos de 

adenosina podem resultar na produção de sintomas agudos devido à infiltração 

leucocitária em pacientes infectados com isolados ecto-5'-nucleotidase-deficientes 

(Figura 111.2). 
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Figura 111.2. Esquema das vias de salvação de purinas em T. vaginalis, incluindo a 
NTPDase1 (nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase1) e destacando a ausência da 
ecto-5'-nucleotidase (5'-N). PNK: purine nucleoside kinase; PNP: purine nucleoside 
phosphorylase [adaptado de Munagala, N.R. & Wang, C.C. (2003). Adenosine is the 
primary precursor of ali purine nucleotides in Trichomonas vaginalis. Molecular and 
Biochemical Parasitology 127: 143-149]. 

O T vaginalis pode modular os níveis de nucleotídeos em resposta a fatores 

externos, como o ferro. Estudos mostraram que o crescimento e a multiplicação do 

parasito são dependentes desse composto (Lehker & Alderete, 1992; Gorrell, 1985; 

Alderete, 1999). Além disso, o ferro modula a expressão de fatores de virulência de 

T. vaginalis, tais como adesinas (Garcia et ai., 2003; Alderete et ai., 2004) e 

proteinases (Aiderete et ai., 1995). O cultivo dos parasitos em meio de cultura com 

e sem a adição de ferro não apresentou efeitos dramáticos na atividade da 

NTPDase dos diferentes isolados (Capítulo 4). Ao contrário, concentrações baixas e 
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elevadas de ferro apresentaram decréscimo e aumento, respectivamente, na 

atividade da ecto-5'-nucleotidase daqueles isolados que apresentaram atividade sob 

condições normais de cultivo. Esses resultados sugerem duas vantagens para o 

parasito: a) produção da adenosina imuno-modulatória para atenuar a resposta 

inflamatória do hospedeiro induzida pelas elevadas taxas de crescimento e 

multiplicação do T. vaginalis em um ambiente rico em ferro, e b) recaptação da 

adenosina, importante nucleosídeo gerador do pool de nucleotídeos em T. vaginalis, 

através das vias de salvação (Figura 111.3). 
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Figura 111.3. Esquema das vias de salvação de purinas em T. vaginalis, incluindo a 
NTPDase1 (nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase1) e destacando o efeito do ferro 
no aumento da atividade da ecto-5'-nucleotidase (5'-N). PNK: purine nucleoside 
kinase; PNP: purine nuc/eoside phosphorylase [adaptado de Munagala, N.R. & Wang, 
C.C. (2003). Adenosine is the primary precursor of ali purine nucleotides in Trichomonas 
vaginalis. Molecular and Biochemical Parasitology 127: 143-149]. 
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A NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase ainda podem estar envolvidas na 

sinalização celular que regula a adesão às células vaginais epiteliais, como já 

demonstrado para linfócitos (Airas et ai., 1995; Kansas et ai., 1991). A não 

disponibilidade de anticorpos específicos ou enzimas purificadas impede, no 

momento, a realização experimental para testar as hipóteses sugeridas. Análises de 

bancos genômicos utilizando seqüências conhecidas dessas enzimas (Resta et ai., 

1993; Maliszewski et ai., 1994; Asai et ai., 1995; Vasconcelos et ai., 1996; Fietto et 

ai., 2004) não revelaram nenhuma seqüência homóloga à NTPDase e da ecto-5'­

nucleotidase de T. vaginalis. Certamente, estudos futuros envolvendo a busca da 

purificação das proteínas, obtenção de anticorpos, amplificação dos genes e 

produção de proteínas recombinantes contribuirão significativamente para o 

entendimento da função da NTPDase e da ecto-5'-nucleotidase na biologia do T. 

vaginalis. 
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IV. CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados apresentados neste estudo demostram a caracterização das 

enzimas envolvidas na hidrólise extracelular de nucleotídeos em T. vaginalis. A 

NTPDase e a ecto-5'-nucleotidase apresentam ecto-localização e heterogeneidade 

entre os diferentes isolados investigados. Os dados obtidos permitem as seguintes 

conclusões: 

1. A presença de uma atividade de ecto-5'-nucleotidase em T. vaginalis em adição à 

NTPDase1 previamente caracterizada (Matos et ai., 2001 ), constitui uma cadeia 

enzimática que degrada A TP à adenosina. 

2. Considerando experimentos realizados in vitro, o metronidazol e o tinidazol 

apresentaram efeitos diversos na atividade da NTPDase1 de um isolado de T. 

vaginalis proveniente da ATCC cultivado por longo período no laboratório e de um 

isolado clínico fresco. Os fármacos não produziram efeitos significativos na 

atividade da ecto-5'-nucleotidase de ambos os isolados de T. vaginalis. Os dados 

indicam a função da NTPDase1 como moduladora da concentração de nucleotídeos 

extracelulares na presença de metronidazol e tinidazol, uma condição adversa para 

o parasito. 

3. A NTPDase1 e a ecto-5'-nucleotidase de T. vaginalis apresentam ecto­

localização e a participação dessas enzimas na sinalização celular é sugerida, visto 
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que elas modulam os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, 

influenciando os efeitos induzidos pelos purinoceptores. Outro papel fisiológico 

sugerido para essas enzimas é o envolvimento na proteção do parasito dos efeitos 

citolíticos do ATP, visto que diferentes concentrações de ATP, ADP, AMP e 

adenosina não produziram efeito citolítico em T. vaginalís. Além disso, considerando 

o fato de que T. vaginalis não realiza síntese de novo de purinas e pirimidinas, as 

enzimas participam das vias de salvação fornecendo os nucleosídeos, 

principalmente adenosina. 

4. As atividades da NTPDase e da ecto-5'-nucleotidase apresentaram 

heterogeneidade na comparação de isolados clínicos frescos e isolados cultivados 

por longos períodos no laboratório. Os isolados clínicos frescos apresentaram 

hidrólise de A TP e ADP mais elevadas quando comparadas aos isolados de 

laboratório. 

5. A heterogeneidade foi demonstrada com relação às diferentes razões de hidrólise 

ATP:ADP nos isolados clínicos frescos. Alguns isolados apresentaram razão de 

hidrólise ATP:ADP igual a 1 :0,8, característica de NTPDase1, enquanto outros 

isolados apresentaram uma razão de hidrólise ATP:ADP de aproximadamente 2:1. 

Estudos futuros poderão esclarecer se os isolados de T. vaginalis apresentam 

diferentes NTPDases. 



99 

6. Os isolados de T. vagínalis apresentaram profundas diferenças nos níveis de 

atividade da ecto-5'-nucleotidase e, surpreendentemente, alguns isolados 

apresentaram muito baixa ou nenhuma atividade em diferentes condições de 

cultivo. A ausência de atividade de hidrólise de AMP pelo T. vagínalís pode causar 

importantes conseqüências para ambos, hospedeiro e parasito durante a infecção. 

A adenosina pode apresentar ação anti-inflamatória e seus níveis reduzidos podem 

resultar na produção de sintomas agudos devido à infiltração leucocitária em 

pacientes infectados com isolados ecto-5'-nucleotidase-deficientes. 

7. O cultivo dos parasitos em meio de cultura com e sem a adição de ferro 

apresentou decréscimo e aumento, respectivamente, na atividade da ecto-5'­

nucleotidase daqueles isolados que apresentaram atividade sob condições normais 

de cultivo. Esses resultados sugerem uma modulação do ferro na expressão da 

quantidade e/ou atividade da enzima. 

8. A cadeia enzimática presente em T. vagínalis composta pela NTPDase e pela 

ecto-5'-nucleotidase, modula os níveis de nucleotídeos extracelulares e pode 

contribuir para os mecanismos de escape do parasito através da degradação do 

ATP e para a produção de adenosina necessária para a sobrevivência e 

crescimento do parasito. Portanto, a NTPDase e a ecto-5'-nucleotidase podem ser 

consideradas como alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas para 

o tratamento da tricomonose. Além disso, a ausência de atividade da ecto-5'-
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nucleotidase em alguns isolados pode constituir-se em um marcador biológico para 

o diagnóstico e identificação de isolados. 
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